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Streszczenie |

Summary |

Wstep: Ostre uszkodzenie nerek (OUN) jest czestym powikianiem zabiegdw kardiochirurgicznych z wykorzy-
staniem krgzenia pozaustrojowego. Wezesne rozpoznanie OUN wplywa na rokowanie, poszukuje si¢ wiec
nowych biomarkeréw wyprzedzajacych wzrost st¢zenia kreatyniny. Wykazano, ze podwyzszone st¢zenie lipo-
kaliny neutrofilowej (NGAL) jest wezesnym markerem prognostycznym OUN. Celem naszego badania byto
okreSlenie zmian st¢zenia NGAL w surowicy i w moczu u dzieci operowanych w krazeniu pozaustrojowym
z powodu skomplikowanych wad wrodzonych ukfadu krazenia. Material i metody: Badanie prospektywne
przeprowadzono u 48 dzieci (17 dziewczat i 31 chtopcow) operowanych w krgzeniu pozaustrojowym z powo-
du wrodzonych wad serca. Sredni wiek wynosit 25+38 miesiecy. Stezenie NGAL w moczu i surowicy (meto-
dg immunoenzymatyczng) i st¢zenie kreatyniny oznaczano przed i seryjnie po zabiegu. Wedtug kryteriow
ostrego uszkodzenia nerek (wzrost st¢zenia kreatyniny o 50% do wartosci wyjsciowej w czasie 72 godzin od
zabiegu) grup¢ badang podzielono na dwie podgrupy: dzieci z OUN - 26 i bez OUN - 22. Wyniki: W calej
grupie badanej mediana st¢zenia NGAL przed zabiegiem wynosita 26 ng/ml i wzrastata w 2. (60 ng/ml)
i4. godzinie (65 ng/ml), wyprzedzajac wzrost stgzenia kreatyniny, ktory nastepowat w 12. godzinie po zabie-
gu. Stezenie NGAL w surowicy nie rdznito si¢ istotnie w obu grupach. Z kolei st¢zenie NGAL w moczu wzra-
stafo, ale takze rdznito si¢ istotnie pomiedzy grupami w 2. (mediana 62 vs 27 ng/ml; p=0,01) i 4. (mediana
28 vs 13 ng/ml; p=0,056) godzinie po zabiegu, z tendencja do utrzymywania si¢ zmian takze w 12. godzinie
po nim (mediana 10 vs 6 ng/ml). Wnioski: Badanie potwierdzilo, ze po zabiegach kardiochirurgicznych
u dzieci w krazeniu pozaustrojowym obserwuje si¢ narastanie stezenia NGAL w surowicy i w moczu. Oba te
wskazniki moga by¢ wykorzystane jako wczesny wskaznik ostrego uszkodzenia nerek.

Stowa kluczowe: ostre uszkodzenie nerek, lipokaina neutrofilowa, dzieci, krazenie pozaustrojowe, zabiegi kar-
diochirurgiczne

Acute kidney injury (AKI) is a frequent complication of cardiopulmonary bypass. The paucity of early, pre-
dictive, non-invasive biomarkers has impaired our ability to institute potentially effective therapy as soon as
possible. The most promising new biomarker is neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL). The aim
of the study was to assess the urine and serum level of NGAL in children undergoing cardiopulmonary bypass
(CPB) due to severe congenital heart disease. Material and methods: We prospectively studied 48 children
(17 girls and 31 boys) after CPB, which were divided in two group: with and without acute kidney injury
defined as a 50% increase in serum creatinine from baseline. Serum and urine samples were collected before
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and after 2, 4, 12, 24, 48 hours of the CPB beginning. Results: Twenty-four (54%) children developed AKI.
Serum NGAL rose from 26 ng/ml at baseline to 60 ng/ml after 2 and 65 ng/ml after 4 hours post-procedure
outstripping creatinine rise (12 hours). Serum concentration was not different in both group (AKI and non-
AKD. Urine concentration of NGAL rose in differently in both group (AKI, non-AKD in 2 (median 62 vs 27
ng/ml; p=0.01) and 4 hours (median 28 vs 13 ng/ml; p=0.056). Conclusion: Urine and serum concentration
of NGAL raises in children undergoing cardiopulmonary bypass. NGAL can be useful as a early biomarker

of acute kidney injury.

Key words: acute kidney injury, neutrophil gelatinase-associated lipocalin, children, cardiopulmonary bypass,

cardiac surgery

WSTEP

stre uszkodzenie nerek (OUN), okreSlane daw-
Oniej jako ostra niewydolnosc nerek (ONN), jest

cz¢stym powiktaniem zabiegéw kardiochirur-
gicznych prowadzonych w krazeniu pozaustrojowym.
Wystepuje u okofo 30-40% dorostych i dzieci po za-
biegach kardiochirurgicznych w krazeniu pozaustro-
jowym-9. Wsrod przyczyn wymienia si¢: zmniejszony
przeptyw nerkowy, utrate jego pulsacyjnego charakteru,
hipotermi¢ oraz uogélniong reakcje zapalng®. Wysta-
pienie ostrego uszkodzenia nerek po zabiegach kardio-
chirurgicznych wiaze si¢ z niekorzystnym rokowaniem,
przedtuzonym pobytem na oddziale intensywne;j tera-
pii, a SmiertelnoS¢ wsrdd chorych wymagajacych diali-
zoterapii siega 80%7Y.
Kluczowe jest wigc wczesne rozpoznanie ostrego
uszkodzenia nerek, co pozwala na wczesne wlaczenie
adekwatnego leczenia juz na etapie ryzyka (RISK) lub
uszkodzenia (INJURY) ocenianego wediug pi¢ciostop-
niowej skali RIFLE®. Tradycyjna diagnostyka przesa-
czania kicbuszkowego opiera si¢ na stezeniu kreatyni-
ny. Wiadomo jednak, ze trwaja poszukiwania nowych,
wczesnych i bardziej wiarygodnych markerow. Naleza
do nich miedzy innymi: lipokalina neutrofilowa (neu-
trophil gelatinase-associated lipocalin, NGAL), cystaty-
na C, interleukiny 6, 8 i 18 (IL-6, IL-8, IL-18) i biatko
uszkodzenia ludzkiej nerki (human kidney injury mole-
cule 1, h-KIM1)10-14),
Najbardziej obiecujacym z badanych biomarkerow jest
NGAL, co wykazano w wielu badaniach klinicznych
zardwno u dzieci, jak 1 u dorostych, miedzy innymi
w ostrym uszkodzeniu nerek po zabiegach kardiochi-
rurgicznych, nadciSnieniu, nefropatii pokontrastowej,
cukrzycy oraz przewlekiej chorobie nerek!s¥. Do oce-
ny wystepowania OUN probuje si¢ uzywac stgzenia
NGAL zaréwno w surowicy krwi, jak i w moczu, nie-
stety czuloS¢ i swoistoS¢ nie zostaty doktadnie okre-
Slone, szczegOlnie u dzieci z tak powaznymi wadami
uktadu krgzenia. Celem naszej pracy byta ocena zmian
stezenia lipokaliny neutrofilowej w surowicy i moczu
u dzieci poddanych zabiegom kardiochirurgicznym
w krazeniu pozaustrojowym z powodu wrodzonych
wad serca.
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MATERIAL I METODY

Prospektywnemu badaniu poddano 48 dzieci (17 dziew-
czati41 chtopcow) w Srednim wieku 25+38,9 miesia-
ca, operowanych w krazeniu pozaustrojowym z powo-
du wad serca. W tabeli 1 przedstawiono charakterystyke
wad serca bedacych powodem operacji kardiochirur-
gicznych. Na podstawie kryterium ostrego uszkodze-
nia nerek, definiowanego jako wzrost st¢zenia kreatyni-
ny o 50% w ciagu 72 godzin, podzielono grupe badang
na dwie: OUN i bez OUN (OUN i non-OUN). Tabela
2 prezentuje dane kliniczne dotyczace zabiegu w kraze-
niu pozaustrojowym w grupie badane;.

Materiat do badain NGAL pobierano z centralnego do-
stepu dozylnego (surowica) oraz z cewnika zafozone-
go do pecherza moczowego (mocz). Pierwsze probki
byly pobierane przed rozpoczgciem zabiegu operacyj-
nego, a nastepne w odpowiednich odstepach czaso-
wych od rozpoczgcia krazenia pozaustrojowego: po 2
(lub bezposrednio po odfaczeniu krazenia pozaustro-
jowego, jesli jego czas przekraczat 2 godziny), 4, 12,
24, 48 1 72 godzinach. Material wirowano w tempera-
turze +4°C z silg odsrodkowa 1000 x G i zgodnie z za-
leceniami producentow zestawOw do wykonywania po-
miardw stezen przechowywano w temperaturze -20°C
do czasu oznaczenia. Przed przystapieniem do badan
probki rozmrazano w temperaturze pokojowej i do-
ktadnie mieszano.

W prébkach surowicy zostaly oznaczone st¢zenia lipo-
kaliny (w godzinach: 0., 2., 4., 12., 24. 1 48.) i kreaty-
niny (w godzinach: 0., 12., 24., 48.1 72.). W moczu
oznaczano stezenie lipokaliny neutrofilowej przed roz-
poczeciem krazenia pozaustrojowego, nastepnie w 2.,
4.112. godzinie po zabiegu. Stezenie lipokaliny w su-
rowicy krwi i w moczu oznaczano metodg immuno-
enzymatyczng ELISA, stosujgc zestawy Human Li-
pocalin-2/NGAL - Quantikine firmy R&D Systems.
Stezenie kreatyniny w surowicy krwi oznaczano ana-
lizatorem INTEGRA 800 firmy ROCHE, stosujac bu-
forowang kinetycznie reakcje wg Jaffego.

Do analizy statystycznej wynikow wykorzystano sta-
tystyki opisowe. ZgodnoS¢ rozktadu badanych zmien-
nych z rozktadem normalnym zbadano testem Kotmo-
gorowa-Smirnowa. Do poréwnan pomi¢dzy grupami
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OUN (n=26)

Non-OUN (n=22)

Wiek (m) 2644

25+30

Chtopcy 14/26

17/22

Wada serca:

TGA

TGA+CV+AP

LVOTO

CoA+HAA+VSD

HLHS

ToF

CAV

SA

VsD

CoA

Zespot Shone'a

IAA+VSD

CAV+HAA

_mm e mm w2 ===

T8

TB+HAA

TAC 1

BWG 2

1A+SA

1

AtrAoV+VSD

1

TGA+VSD 1

1

TGA — przetozenie wielkich naczyn; CV — wspélna komora; AP — atrezja tetnicy ptucnej; LVOTO — zwezenie drogi wyptywu z lewej komory; CoA — koarktacja aorty;
HAA - hipoplazja fuku aorty; VSD — ubytek w przegrodzie miedzykomorowej; HLHS — niedorozwdj lewej komory; ToF — tetralogia Fallota; CAV — wspdlny kanat
przedsionkowo-komorowy; SA — stenoza aortalna; IAA — przerwany tuk aorty; TB — zespét Taussig-Binga; TAC — wspdlny pien tetniczy; BWG — zespét Blanda-White'a-
-Garlanda; 1A — niedomykalnos¢ zastawki aorty; AtrAoV — atrezja zastawki aorty.

Tabela. 1 Charakterystyka kliniczna grupy badanej

oraz do oceny zmian w czasie zastosowano testy nie-
parametryczne (odpowiednio dla zmiennych niepowig-
zanych i powigzanych). Za istotny statycznie przyjeto
poziom p<0,05. Oceng prowadzono za pomocg pro-
gramu Statistica PL.

WYNIKI

Ostre uszkodzenie nerek wediug przyjetych przez nas
kryteriow wystgpito u 26/48 chorych, tj. 54%; grupa
bez OUN stanowita 46%. Sredni wiek w grupie OUN
inon-OUN wynosit odpowiednio 26 i 25 miesi¢cy. Nie
stwierdzono, by pte¢ odgrywata role w cz¢stoSci wyste-
powania OUN.

Mediana st¢zenia kreatyniny w calej grupie przed za-
biegiem wynosita 0,32 mg/dl, 12 godzin po zabiegu
-0,41 mg/dl, 24 godziny po zabiegu - 0,41 mg/dl, 48 go-
dziny po zabiegu - 0,37 mg/dl, a 72 godziny po zabiegu
- 0,35 mg/dl. Nie zaobserwowano znamiennych rdznic
pomiedzy tymi wskaznikami. Biorac pod uwage podziat
na grupy OUN i non-OUN, stwierdzilismy istotne rozni-
ce w 12. (mediana 0,44 vs 0,33 mg/dl; p=0,001) 1 24. go-

328 dzinie (mediana 0,52 vs 0,33 mg/dl; p=0,001).

W calej grupie badanej mediana stezenia NGAL przed
zabiegiem wynosita 26 ng/ml i wzrastata znaczaco
w 2. godzinie (60 ng/ml), utrzymujac si¢ na podobnym
poziomie w 4. godzinie (65 ng/ml), z tendencja do ob-
nizania si¢ w 12. godzinie (53 ng/ml) (tabela 2). Ste-
zenie NGAL w surowicy nie rznifo si¢ istotnie w gru-
pach OUN i non-OUN w pierwszych 12 godzinach.
Jedynie po 24 godzinach w grupie non-OUN byto zna-
miennie nizsze (rys. 1).

Stezenie NGAL w moczu w obu grupach (OUN vs non-
OUN) roznito sig istotnie w 2. (mediana 62 vs 26,8 ng/ml;
p=0,01) i 4. (mediana 28 vs 13 ng/ml; p=0,056) godzi-
nie od zabiegu, z tendencja do utrzymywania si¢ zmian
takze w 12. godzinie po nim (mediana 10,5 vs 5,6 ng/ml;
p=0,1) (rys. 2).

Po odniesieniu stezenia NGAL do kreatyniny w moczu
zauwazono, ze jego wartoS¢ znamiennie rosta w 2.14. go-
dzinie w poréwnaniu z warto$ciami poczatkowymi (tabe-
la 2). Analizujac oddzielnie chorych z OUN i bez niego,
mozna zauwazy¢, ze wskaznik NGAL/KR w grupie OUN
rOst do wyzszych wartosci w 2. 1 4. godzinie niz w grupie
non-OUN. W obu grupach w 12. godzinie wskaznik osig-
gal wartosci zblizone do poczatkowych (rys. 3).
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(zas od zabiegu [h] 0 2 4 12 24 48 72
NGAL w surowicy [ng/ml] 26 60 (50-70)' 65 (48-73)" 53 (38-67)" 54 (48-73)" 60 (45-73)"
(15-35)
Kreatynina w surowicy 0,32(0,27-0,38) - 0,40(0,32-0,51) | 0,41'(0,32-0,56) | 0,37(0,32-0,48) | 0,34(0,27-0,46)
[mg/dl]
NGAL w moczu [ng/dl] 3,2(1,8-7,9) 40,7'(8,4-71,4) | 19,6'(4,4-60,2) | 7,0(3,1-30,1)%
Wskaznik NGAL/kreatynina | 0,21(0,1-0,4) | 10,6'(1,5-20,9) | 2,2'*(0,6-13,2) 0,42(0,1-1,0)
w moczu [ng/mg]
1 Znamiennie rdzne od wartosci na poczatku badania.
2 Znamiennie rdzne od wartosci w 2. godzinie badania.
3 Inamiennie rdzne od wartosci w 4. godzinie badania.

Tabela 2. Wyniki badari stezenia NGAL, kreatyniny oraz wskaznika NGAL/kreatynina w grupie badanej. Dane przedstawione jako

mediana i 25.-75. rozstep miedzykwartylowy
OMOWIENIE

W pracach wykazano, ze st¢zenie NGAL znamiennie
wzrasta w tkance nerkowej po zadziataniu czynnika
powodujacego uszkodzenie niedokrwienno-niedotle-
nieniowe komorek kanalikow nerkowych. W przepro-
wadzonym przez nas badaniu wykazaliSmy, ze st¢ze-
nie NGAL w surowicy i w moczu wzrasta istotnie juz
od 2. godziny po rozpoczeciu krazenia pozaustrojowe-
g0 u dzieci operowanych z powodu wrodzonych wad
serca. Wzrost stezenia NGAL w surowicy i moczu wy-
przedzat wzrost stezenia kreatyniny u chorych z ostrym
uszkodzeniem nerek. Jest to zgodne z doniesieniami in-
nych autorow®™!®. Jednak w przeciwienistwie do pracy
Mishry i Denta stezenie NGAL w surowicy nie rdzni-
to si¢ istotnie w grupie OUN i non-OUN®®. W ba-
daniach tych obserwowano wyrazny wzrost st¢zenia
tego wskaznika po 2 godzinach od rozpoczecia kraze-
nia pozaustrojowego, jednak obserwowany wzrost byt
istotnie wyzszy w grupie pacjentéw z OUN w porow-
naniu z grupg bez OUN. Zwigzek miedzy stezeniem
NGAL a wystepowaniem OUN byt w tych pracach sil-
niej wyrazony niz w naszym badaniu i ujawniat si¢ juz
w pierwszych oznaczeniach wykonanych po zakoncze-
niu zabiegu. Dlatego autorzy uznali st¢zenie NGAL
w surowicy zmierzone 2 godziny po rozpoczgciu CPB

-=OUN non-OUN  ==trend OUN  ---trend non-OUN
80
p<0,05
70 : .
60
50 |
40
3 Heo m%

69 53

N 53
55

L] 2 4 12 E

Godziny od zabiegu w kraZeniu pozaustrojowym

Rys. 1. Stezenie NGAL w surowicy w grupie badanej z uwzgled-
nieniem podziafu na grupy z ostrym uszkodzeniem ne-
rek (OUN) i bez uszkodzenia (non-OUN
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za wskaznik pozwalajacy na wezesne prognozowanie
wystapienia OUN.

Nasuwa si¢ pytanie o przyczyny rozbieznosci mi¢dzy
naszym badaniem a wspomnianymi pracami. Stosu-
jac ten sam rodzaj testow laboratoryjnych, uzyskaliSmy
zblizone do innych badaczy wyniki wyjSciowych (przed-
operacyjnych) pomiaréw stezenia NGAL, co swiadczy,
ze rozbieznoS¢ ta nie wynika z odmiennej metodyki ba-
dania, lecz jest wyrazem rzeczywistych roznic pomiedzy
badanymi grupami. W poréwnaniu z innymi badaniami
przeprowadzanymi na grupach pacjentow pediatrycz-
nych w naszej grupie zwraca uwagg istotny i utrzymu-
jacy sie do 2. doby wzrost stezenia NGAL wystepujacy
u chorych bez OUN. Takie zjawisko byto dotad opisy-
wane u dorostych. Prabhu obserwowat u pacjentow bez
OUN prawie dwukrotny wzrost stezenia NGAL w su-
rowicy, utrzymujacy si¢ do 2. doby po operacji'”. Z ko-
lei Haase sugerowat, ze w pewnej grupie chorych mo-
zemy miec do czynienia z subklinicznym (niewykrytym
przez wzrost stezenia kreatyniny) uszkodzeniem nerek
z konsekwencjami klinicznymi pod postacia przedtu-
zonego czasu leczenia na oddziale intensywnej terapii
i diuzszego czasu leczenia szpitalnego®?. Oznacza to,
ze obserwowane zwickszenie stezenia NGAL nie tyl-
ko wyprzedza zmiany st¢zenia kreatyniny, lecz takze
poszerza mozliwoSci diagnostyczne, wykrywajac sub-

- OUN non-OUN  ==trend OUN = trend non-OUN

_p<0,05

70

&0

50

a0

El

20

10 G

L 2 4
Godziny od zabiegu w kraZeniu pozaustrojowym

Rys. 2. Stezenie NGAL w moczu w grupie badanej z uwzgled-
nieniem podzialu na grupy z ostrym uszkodzeniem
nerek (OUN) i bez uszkodzenia (non-OUN)
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HOUN non-OUN razem
p<0,05 106

10 - 106 pcO,DS_
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Godziny od zabiegu w krazeniu pozaustrojowym

Rys. 3. Wartosci wskaznika NGAL/kreatynina w moczu w ba-
danych grupach. Dane przedstawione jako mediana
wartosci

telniejsze uszkodzenie. W Swietle powyzszych ustalen
oraz uzyskanych wynikow mozna przyjac, ze u wick-
szoSci pacjentow z badanej grupy operacja z uzyciem
krazenia pozaustrojowego wiazafa sie z uszkodzeniem
nerek w stopniu lekkim, co przejawialo si¢ wzrostem
stezenia NGAL (OUN ,,subkliniczne”) i — w niektdrych
przypadkach — wzrostem st¢zenia kreatyniny.

W dyskusji na temat przydatnosci NGAL nalezy takze
wspomnie¢ o publikacjach, w ktorych kwestionuje si¢
jego specyficznos¢ jako wskaznika uszkodzenia nerek.
Rai stwierdzit, ze u dorostych chorych z ostrg niewy-
dolnoscig krazenia dochodzito do wzrostu st¢zenia
NGAL niezaleznie od wystepowania uszkodzenia ne-
rek. Ponadto autor wskazat na zaleznoS¢ migdzy wzro-
stem NGAL a aktywnosScig kaspazy 1 i interleukiny 1B,
a wiec mediatorow zwigzanych bardziej z uogdlniona
reakcja zapalng i procesami zachodzacymi w mi¢Sniu
sercowym niz z uszkodzeniem nerek?P. Rowniez ba-
dacze przekonani o wysokiej przydatno$ci NGAL jako
wskaznika OUN przyznaja, ze NGAL jest uwalniany
do krwi nie tylko z nerek, lecz takze z innych narzadow,
glownie z watroby 1 ptuc, oraz z komorek uktadu od-
pornoSciowego, wsrdd ktorych sg neutrofile aktywowa-
ne przez kontakt ze sztuczng powierzchnig uktadu do
krazenia pozaustrojowego>*. Moze to ttumaczy¢ wy-
stepowanie podwyzszonego stezenia NGAL w surowi-
cy w naszej grupie rowniez u chorych bez OUN.

W przeprowadzonym badaniu wykazaliSmy, ze zmiany
stezenia NGAL w moczu odzwierciedlajg ostre uszko-
dzenie nerek wczesniej niz stezenie kreatyniny w su-
rowicy. Dotyczy to zar6wno samego stezenia NGAL,
jak ijego odniesienia do st¢zenia kreatyniny w moczu.
Obserwacje te sg zgodne z doniesieniami innych auto-
row®2, Kwestig do rozstrzygniecia pozostaje, dlaczego
zmiany NGAL w moczu ulegaja normalizacji szybciej
niz st¢zenia w surowicy. By¢ moze wigze si¢ to z r6zng
czutoscig tych oznaczef. Badanie moczu ma przewage
nad oznaczaniem w surowicy jako badanie nieinwazyjne.
Jednak pewnym ograniczeniem sg niemoznoS¢ uzyska-

330 nia probki moczu u chorych z oligurig oraz potencjalne

zmiany stgzenia NGAL w zaleznoSci od stanu nawod-
nienia chorego i stosowania lekow moczopednych.
Podsumowujac, przeprowadzone badanie potwier-
dza, ze wzrost st¢zenia lipokaliny neutrofilowej w mo-
czu i surowicy moze by¢ wezesnym markerem ostrego
uszkodzenia nerek u pacjentow operowanych z powo-
du wad serca w krazeniu pozaustrojowym. Jednoczes-
nie uzyteczno$¢ pomiaru st¢zenia NGAL w surowicy
Wwe wezesnym rozpoznawaniu ostrego uszkodzenia ne-
rek (zdefiniowanego w oparciu o stezenie kreatyniny
w surowicy) moze by¢ ograniczona. Wysoka czutoS¢
NGAL jako wskaznika uszkodzenia cewek nerkowych
powoduje, ze jego wartoSci moga by¢ podwyzszone
takze przy uszkodzeniu subklinicznym, niewywoluja-
cym obnizenia filtracji kigbuszkowe;.
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