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Zestawienie i wykaz publikacji doktoranta

] o Liczba Impact Punktacja
Rodzaj publikacji o _ )
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Razem 37 49,563 1720




UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Biblioteka Medyczna

952.833.67.2022 Krakéw, 16.03.2022 r.

LEK. KAROLINA WOZIWODZKA
KATEDRA NEFROLOGII | TRANSPLANTOLOGII
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI COLLEGIUM MEDICUM

WYKAZ PUBLIKACII
stanowigcych rozprawe doktorska

na podstawie informacji przekazanych przez autorke oraz Bibliografii UJ CM z dnia 16.03.2022 r.

1.

Woziwodzka Karolina, Vesole David H., Matyszko Jolanta, Batko Krzysztof, Jurczyszyn Artur, Koc-
Z6rawska Ewa, Krzanowski Marcin, Matyszko Jacek, Zérawski Marcin, Waszczuk-Gajda Anna,
Kuzniewski Marek, Krzanowska Katarzyna.

New Markers of Renal Failure in Multiple Myeloma and Monoclonal Gammopathies.
Journal of Clinical Medicine

2020 : Vol. 9, nr 6, id. art. 1652, il., bibliogr. 88 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0.

praca pogladowa

IF: 4.242

MEiN: 140.000

2.

Woziwodzka Karolina, Matyszko Jolanta, Koc-Zérawska Ewa, Zérawski Marcin, Dumnicka Paulina,
Jurczyszyn Artur, Batko Krzysztof, Mazur Paulina, Banaszkiewicz Matgorzata, Krzanowski Marcin,
Gotasa Paulina, Matyszko Jacek A., Drozdz Ryszard, Krzanowska Katarzyna.

Renal impairment detectors : IGFBP-7 and NGAL as tubular injury markers in multiple myeloma
patients

Medicina

2021 : Vol. 57, nr 12, id. art. 1348, il., bibliogr. 48 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0
praca oryginalna

IF: 2.430

MEiN: 40.000

30-688 Krakow, ul. Medyczna 7, tel. +48 12 658 02 72, tel. kom. +48 661 890 822, sekretariat. bm@cm-uj.krakow.pl

www.bm.cm.uj.edu.pl



3.

Woziwodzka Karolina, Matyszko Jolanta, Koc-Zérawska Ewa, Zérawski Marcin, Dumnicka Paulina,
Jurczyszyn Artur, Batko Krzysztof, Mazur Paulina, Banaszkiewicz Matgorzata, Krzanowski Marcin,
Gotasa Paulina, Matyszko Jacek A., Drozdz Ryszard, Krzanowska Katarzyna.

Transgelin-2 in multiple myeloma : a new marker of renal impairment?

Molecules

2022 : Vol. 27, nr 1, id. art. 79, il., bibliogr. 45 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0

praca oryginalna

IF: 4.412

MEiN: 140.000

Opracowanie: Oddziat Informacji Naukowej

tel. +48 12 657 23 10
e-mail: informacja.naukowa@cm-uj.krakow.pl



UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Biblioteka Medyczna

952.833.67.2022 Krakéw, 16.03.2022 r.

LEK. KAROLINA WOZIWODZKA
KATEDRA NEFROLOGII | TRANSPLANTOLOGII
UNIWERSYTET JAGIELLONSKI COLLEGIUM MEDICUM

WYKAZ PUBLIKACII

na podstawie Bibliografii Ul CM z dnia 16.03.2022 r.

1.

Krzanowski Marcin, Krzanowska Katarzyna, Gajda Mariusz, Dumnicka Paulina, Dziewierz Artur,
Woziwodzka Karolina, Litwin Jan A., Sutowicz Wtadystaw.

Pentraxin 3 as a new indicator of cardiovascular-related death in patients with advanced chronic
kidney disease.

Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej

2017 : Vol. 127, nr 3,s. 170-177, il., bbiliogr. 33 poz., abstr.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0.

Autor korespondencyjny: Marcin Krzanowski.

praca oryginalna

IF: 2.658

MEiN: 30.000

2.
Krzanowski Marcin, Krzanowska Katarzyna, Dziewierz Artur, Banaszkiewicz Matgorzata, Jurczyszyn
Artur, Woziwodzka Karolina, Chmiel Grzegorz, Kope¢ Jerzy, Sutowicz Wladystaw.
Ultrafiltration rate and diabetes as useful indicators of cardiovascular-related death in hemodialysis
patients below 60 years of age.
Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej
2017 : T.71,s.1023-1032, il., bibliogr. 47 poz., sum.
Advances in Hygiene and Experimental Medicine.
Autor korespondencyjny: Matgorzata Iciek.
Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC.
praca oryginalna
IF: 0.783
MEiN: 15.000

30-688 Krakow, ul. Medyczna 7, tel. +48 12 658 02 72, tel. kom. +48 661 890 822, sekretariat.bm@cm-uj.krakow.pl

www.bm.cm.uj.edu.pl



3.

Krzanowski Marcin, Jurczyszyn Artur, Dumnicka Paulina, Krasniak Andrzej, Woziwodzka Karolina,
Chowaniec Eve, Szostek Marta, Drozdz Ryszard, Krzanowska Katarzyna, Sutowicz Wtadystaw.
Recovery of kidney function in a patient with multiple myeloma after using high cutoff dialyzers as a
preparation for successful autologous stem-cell transplantation.

Przeglad Lekarski

2017 : T. 74, nr 12, 713-716, il., bibliogr. 21 poz.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca kazuistyczna

MEiN: 10.000

4,
Woziwodzka Karolina, Pawica Magdalena, Dumnicka Paulina, Krzanowski Marcin, Sorysz Danuta,
Krzanowska Katarzyna, Sutowicz Wtadystaw.
Body composition assessed by bioimpedance correlates with left ventricular mass index (LVMI) in
stage 5 chronic kidney disease (CKD) patients treated by peritoneal dialysis.
Przeglad Lekarski
2017 : T.74,nr 12, s. 627-632, il., bibliogr. 38 poz.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.
praca oryginalna
MEiN: 10.000

5.

Krzanowski Marcin, Krzanowska Katarzyna, Gajda Mariusz, Dumnicka Paulina, Kopeé Grzegorz, Guzik
Barttomiej, Woziwodzka Karolina, Dziewierz Artur, Litwin Jan A[ndrzej], Sutowicz Wtadystaw.
Asymmetric dimethylarginine as a useful risk marker of radial artery calcification in patients with
advanced kidney disease.

Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej

2018 : Vol. 128, nr 3, s. 157-165, il., bibliogr. 32 poz., abstr.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca oryginalna

IF: 2.882

MEiN: 30.000

6.
Woziwodzka Karolina, Krzanowska Katarzyna, Szafirska Matgorzata, Krzanowski Marcin, Dziewierz
Artur, Sutowicz Wtadystaw.
Isolated carotid artery fibromuscular dysplasia unifocal type diagnosed in the postpartum period.
Postepy w Kardiologii Interwencyjnej
Advances in Interventional Cardiology
2018 : Vol. 14, nr 2, s. 214-215, il., bibliogr. 4 poz.
Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.
praca kazuistyczna
IF: 1.160
MEiN: 15.000

10



7.

Krzanowski Marcin, Krzanowska Katarzyna, Dumnicka Paulina, Gajda Mariusz, Woziwodzka Karolina,
Fedak Danuta, Grodzicki Tomasz, Litwin Jan A., Sutowicz Wtadystaw.

Elevated Circulating Osteoprotegerin Levels in the Plasma of Hemodialyzed Patients With Severe
Artery Calcification.

Therapeutic Apheresis and Dialysis

2018 : Vol. 22, nr 5, s. 519-529, il., bibliogr. 52 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca oryginalna

IF: 1.077

MEiN: 20.000

8.

Batko Krzysztof, Krzanowski Marcin, Gajda Mariusz, Dumnicka Paulina, Fedak Danuta, Woziwodzka
Karolina, Sutowicz Wtadystaw, Kuzniewski Marek, Litwin Jan A., Krzanowska Katarzyna.

Endothelial injury is closely related to osteopontin and TNF receptor-mediated inflammation in end-
stage renal disease.

Cytokine

2019 : Vol. 121, art. no. 154729, s. 1-6, il., bibliogr. 49 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca oryginalna

IF: 2.952

MEiN: 100.000

9.

Woziwodzka Karolina, Dziewierz Artur, Pawica Magdalena, Panek Agnieszka, Krzanowski Marcin,
Gotasa Paulina, Latacz Pawet, Burkat Magdalena, Kuzniewski Marek, Krzanowska Katarzyna.
Neutrophil-to-lymphocyte ratio predicts long-term all-cause mortality in patients with chronic kidney
disease stage 5.

Folia Medica Cracoviensia

2019 : Vol. 59, nr 4, s. 55-70, bibliogr. 72 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca oryginalna

MEiN: 70.000

10.

Banaszkiewicz Matgorzata, Matyszko Jolanta, Vesole Adam S., Woziwodzka Karolina, Jurczyszyn Artur,
Zérawski Marcin, Krzanowski Marcin, Matyszko Jacek, Batko Krzysztof, Kuzniewski Marek, Krzanowska
Katarzyna.

New Biomarkers of Ferric Management in Multiple Myeloma and Kidney Disease-Associated Anemia.
Journal of Clinical Medicine

2019 : Vol. 8, nr 11, 1828, il., bibliogr. 62 poz., abstr.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca poglagdowa

IF: 3.303

MEiN: 140.000

11



11.
Batko Krzysztof, Krzanowski Marcin, Gajda Mariusz, Dumnicka Paulina, Pietrzycka Agata, Fedak
Danuta, Woziwodzka Karolina, Gotasa Paulina, Kuzniewski Marek, Litwin Jan A., Sutowicz Wtadystaw,
Krzanowska Katarzyna.
Proteoglycan/glycosaminoglycan and collagen content in the arterial wall of patients with end-stage
renal disease : new indicators of vascular disease.
Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej
2019 :Vol. 129, nr 11, s. 781-789, il., bibliogr. 46 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.
Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.
praca oryginalna
IF: 3.007
MEiN: 140.000

12,
Gotasa Paulina, Woziwodzka Karolina, Krzanowski Marcin, Urbanik Andrzej, Kuzniewski Marek,
Krzanowska Katarzyna.
Ovarian fibrothecoma in a young pregnant woman with lupus nephritis undergoing hemodialysis.
Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej
2019 : Vol. 129, nr 6, s. 422-423, il., bibliogr. 5 poz.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.
Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.
praca kazuistyczna
IF: 3.007
MEiN: 140.000

13.
Fedak Danuta, Kuzniewski Marek, Krzanowska Katarzyna, Krzanowski Marcin, Dumnicka Paulina,
Woziwodzka Karolina, Sutowicz Wtadystaw.
Fibroblast factor-23 (FGF-23) and cardiovascular risk in patients on maintenance hemodialysis.
Przeglad Lekarski
2019 : Vol. 76, nr 9, s. 461-467, il., bibliogr. 49 poz.
Autor korespondencyjny: Danuta Fedak.
praca oryginalna
MEiN: 20.000

14.
Woziwodzka Karolina, Gotasa Paulina, Krzanowski Marcin, Jurczyszyn Artur, Waszczuk-Gajda Anna,
Kuzniewski Marek, Krzanowska Katarzyna.
Light chain deposition disease with concurrent myeloma multiplex - a successful treatment of AKI
induced by lambda FLC.
Przeglad Lekarski
2019 : Vol. 76, nr 8, s. 452-455, bibliogr. 28 poz.
Autor korespondencyjny: Krzanowska Katarzyna.
praca kazuistyczna
MEiN: 20.000

12



15.

Woziwodzka Karolina, Vesole David H., Matyszko Jolanta, Batko Krzysztof, Jurczyszyn Artur, Koc-
Z6rawska Ewa, Krzanowski Marcin, Matyszko Jacek, Zérawski Marcin, Waszczuk-Gajda Anna,
Kuzniewski Marek, Krzanowska Katarzyna.

New Markers of Renal Failure in Multiple Myeloma and Monoclonal Gammopathies.
Journal of Clinical Medicine

2020:Vol. 9, nr 6, id. art. 1652, il., bibliogr. 88 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0.
praca pogladowa

IF: 4.242

MEiN: 140.000

16.

Batko Krzysztof, Krzanowski Marcin, Pietrzycka Agata, Gajda Mariusz, Dumnicka Paulina, Fedak
Danuta, Gotasa Paulina, Woziwodzka Karolina, Jaskowski Piotr, Sutowicz Wtadystaw, Kuzniewski
Marek, Litwin Jan A., Krzanowska Katarzyna.

Interplay of nitric oxide metabolites and markers of endothelial injury, inflammation and vascular
disease in the spectrum of advanced chronic kidney disease.

Kardiologia Polska

2020 :Vol. 78, nr 1, s. 51-58, il., bibliogr. 37 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-ND 4.0.
praca oryginalna
IF: 3.108

MEiN: 100.000

17.

Banaszkiewicz Matgorzata, Matyszko Jolanta, Batko Krzysztof, Koc-Zérawska Ewa, Zérawski Marcin,
Dumnicka Paulina, Jurczyszyn Artur, Woziwodzka Karolina, Tisoriczyk Joanna, Krzanowski Marcin,
Matyszko Jacek, Waszczuk-Gajda Anna, Drozdz Ryszard, Kuzniewski Marek, Krzanowska Katarzyna.

Evaluating the Relationship of GDF-15 with Clinical Characteristics, Cardinal Features, and Survival in
Multiple Myeloma.

Mediators of Inflammation
2020 : Vol. 2020, id. art. 5657864, il., bibliogr. 43 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0.
praca oryginalna
IF: 4.711

MEiN: 100.000

18.

Gotasa Paulina, Woziwodzka Karolina, Popiela Tadeusz, [jr], Krzanowski Marcin, Kuzniewski Marek,
Krzanowska Katarzyna.

Gallstone ileus concurrent with cholelithiasis in a patient with stage 5 chronic kidney disease.
Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej

2020 : Vol. 130, nr 10, s. 893-894, il., bibliogr. 6 poz.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca kazuistyczna

IF: 3.277

MEiN: 140.000

13



19.

Woziwodzka Karolina, Krzanowski Marcin, Chrzan Robert, Popiela Tadeusz, [jr], Kuzniewski Marek,

Krzanowska Katarzyna.

Chronic kidney disease caused by tuberous sclerosis complex : lymphangioleiomyomatosis diagnosed

in an adult woman.
Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej
2020 : Vol. 130, nr 10, s. 895-897, il., bibliogr. 5 poz.
Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.
praca kazuistyczna
IF:3.277
MEiN: 140.000

20.
Woziwodzka Karolina, Krzanowski Marcin, Jarosz Tomasz, Popiela Tadeusz [J.], Kuzniewski Marek,
Krzanowska Katarzyna.

Uremic leontiasis ossea inducing respiratory failure in a patient with stage 5 chronic kidney disease.

Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej

2020 : Vol. 130, nr 7-8, s. 691-692, il., bibliogr. 4 poz.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY-NC-SA 4.0.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

praca kazuistyczna

IF: 3.277

MEiN: 140.000

21,
Woziwodzka Karolina, Krzanowska Katarzyna (nefrologia).
Gammapatia monoklonalna o znaczeniu nerkowym - nowe wytyczne w diagnostyce i leczeniu.
W: Postepy w nefrologii i nadcisnieniu tetniczym. T. 19.
pod redakcjg Andrzeja Wiecka.
Krakéw : Medycyna Praktyczna, 2020.
s. 49-57 :il., bibliogr. 40 poz.
30 cm.
rozdziat monografii polskiej
MEiN: 20.000

22.
Woziwodzka Karolina, Matyszko Jolanta, Koc-Zérawska Ewa, Zérawski Marcin, Dumnicka Paulina,
Jurczyszyn Artur, Batko Krzysztof, Mazur Paulina, Banaszkiewicz Matgorzata, Krzanowski Marcin,
Gotasa Paulina, Matyszko Jacek A., Drozdz Ryszard, Krzanowska Katarzyna.
Renal impairment detectors : IGFBP-7 and NGAL as tubular injury markers in multiple myeloma
patients
Medicina
2021 :Vol. 57, nr 12, id. art. 1348, il., bibliogr. 48 poz., abstr.
Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska
Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0
praca oryginalna
IF: 2.430
MEiN: 40.000

14



23.

Woziwodzka Karolina, Matyszko Jolanta, Koc-Zérawska Ewa, Zérawski Marcin, Dumnicka Paulina,
Jurczyszyn Artur, Batko Krzysztof, Mazur Paulina, Banaszkiewicz Matgorzata, Krzanowski Marcin,
Gotasa Paulina, Matyszko Jacek A., Drozdz Ryszard, Krzanowska Katarzyna.

Transgelin-2 in multiple myeloma : a new marker of renal impairment?

Molecules

2022 :Vol. 27, nr 1, id. art. 79, il., bibliogr. 45 poz., abstr.

Autor korespondencyjny: Katarzyna Krzanowska.

Open Access Creative Commons Attribution License CC-BY 4.0

praca oryginalna

IF: 4.412

MEiN: 140.000

Opracowanie: Oddziat Informacji Naukowej

tel. +48 12 657 23 10
e-mail: informacja.naukowa@cm-uj.krakow.pl

15



Rozdzial 2. Wykaz stosowanych skrétow i oznaczen

- AKI - ang. acute kidney injury, ostre uszkodzenie nerek;

- AL - ang. immunoglobulin light chain amyloidosis, amyloidoza tancuchéw lekkich;

- autoPBSCT - ang. autologous peripheral blood stem cell transplantation,
autologiczne przeszczepienie krwiotwdrczych komorek macierzystych;

- CKD - ang. chronic kidney disease, przewlekta choroba nerek;

- CKD-EPI — ang. Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration;

- CR - ang. complete response, catkowita odpowiedz [na leczenie];

- eGFR — ang. estimated glomerular filtration rate, szacowane przesaczanie
ktebuszkowe;

- ELISA - ang. enzyme-linked immunosorbent assay, test immunoenzymatyczny;

- FGF-23 — ang. fibroblast growth factor 23, czynnik wzrostu fibroblastow 23;

- FLC — ang. free light chain, wolne tancuchy lekkie;

- IGFBP-7 — ang. insulin-like growth factor-binding protein 7, biatko wigzace
insulinopodobny czynnik wzrostu 7;

- IL-6 — ang. interleukin 6, interleukina 6;

- ISS — ang. International Staging System, Migdzynarodowy System Stopniowania;

- IQR —ang. interquartil range, rozstep miedzykwartylowy;

- KIM-1 —ang. kidney injury molecule-1, czasteczka-1 uszkodzenia nerek;

- LDH — ang. lactate dehydrogenase, dehydrogenaza mleczanowa;

- MCN — ang. myeloma cast nephropathy, nefropatia wateczkowa;

- MDRD - ang. Modification of Diet in Renal Disease;

- MGUS - ang. monoclonal gammopathy of undetermined significance, gammapatia
monoklonalna o nieokre§lonym znaczeniu;

- MIDD - ang. monoclonal immunoglobulin deposition disease, choroba depozytowa
immunoglobulin monoklonalnych;

- MM - ang. multiple myeloma, szpiczak mnogi;

- MSCs — ang. mesenchymal stem cells, mezenchymalne komorki macierzyste;

- NGAL - ang. neutrophil-gelatinase associated lipocalin, lipokalina zwigzana

z zelatynazg neutrofilow;
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NT-proBNP — ang. N-terminal B-type natriuretic propeptide, n-koncowy propeptyd
natriuretyczny typu b;

PChN — przewlekta choroba nerek;

PD — ang. progressive disease, progresja choroby;

PR — ang. partial response, cze¢sciowa odpowiedz;

RBP — ang. retinol binding protein, biatko wigzace retinol;

RTG — badanie rentgenowskie;

SD — ang. stable disease, stabilizacja choroby;

SLiM CRAB — akronim ang. (Si — sixty, Li — light chains, M — magnetic resonance,
C — calcium, R — renal insufficiency, A — anemia, B — bones);

SMM - ang. smoldering multiple myeloma, posta¢ “tlaca” szpiczaka mnogiego;
TIMP-2 — ang. tissue inhibitor of metalloproteinases 2, tkankowy inhibitor

metaloproteinazy-2.
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Rozdzial 3. Wstep
3.1 Uszkodzenie nerek u pacjentow ze szpiczakiem mnogim

Szpiczak mnogi (ang. multiple myeloma — MM) stanowi 1% wszystkich
nowotworow 1 jest trzecim co do czestosci wystepowania nowotworem krwi
w populacji europejskiej (ok 10-15%) [1]. Dotyczy gléwnie osob starszych, a okoto
10% stanowia osoby ponizej 50 roku zycia. Wydluzenie przezycia, starzejace si¢
spoleczenstwo oraz lepsza rozpoznawalnos$¢ szpiczaka, przyczynity si¢ do jego rosngcej
zapadalnosci i chorobowosci [2,3].

Szpiczak mnogi charakteryzuje si¢ wieloogniskowa, niekontrolowang
proliferacja ~ monoklonalnych  plazmocytow,  produkujagcych ~ monoklonalng
immunoglobuling i/lub tancuchy lekkie immunoglobuliny (tzw. biatko M), co na skutek
ich gromadzenia prowadzi do uszkodzeh narzadowych. Kryteria rozpoznania to:
klonalne plazmocyty w szpiku stanowigce >10% lub guz plazmocytowy, potwierdzony
biopsyjnie, kostny lub pozaszpikowy oraz >1 z objawow okreslanych mianem SLiM
CRAB (Tabela 1). Spemnienie jednego z kryteriow SLiM CRAB wystarcza

do kwalifikacji chorego do leczenia [4].

Tabela 1. Symptomy szpiczaka mnogiego — akronim SLiM CRAB.

Objawy hematologiczne Objawy nefrologiczne Objawy radiologiczne
S —ang. sixty — 60% C —ang. calcium — M — ang. magnetic
klonalnych plazmocytow; | st¢zenie wapnia w resonanse — obecno$¢ co
Li— ang. light chains — surowicy > 0,25 mmol/l najmniej dwoch
stosunek roznicy tanuchéw | lub 1 mg/dl powyzej ogniskowych naciekow o
klonalnych i nieklonalnych | gérnej granicy normys; wymiarze co najmniej 5
do tancuchow R — ang. renal mm kazdy;
nieklonalnych powyzej insufficiency — B —ang. bones: 1 lub
100:1; niewydolnos¢ nerek — wiecej ognisko
A —ang. anemia — stezenie kreatyniny w osteolityczne w klasycznym
niedokrwisto$¢ — stezenie | surowicy > 2 mg/dl lub badaniu radiologicznym,
hemoglobiny 2 g/dl klirens kreatyniny < 40 tomografii komputerowe;j
ponizej dolnej granicy ml/min/1,73m? lub badaniu pozytronowe;j
normy lub ponizej 10 g/dl tomografii emisyjnej
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Okoto polowa chorych na MM manifestuje objawy nerkowe, najczesciej
wynikajace z nagromadzenia fancuchow lekkich (20-40%). Szacuje si¢, ze nawet
do 10% z tej grupy chorych bedzie wymagato leczenia nerkozastepczego. Podwyzszone
stezenie kreatyniny w surowicy krwi > 2mg/dl koreluje ze zdecydowanie gorszym
rokowaniem (mediana przezycia wynosi woOwczas 6 miesigcy) 1 szeregiem wielu
powiktan narzadowych, dodatkowo ogranicza dostepno$¢ do procedur leczniczych —
chemioterapii 1 przeszczepienia szpiku [2,5]. Odpowiednio wcze$nie postawiona
diagnoza 1 szybkie wilaczenie celowanego leczenia pozwalaja na uzyskanie powrotu
funkcji nerek. Dotyczy to nawet 30-50% chorych z MM i ostrym uszkodzeniem nerek
(ang. acute kidney injury - AKI), czy przewlekta choroba nerek (PChN). Niewydolno$¢
nerek jest uznawana za druga, po zakazeniach, przyczyne zgonu wérdd chorych na MM

[6,7].
3.2 Najczestsze manifestacje nerkowe w szpiczaku mnogim

Zajecie nerek w szpiczaku mnogim najczesciej objawia si¢ wzrostem stezenia
kreatyniny (okoto 50% chorych) z klinicznym obrazem AKI lub PChN
oraz bialkomoczem (nawet 80% pacjentow), ktory stanowia wolne tancuchy lekkie
(ang. free light chain — FLC) [8]. Zespot nerczycowy w przebiegu MM moze dotyczy¢
15-25% pacjentéw. Najczestsza manifestacjg jest nefropatia wateczkowa (ang. myeloma
cast nephropathy - MCN), opisywana w 30-50% biopsji nerek wykonanych u pacjentow
z MM. Histopatologicznymi rozpoznaniami zwigzanymi z zajeciem kigbuszkow
nerkowych przez FLC s3: amyloidoza fancuchow lekkich (ang. immunoglobulin light
chain amyloidosis - AL); choroba depozytowa immunoglobulin monoklonalnych
(ang. monoclonal immunoglobulin deposition disease - MIDD); rozplemowe
kigbuszkowe =zapalenie nerek ze zlogami monoklonalnej immunoglobuliny G;
glomerulopatie: witdkienkowa, immunotaktoidalna oraz zwigzana z krioglobulinami
typu 1. Obraz kliniczny zwigzany z zajeciem cewek nerkowych manifestuje si¢ gtownie
w postaci proksymalnej tubulopatii wywotanej tancuchami lekkimi z zespolem
Fanconiego [8,9]. W kazdym typie uszkodzenia nerek przez FLC dochodzi
do dysfunkcji cewek nerkowych co jest istotnym punktem we wczesnym wykryciu

uszkodzenia nerek.
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3.3 Klasyczne markery uszkodzenia nerek

W praktyce klinicznej rutynowo stosowane jest oznaczanie st¢zenia kreatyniny
w surowicy krwi celem oceny stopnia uszkodzenia nerek w przebiegu AKI i PChN.
Cystatyna C 1 NGAL (ang. neutrophil-gelatinase associated lipocalin) sg dobrze

poznanymi czasteczkami, jednak nie stanowig idealnych markeréw uszkodzenia nerek.
3.3.1 Kreatynina

Standardowo i powszechnie uzywanym markerem do oceny uszkodzenia nerek
(AKI 1 PChN) jest kreatynina. Jednak ocena filtracji ktebuszkowej (eGFR — ang.
estimated glomerular filtration rate) przy jej pomocy nie jest pozbawiona
niedoskonatos$ci takich jak:
- wplyw na jej st¢zenie: wieku, ptci, masy ciata, stopnia nawodnienia i sposobu
odzywiania chorego;
- opdzniony wzrost jej stezenia w stosunku do aktualnie wystgpujacych zmian
GFR;
- wahania jej stezenia w surowicy w odpowiedzi na niewielkie zmiany GFR
sg widoczne dopiero po 50% utracie zdolnos$ci funkcjonalnej nerek;
- brak specyficzno$ci w diagnozowaniu uszkodzenia cewek nerkowych;

- wzrost stezenia w przypadku narastajacej azotemii we krwi np. w sepsie [10, 11].
3.3.2 Cystatyna C

Cystatyna C, endogenny marker funkcji nerek w rozpoznawaniu dysfunkcji
1 ocenie progresji niewydolno$ci nerek, to nieglikozylowane biatko, inhibitor proteinaz
cysteinowych, produkowane przez wszystkie komorki jadrzaste. Zaletami cystatyny C
sq: brak zaleznosci od wieku, plci, rasy, masy ciata czy stanu nawodnienia oraz jej
swobodna filtracja kigbuszkowa 1 niewielki wptyw infekcji czy chordb watroby na jej
stezenie. Mimo ze cystatyna C jest dobrym markerem filtracji klebuszkowej, nie spetnia
kryteriow odpowiedniego markera uszkodzenia kanalikéw nerkowych z uwagi na jej
podwyzszone stezenie w chorobach watroby, reumatologicznych czy wptyw lekow

na jej stezenie [10,12,13].
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3.3.3 NGAL

NGAL (ang. neutrophil-gelatinase associated lipocalin) - lipokalina, biatko
przylaczone kowalencyjnie do zelatynazy ludzkich neutrofilow, wykazuje wiasciwosci
czutego, specyficznego wskaznika predykcyjnego do oceny rozwoju wczesnych zmian
w nerce. Cho¢ gtownie badania dotycza zmian stezenia NGAL w przebiegu AKI, coraz
wiecej prac skupia si¢ na jego roli we wczesnym wykrywaniu zmian przewleklych
1 szacowaniu progresji PChN. NGAL akumuluje si¢ w dwoch pulach - tozysku
naczyniowym 1 nerce. Jednak na wzrost jego ste¢zenia maja wpltyw takze neutrofile
1 makrofagi oraz spadek GFR prowadzacy do nagromadzenia si¢ tego biatka w uktadzie
sercowo-naczyniowym. Oznaczenie monomeru NGAL pozwala uniknaé interakcji
wynikajacych z formy dimerycznej NGAL (produkowanej przez neutrofile) z uwagi

na jej uwalnianie pod wyplywem stresu z nabtonka cewek nerkowych [14,15].
3.4 Nowe markery uszkodzenia nerek

Nowe markery uszkodzenia nerek to proba odnalezienia czasteczek
odzwierciedlajacych rozpoznanie stanu istotnie zwigkszonego ryzyka choroby,
rozpoznanie samej choroby oraz przewidywanie i ocen¢ jej progresji. W przypadku
nerek wigze si¢ to rowniez z probg oceny miejsca uszkodzenia nerki (ktgbuszek, cewka
proksymalna, cewka dystalna) co w przysztosci, w postaci panelu markeréw, mogloby
stanowi¢ jedng z alternatyw w stosunku do biopsji nerki, szczeg6lnie w przypadku

przeciwwskazan do jej wykonania.
3.4.1 IGFBP-7

Biatko wigzace insulinopodobny czynnik wzrostu 7 (ang. insulin-like growth
factor-binding protein 7 - IGFBP-7), oznaczane w surowicy krwi i w moczu to czuty,
wczesny marker uszkodzenia nerek, gtownie badany w aspekcie AKI. IGFBP-7 jest
glownie wydzielane przez cewki proksymalne, a jego podwyzZszone st¢zenie
odzwierciedla odpowiedz na komodrkowa proliferacje po uszkodzeniu cewek. Ostatnio

coraz wigcej prac skupia si¢ na jego roli w przewlektych chorobach nerek [16,17].
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3.4.2 TIMP-2

Tkankowy inhibitor metaloproteinazy-2 (ang. tissue inhibitor
of metalloproteinases 2 - TIMP-2) to glikoproteina, ktéra hamuje i obniza aktywnos¢
metaloproteinaz, tym samym dziala antyapoptycznie 1 promuje proliferacje,
w tym erytropoezg. Podobnie jak IGFBP-7 jego wzrost obserwowany jest w AKI,
a nowe badania oceniajg jego wysokie stgzenia w wielu przewleklych nefropatiach

[16,18].
3.4.3 Transgelina-2 (SM22)

To biatko sieciujace aktyng m.in. w fibroblastach i komoérkach miegéni gtadkich.
Jest potencjalnym markerem uszkodzenia nerek i1 ich wildknienia. Dotychczasowe
badania wykazatly jej role¢ w procesach wldknienia §rodmigzszu nerek czy sklerotyzacji
ktgbuszkéw nerkowych. Ponadto bierze udziat w procesach proliferacji i réznicowania
mezenchymalnych komorek macierzystych (ang. mesenchymal stem cells - MSCs)

w szpiku kostnym [19,20].
3.5 Nowe markery uszkodzenia nerek w szpiczaku mnogim

Z uwagi na réznorodno$¢ form klinicznych 1 patomorfologicznych zajecia nerek
przez immunoglobuling monoklonalng i/lub wolne tancuchy lekkie, poszukiwanie
specyficznych wczesnych markerow uszkodzenia nerek moze przyspieszy¢ celowane
leczenie w momencie jeszcze prawidtowego lub nieznacznie obnizonego eGFR,
oznaczanego na podstawie st¢zenia kreatyniny [21]. Opracowanie panelu markerow
u pacjentow z MM moze wplynag¢ na wydluzenie ich przezycia oraz zmniejszenie
powiktan — w tym glownie zajecia nerek, ktore w tak znaczacy sposob oddziatuje
na leczenie 1 przezycie chorych z MM [22]. Dotychczas wigkszo$¢ prac skupiata
si¢ na roli nowych markeréw w ostrym uszkodzeniu nerek, a w przypadku pacjentow
ze szpiczakiem mnogim istotne jest poznanie ich zaleznosci w aspekcie przewlektosci

procesu.
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Rozdzial 4. Zalozenia i cel pracy
4.1. Zalozenia

Badanie zaprojektowano jako prospektywne, jednoosrodkowe i obserwacyjne.
Glownym zatozeniem pracy byta weryfikacja czy markery uszkodzenia nerek,
do tej pory badane gldwnie w aspekcie ich ostrego uszkodzenia, maja znaczenie
w przypadku procesu przewleklego 1 przede wszystkim czy na podstawie
ich oznaczenia mozemy przewidzie¢ obnizenie eGFR w czasie odleglym, a zatem
oceni¢ ryzyko PChN w populacji pacjentéw ze szpiczakiem mnogim.

Etapy prac przebiegaly nastgpujaco:

1. Przeglad markerow uszkodzenia nerek w szpiczaku mnogim
Praca przegladowa dotyczaca markerow uszkodzenia nerek u pacjentow
chorujacych na szpiczaka mnogiego byla efektem przegladu literatury naukowej
zwigzane] z tematem niniejszej rozprawy. Zestawienie dotychczasowych
(kreatynina, cystatyna C) oraz nowych markeréw uszkodzenia nerek: NGAL,
KIM-1 (ang. kidney injury molecule-1), IGFBP-7 i TIMP-2 jako molekut

wskazujacych na uszkodzenie nerek, zwlaszcza w przebiegu szpiczaka mnogiego.

2. Ocena przydatnosci poszczegolnych markeréw uszkodzenia nerek U pacjentéw
ze szpiczakiem mnogim w aspekcie uszkodzenia nerek i przewleklosci procesu:

a) IGFBP-7 i TIMP-2 — oznaczenie stezenia w surowicy krwi i w moczu.
Do tej pory IGFBP-7 1 TIMP-2 byty badane w aspekcie markerow bloku cyklu
komorkowego (ang. cell-cycle arrest) 1 markerow AKI, gtownie w oddziatach
intensywne;j terapii [23]. Sprawdzenie przydatno$ci tych markeréw w populacji
pacjentow ze szpiczakiem mnogim zawarto w nastepujacych celach:
- ocena czy w przypadku chorych z MM ste¢zenie IGFBP-7 1 TIMP-2 jest wyzsze
niz w grupie kontrolnej 1 czy rdézni si¢ wsréd pacjentow z MM z 1 bez zajecia
nerek (eGFR > i < 60ml/min/1,73m?);
- sprawdzenie zaleznos$ci wyjsciowego stezenia IGFBP-7 i TIMP-2 z obnizeniem
eGFR po okresie follow-up oraz czy markery te moga by¢ uznane
za prognostyczne w aspekcie rozwoju PChN;
- weryfikacja czy markery IGFBP-7 1 TIMP-2 moga by¢ prognostyczne

w aspekcie $miertelno$ci u pacjentdw ze szpiczakiem mnogim;
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b) monomer NGAL - oznaczenie stgzenia w surowicy krwi i moczu.
Ten wielokrotnie badany marker w populacji chorych z AKI ostatnio coraz
czesciej jest oceniany jako predyktor przewlektego uszkodzenia. Celem pracy
byta ocena przydatnosci monomeru NGAL w aspekcie przewlektego uszkodzenia
nerek, jego predykcyjnosci przy ocenie eGFR oraz w aspekcie przezycia
pacjentow z MM;

c) transgelina-2 - oznaczana w surowicy krwi. Wiele badan wykazalto jej udziat
w procesach widknienia $§rodmigzszu nerek czy sklerotyzacji kiebuszkéw
nerkowych. Z uwagi na zréznicowany obraz zajgcia nerek w MM wzigto
pod uwage 2 gtowne cele:

- ocen¢ stezenia transgeliny-2 u pacjentow z MM 1 poréwnanie z wynikami
w grupie kontrolnej oraz poszukiwanie ewentualnych roéznic w stezeniu
transgeliny-2 ws$rod podgrup pacjentéow z MM: z 1 bez =zajgcia nerek
(eGFR > i < 60ml/min/1,73m?);

- analiza zalezno$ci wyjSciowego stgzenia transgeliny-2 z obnizeniem eGFR
po okresie follow-up oraz ocena czy marker ten moze by¢ predyktorem rozwoju

PChN i przezycia u pacjentow z MM.

3. Ocena poszczegélnych markeréw uszkodzenia nerek U pacjentow
ze szpiczakiem mnogim w aspekcie zaawansowania choroby nowotworowej:

a) IGFBP-7 i TIMP-2 - TIMP-2 poprzez oddzialywanie na metaloproteinazy
wpltywa na rozwdj nowotworu w 3 aspektach: (1) udzialu w tworzeniu guza
(tumorogeneza), (2) progresji nowotworu oraz (3) powstawania zmian litycznych
w kosciach [24,25]. Z kolei biatka z rodziny IGFBPs biora udzial w progresji MM
1 rozwoju opornos$ci na leczenie [26]. Z tego powodu zasadnym wydaje si¢ ocena
wptywu tych markeréw na rozwdj 1 progresj¢ MM poprzez oceng zaleznos$ci ich
stezeh ze stadium zaawansowania MM wg klasyfikacji ISS (ang. International
Staging System) oraz ze stezeniami markerow MM jak albumina, [2-
mikroglobulina, FLCs;
b) monomer NGAL - dotychczasowe prace oceniajace role NGAL
w nowotworach hematologicznych wskazuja na jego wptyw na angiogeneze [27],
co ma kluczowe znaczenie w przypadku transformacji MGUS (ang. monoclonal

gammopathy of undetermined significance) w MM. Ponownie nalezy oceni¢
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zalezno$ci markera ze stadium zaawansowania choroby oraz stezeniami
markeréw MM (albumina, B2-mikroglobulina, FLCs);

c) transgelina-2 - poza podstawowg funkcja transgeliny-2, ktora jest remodeling
cytoszkieletu, pelni ona role réwniez w proliferacji 1 rdéznicowaniu
mezenchymalnych komorek macierzystych w szpiku kostnym, co podkresla jej
potencjalng rol¢ w progresji nowotwordw nie tylko litych, ale i hematologicznych
[28,29]. Z tego powodu waznym wydaje si¢ kolejny cel tej pracy, jakim jest ocena
zaleznosci tego markera ze stopniem zaawansowania nowotworu i markerami

prognostycznymi MM (FLC, B2-mikroglobuling).

4. Ocena wzajemnych korelacji markeréw uszkodzenia nerek U pacjentow

ze szpiczakiem mnogim

Z uwagi na réznorodno$¢ klinicznego obrazu zajecia nerek w MM ocena
cewkowych markeréw uszkodzenia nerek osobno, jak i w postaci zestawu
panelowego, probuje zweryfikowac¢ ich przydatnos¢ i ich wzajemne zaleznosci.
Celem tej czeSci pracy jest odpowiedZ na pytania: czy wszystkie markery
uszkodzenia nerek moga by¢ stosowane osobno, czy w przypadku niektorych
markerow lepszym jest oznaczanie kilku z nich w panelu i wreszcie -
czy w przysztosci zastosowanie oznaczania panelu markeréw uszkodzenia nerek
mogloby zastapi¢ wyniki biopsji nerki, szczegdlnie w przypadku przeciwwskazan

do jej wykonania.

4.2 Cel pracy

Celem pracy byla ocena przydatnosci wybranych markeréw uszkodzenia nerek

u pacjentéw ze szpiczakiem mnogim.

1.

2.

Szczegotowe cele pracy:

Ocena przydatnosci 1 zastosowanie nowych markerow uszkodzenia nerek
u pacjentow z MM.

Analiza zalezno$ci pomigdzy wybranymi markerami uszkodzenia nerek jak:

IGFBP-7, TIMP-2, NGAL 1 transgelina-2 a eGFR u pacjentow z MM.

. Sprawdzenie zalezno$ci miedzy wyjsciowymi stezeniami wybranych markerow

uszkodzenia nerek jak: IGFBP-7, TIMP-2, NGAL 1 transgelina-2 a obnizeniem
eGFR po okresie follow-up.
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4. Analiza zalezno$ci wybranych markeréw uszkodzenia nerek jak: IGFBP-7,
TIMP-2, NGAL i transgelina-2 ze stadium zaawansowania MM

oraz z markerami MM.

5. Analiza zwigzkow wybranych markerow uszkodzenia nerek jak: IGFBP-7,

TIMP-2, NGAL i transgelina-2 pomiedzy soba.
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Rozdzial 5. Metodyka

Prace zrealizowano w kilku etapach:

3.

Rekrutacja pacjentow podczas ambulatoryjnych wizyt w Poradni Hematologicznej
Oddzialu Klinicznego Kliniki Hematologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie
zgodnie z kryteriami wlaczenia (wiek > 18 lat oraz postawiona diagnoza szpiczaka
mnogiego lub SMM (ang. smoldering multiple myeloma), spetniajaca kryteria
International Myeloma Working Group). Z badania wytaczono: chorych z aktywna
infekcja; wywiadem w kierunku infekcji HBV, HCV czy HIV; nowotworami
innymi niz MM oraz chorych hemodializowanych. Ostatecznie zakwalifikowano
grupe 126 pacjentow.

Stworzenie bazy danych na podstawie:

a) danych podstawowych (wiek, ple¢) oraz daty postawienia rozpoznania MM
lub SMM; informacji o aktualnym stopniu zaawansowania choroby; zajeciu
uktadu kostnego - na podstawie dostepnych badan obrazowych (RTG kosci
ptaskich) oraz przebytym i aktualnym leczeniu, z uwzglgdnieniem odpowiedzi
na leczenie w postaci podziatu: catkowita odpowiedz (CR — ang. complete
response), czeSciowa odpowiedz (PR — ang. partial response), stabilizacja
choroby (SD — ang. stable disease) 1 progresja choroby (PD — ang. progressive
disease) zbieranych podczas pierwszej wizyty ambulatoryjnej;

b) dostepnej dokumentacji medycznej - historii choroby.

Zabezpieczenie podczas pierwszej wizyty ambulatoryjnej, kwalifikujacej
do badania, 1 probowki krwi o poj. 4,9 ml ,na skrzep”, 2 probdéwek krwi
o pojemnosci 4,9 ml na EDTA oraz 1 probki moczu. Zgodnie z Good Laboratory
Practice probki po pobraniu odwirowano, zamrozono i przechowywano
w temperaturze -70°C do czasu wykonania oznaczen.

W okresie follow-up: 27 miesigcy (mediana 21 miesigcy) od rozpoczecia dokonano
ponownie analizy, uwzgledniajagc: wyniki badan laboratoryjnych, zwlaszcza

stezenie kreatyniny i eGFR oraz date, a w przypadku zgonu chorego - przyczyng.

Badanie przeprowadzono wedlug zasad Good Clinical Practice i zgodnie

z Deklaracja Helsinska. Badanie uzyskato zgod¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
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Jagiellonskiego nr 1072.6120.248.2017. Kazdy uczestnik zostal poinformowany o celu
badania i podpisat swiadoma zgode na udzial w badaniu.

Grupe kontrolng stanowito 32 zdrowych ochotnikow (16 kobiet, 16 mezczyzn)
w wieku 29-74 lata.

Metodyka badania:

I. Oceniano funkcje nerek na podstawie nast¢pujacych badan biochemicznych:

a) standardowo dostepnych oznaczen: stezenia kreatyniny; gospodarki wapniowo-
fosforanowej (wapn, fosfor, parathormon, fosfataza alkaliczna); kwasu
moczowego; elektrolitow (s6d, potas, magnez); oceny przesaczania
kigbuszkowego ze wzordw Modification of Diet in Renal Disease (MDRD)
formula oraz Chronic Kidney Disease-Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)
Cr 2009 formula, w oparciu o stezenie cystatyny C w surowicy krwi uzywajac
wzoru  CKD-EPICysC 2012 [30]; biatka w moczu ogolnym
1 erytrocyturii oraz stezen albuminy i biatka catkowitego w surowicy;

b) badania nowych markerow uszkodzenia nerek metoda immunoenzymatyczng
ELISA uzywajac nastepujacych zestawoéw handlowych:

1. cystatyna C w surowicy krwi i moczu: Human Cystatin C ELISA- IVD
(BioVendor Research and Diagnostic Products, Brno, Czech Republic);

2. monomer NGAL w surowicy krwi 1 moczu: Human NGAL monomer-
specific ELISA Kit (BioPorto Diagnostics A/S, Hellerup, Denmark);

3. periostin w surowicy krwi: Periostin Enzyme Immunoassay
Kit (Biomedica Medizinprodukte GmbH &Co KG, Wien, Austria);

4. transgelina-2 w surowicy krwi: Human TAGLN (Transgelin) ELISA
Kit (Wuhan Fine Biotech Co, Wuhan, China);

5. IGFBP-7 w surowicy krwi 1 moczu: IBP-7 ELISA Kit (EIAab Science
Inc, Wuhan, China);

6. TIMP-2 w surowicy krwi 1 moczu: Human Metalloproteinase inhibitor 2
ELISA Kit (EIAab Science Inc, Wuhan, China);

7. RBP w surowicy krwi: Human RBP/RBP4 (Retinol — binding protein)
ELISA Kit (Immundiagnostik AG, Bensheim, Germany).
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II. Ocena aktywno$ci szpiczaka mnogiego na podstawie oznaczenh:

1.

w»ok »w N

wolnych tancuchow lekkich kappa i lambda w moczu oraz tancuchow lekkich
w surowicy krwi;

obecnosci biatka monoklonalnego w surowicy 1 moczu;

stezenia wapnia w surowicy krwi;

dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w surowicy krwi;

B2-mikroglobuliny w surowicy krwi.

III. Markery zajecia narzadéw w szpiczaku mnogim:

1.

2.

3.

4.

interleukina 6 (IL-6) za pomoca: Quantikine ELISA Human IL-6 Immunoassay
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA);

FGF-23 w surowicy krwi: FGF-23 Enzyme Immunoassay Kit (Biomedica
Medizinprodukte GmbH &Co KG, Wien, Austria);

a-Klotho w surowicy krwi: Human soluble o-Klotho Assay kit IBL
(IBL International, GMBH, Hamburg, Germany);

Hepcydyna-25 w surowicy krwi: Hepcidin 25 human Cet. No. S-1337

kit (Peninsula Laboratories International, Inc., San Carlos, CA, USA).

IV. Ponadto oznaczenia:

1.

aktywnosci stanu zapalnego na podstawie stezenia: leukocytozy (WBC)
z rozmazem krwi, CRP, interleukiny 6 (IL-6) za pomoca: Quantikine ELISA
Human IL-6 Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA);

. parametrow:  watrobowych -  aminotransferaza  alaninowa  (ALT),

aminotransferaza asparaginowa (ASP), bilirubina catkowita;

. glukozy 1 NT-proBNP za pomoca: Enzyme-linked Immunosorbent Assay

ELISA Kit For NT-ProBNP Human (Cloud-Clone Corporation, Huston, TX,
USA).

Podstawowe badania laboratoryjne (st¢zenie kreatyniny, elektrolitow,

gospodarki wapniowo-fosforanowej, moczu ogolnego, oceniajace aktywnos¢ szpiczaka

mnogiego, stanu zapalnego oraz parametry watrobowe) wykonywane byty w Zaktadzie

Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie przy uzyciu

rutynowych metod stosowanych w laboratorium szpitalnym.
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Oznaczenia markerow uszkodzenia nerek: cystatyny C, NGAL, transgeliny-2,
IGFBP-7, TIMP-2, RBP, periostiny, FGF-23, a-Klotho oraz oznaczenia hepcydyny-25,
IL-6 i NT-proBNP wykonano w Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku w ramach
dofinansowania RPOWP 2007-2013, Priority I, Axis 1.1, nr kontraktu UDA-
RPPD.01.01.00-20-001/15-00 z dnia 26.06.2015 roku.

Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano przy pomocy programu komputerowego
Statistica 12.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA). Dane przedstawiono w postaci liczby
pacjentow 1 procentowego rozktad danych. Do pordéwnania grup uzyto testu chi-
kwadrat. Rozktad danych ilo$ciowych badano za pomoca testu Shapiro-Wilka. Dane
o rozktadzie normalnym zostaly przedstawione jako $rednia arytmetyczna + odchylenie
standardowe, a dane o rozkladzie sko$nym jako mediana i rozstep miedzykwartylowy
(ang. interquartil range - IQR). Zmienne, o rozkladzie innym niz normalny, zostaty
poddane transformacji logarytmicznej, aby uzyska¢ rozktad normalny. Pordwnanie
zmiennych, po wykonaniu follow-up, wykonano przy pomocy testu t-Studenta,
jednoczynnikowej analizie wariancji (ANOVA), testu Manna-Whitneya oraz testu
Kruskal-Wallisa, w zalezno$ci od liczby grup i rozkltadu zmiennych. Powigzania
pomiedzy zmiennymi badanych markerow oceniano za pomoca wspoiczynnika
korelacji Pearsona lub Spearmanna, w zaleznoSci od zatozeh. Analiza
wieloczynnikowa, przy pomocy regresji mieszanej, byta uzyta do oceny zaleznosci
miedzy markerami uszkodzenia nerek a eGFR < 60 ml/min/1,73 m*. Do oceny zwigzku
nowych markerow uszkodzenia nerek z catkowitym przezyciem uzyto modelu
proporcjonalnego hazardu Coxa. Do oceny zalezno$ci migdzy nowymi markerami
uszkodzenia nerek a niewydolnos$cig nerek po okresie follow-up uzyto modelu regresji

logistycznej. Za poziom istotnosci statystycznej przyjeto p < 0,05.
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Rozdzial 6. Limitacje

Glownymi limitacjami sg liczebno$¢ i heterogenicznos$¢ badanej grupy chorych
pacjentow z MM (pelnoobjawowy MM, SMM, chorzy z MGUS, a wsérod pacjentow
z objawowym MM chorzy w réznych stadiach zaawansowania MM wg ISS). Dzigki
analizie statystycznej uwzgledniajacej wyzej wymienione ograniczenia, korelacje
badanych markerow sg niezalezne od powyzszych czynnikow. Takze zasadnym wydaje
si¢ by¢ kontynuacja badan prospektywnych 1 ocena przydatnosci biomarkerow
uszkodzenia nerek wsrod pacjentéw z MM na réznych etapach choroby i1 réznych
stadiach leczenia, co moze przyczyni¢ si¢ do opracowania paneli markeréw nerkowych,
mogacych dostarczy¢ informacje aktualnie dostepne tylko na podstawie biopsji nerki,
a takze wptynaé na odpowiednio wczesne rozpoznanie zaj¢cia nerek w przebiegu MM

1 wdrozenie leczenia celowanego 1 zapobiegajacego rozwojowi PChN.
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Rozdzial 7. Publikacje stanowiace rozprawe doktorska
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7.1 New markers of renal failure in multiple myeloma and monoclonal

gammopathies.
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Abstract: Multiple myeloma (MM) is a common plasma cell malignancy, which is responsible
for significant mortality, often related to severe renal impairment (RI). Kidney injury can limit
therapeutic choices and may often translate into poor outcomes, but it remains potentially reversible
in a proportion of patients. The most accessible, conventional markers of Rl are subject to several
shortfalls, among which are the delayed onset following kidney insult, multiple interfering factors,
and lesser sensitivity to mild changes in glomerular filtration. Neutrophil gelatinase-associated
lipocalin (NGAL) and cystatin C have accumulated large interest in MM-RI due to being very sensitive
markers of renal injury, as well as indicators of tubular-glomerular axis impairment. Of interest, recent
data suggest that prediction of acute kidney injury may be aided by urinary tissue inhibitor of matrix
metalloproteinase-2 (TIMP-2) and insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP7), which both
act to induce G1 cell cycle arrest, reflective of a state of pre-injury, and thus may be superior to other
measures of kidney insult (NGAL, kidney injury molecule ((KIM-1)). Moreover, TIMP-2 seems to be
a biomarker dedicated to distal tubular cells, whereas insulin-like growth factor-binding protein 7
(IGFBP7?) secretion has been found in proximal tubule cells. IGFBP7 can also identify a subsection
of the normal proximal nephron, even, maybe the one that is responding to insult. They may be
adopted into a conceptual screening panel for MM-RI. Unfortunately, no biomarker is ideal (influence
of non-renal, biologic factors), and novel measures are limited by economic constraints, availability,
lack of standardization. With the emergence of more advanced diagnostic and prognostic MM models,
markers reflective of disease processes (including RI) are of high interest. Candidate molecules also
include peptidome markers.

J. Clin. Med. 2020, 9, 1652; d0i:10.3390/jcm9061652 www.mdpi.com/journal/jem
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1. Multiple Myeloma and Renal Impairment—An Overview

In the United States, it has been estimated that multiple myeloma (MM), a plasma cell malignancy,
will account for nearly 13,000 deaths in 2019, while over 32,000 new cases will be diagnosed [1].
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS) is a common, asymptomatic condition,
which may often precede MM, and is found in about 3% of individuals at or over the age of 50 [2].
MM is characterized by a plasma cell clone, which releases non-functional monoclonal proteins
(e.g., immunoglobulins, or parts thereof), which can be found in the serum and/or urine in the majority
of cases. The most commonly detected immunoglobulin (Ig) is IgG with its subtypes (52%) and IgA
(21%), whereas light chain secretion is found in 16% of patients [3].

There is an ongoing search for more reliable biomarkers of end-organ involvement in MM [4].
Renal impairment (RI) is one of the cardinal features of MM. Nearly half of newly-diagnosed MM
patients may have some degree of Rl at diagnosis, though it should be kept in mind that large variability
is prevalent across studies, which likely depends on the chosen RI measure and criterion [3]. In a study
of newly diagnosed MM patients, 31% of 1353 cases were observed with elevated serum creatinine,
while severe renal impairment was present in 16% [5]. When estimating creatinine clearance, 49% of
patients were determined to have a degree of renal failure at diagnosis. Definitions of RI are subject to
several shortfalls, e.g., individual cohort characteristics and use of equations extrapolated from chronic
kidney disease (CKD), which may not always yield equivalent results in MM [6].

Monoclonal Ig-related kidney disease occurs in three main forms; the most common cast
nephropathy (i.e., myeloma kidney), monoclonal Ig deposition disease (MIDD), and amyloid light-chain
(AL) amyloidosis. Table 1 provides an outlook on the most common renal disorders associated with MM,
with regard to the underlying mechanism and clinical presentation (based on [7-10]). In an analysis of
77 autopsies of patients dying from plasma cell malignancy complications, heterogeneity of kidney
pathology was observed, with cast nephropathy as the main lesion [11]. IgM clone-related kidney
complications are considered to be rare, though interestingly, a variety of kidney features is observed
without association with the underlying type of hematologic disorder [12]. Renal manifestations
secondary to monoclonal gammopathy or immune cell dysfunction, which do not fulfill MM criteria,
should be promptly diagnosed with kidney biopsy (monoclonal gammopathy of renal significance
(MGRS)) and treated to control the offending clone [13]. Comprehensive reviews on MM Ig-related
kidney pathology are available elsewhere [7,10].

Table 1. An overview of the most common renal disorders in MM.

Histopathologic Potential
Renal Disease P 8 Clinical Features Characteristics Exacerbating/Instigating
Features e

The most common
lesion in
MM-related RI
Light-chain only

Eosinophilic, PAS (-)
casts in tubules with AKI

Cast nephropathy

the fractured
appearance

Reactive inflammatory

infiltrate (giant cells)

Proteinuria
Low albuminuria
CKD

myeloma may be
often associated
with severe RI
Other renal lesions
may coexist
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Histopathologic Potential
Renal Disease P & Clinical Features Characteristics Exacerbating/Instigating
Features
Factors
AL is the most
common systemic
A . amyloidosis (often
Protein misfolding,
_ . A-type)
fibril accumulation and
. . Other organs
deposits may occur in .
. . involvement may
various kidney ;
. determine
compartments (mainly di o
N iagnostic (biopsy)
glomerular) Proteinuria and prognostic
Amyloidosis Mor}otypllc. IE stalru'ng Nephrotic measures (cardiac) ~ High tumor burden
Eosinophilic deposits ~ Syndrome A ion of (>10 g/d light chain)
ith pale PAS and CKD proportion o 8
‘A.]l P .. patients with Processing of excess
silver staining L O .
. vascular-limited paraprotein in proximal
(+) Congo red stain, . :
deposits (may tubules may induce an
but normal tubular . inflammatory and
basement membrane present with lesser 1- . ory
hickn grade proteinuria)  fibrotic response
thickness Often MGRS (low  Volume depletion
hematologic sepsis
burden) Nephrotoxic agents
Most often LCDD (medications and
btype (often ) contrast)
subtyp Hypercalcemia
Other organs .
. ) Tumor lysis syndrome
Nodular sclerosing involvement .
. . . Rhabdomyolysis
Monotypic IF deposits possible (e.g., heart
in mesangium and and liver)
along glomerular or S Often MGRS (low
Proteinuria
tubular basement . burden clonal
MIDD Hypertension .
membranes CKD production of
(thickening) paraprotein)
Powdery, Nodular sclerosing
electron-dense may be similar to
deposits diabetic
nephropathy and
AL amyloidosis
patterns

Abbreviations: acute kidney injury (AKI), immunoglobulin light chain amyloidosis (AL amyloidosis), chronic
kidney disease (CKD), immunofluorescence (IF), light chain deposition disease (LCDD), periodic acid-Schiff (PAS),
monoclonal gammopathy of renal significance (MGRS), multiple myeloma (MM), renal impairment (RI), monoclonal

immunoglobulin deposition disease (MIDD).

The pathogenesis of renal injury in MM is multi-factorial, which reflects the heterogeneity of the
primary disease, with variable composition and properties of monoclonal paraproteins (a simplified
overview, see Table 2) [8]. Several kidney features may predispose this particular organ to be affected
by circulating paraproteins—an abundance of renal capillaries with large blood flow, the concentration
of filtered solutes, and the presence of a variety of exogenous and endogenous substances [14].
Tumor burden is another important factor. Excess free light chain (FLC) filtration and overburdening
of proximal resorptive capacity, with subsequent uromodulin interactions in distal tubules, may
precipitate cast formation, inducing tubulointerstitial damage and fibrogenesis [8]. Monoclonal
proteins can also deposit along tubular or basement membranes, leading to particular histologic
patterns [8]. The proportion of patients with RI is variable in the MM spectrum when categorized
according to the M component [5]. Interestingly, not all patients with high levels of FLCs present
with RI [15]. Physicochemical properties of the secreted paraprotein may determine pathological
features, for which a variety of Ig-dependent and independent mechanisms have been described
(see Figure 1) [8,14]. However, it has to be emphasized that FLC levels >800 mg/L are good predictors
of severe RI, regardless of the paraprotein type [16]. Tools to recognize the degree of nephrotoxicity for
particular monoclonal paraproteins are still lacking; therefore, very early identification of renal insult
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is crucial. It has been shown that renal failure is reversible for a substantial proportion of MM patients,
while reversal may benefit long-term survival [17].

Table 2. Overview of the potential mechanisms responsible for developing renal disorders in MM.

Potential Kidney
Disease Triggers

General Effects Clinical Features

Paraprotein with particular
physicochemical properties
(structure, solubility, charge,
propensity for aggregation,
protein interactions)

Variable (immune dysregulation,
host influences (e.g., tubular fluid
characteristics, ion concentrations),

or pathogenic interactions

(e.g., disruption of the mesangial

matrix) may result in different

Potential nephrotoxicity directly
or indirectly leading to glomerular,
tubular, interstitial,
and vascular lesions

nephropathological presentations)

Paraprotein characteristics Main mechanism

Limited ability to cross glomerular
barriers leads to aggregation and
deposition of Ig, which may
induce local inflammation

Large molecular weight Ig or

. Glomerulopathies
paraprotein

Filtration across glomerular
barrier and interactions with
proteins and tubular cells

Low molecular weight Ig or

paraprotein (e.g., light chains) Cast nephropathy or LCPT

Abbreviations: Ig, immunoglobulin; LCPT, Light chain proximal tubulopathy.

Nephrotoxic agents and drugs used in
treatment (e.g. chemotherapy), fluid
depletion, and electrolyte abnormalities
may trigger episodes of acute injury

High levels of light chain
endocytosis may
overburden the tubular
capacity and induce a pro-
inflammatory response
leading to injury and loss
of function

Interactions of Tamm- ’
Horsfall protein in distal |
tubule with paraproteins.
may precipitate cast
formation and the pattern of
injury termed “myeloma
cast nephropathy”

Systemic inflammatory
reactions to infections or a
response following tumor
lysis may elevate
endotoxins and alter renal
perfusion predisposing to

The deposition of nd
cellular responses to their physicochemical
properties may be characterized with
particular patterns of nephropathological
injury differentiated following kidney biopsv

Markers indicative of tumor burden and
E progression may aid in the causal
attribution of renal injury
~
Malignant plasma cells in bone
marrow produce a monoclonal
paraprotein, which can exert
direct nephrotoxic effects, but
they also release cytokines and
mediators that may potentially
instigate an inflammatory
reaction

Renal damage may amplify NGAL expression and
lead to elevated urinary secretion, which may
emerge a “real-time” biomarker of ongoing
kidney injury. Some recent data indicate TIMP-2
may be a novel molecule reflective of tubular
injury, and ts expression seems to be particularly
prevalent in distal segments.

Serum cystatin C levels and CKD-EPI formulas
based on creatinine or cystatin C may be an
optimal indicator of impaired glomerular
filtration and functional nephron loss

Figure 1. Proposed graphical representation of the nephron and malignant plasma cells in the bone
marrow. Important mechanisms in the development of myeloma-related renal injury (monoclonal
immunoglobulin dependent and independent) are discussed on sepia-colored panels, while novel renal
biomarkers are identified in the proximity of the probable location of renal insult.

Severe renal failure, in particular, dialysis-dependency, remains a deleterious organ complication
with an increased risk of early death and a poor prognosis [18,19]. A timely diagnosis is necessary to
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prevent poor outcomes. It should be noted that effectively reducing tumor burden and preventing
the production of the offending paraprotein is the underlying principle for a durable response.
Improving the clearance of FLCs will only be effective if clonal production is reduced, though a
direct relationship between FLCs and RI severity has recently been underscored [16]. Retrospective
studies have previously suggested that in addition to novel chemotherapeutic agents, high-cut-off
hemodialysis (HCO) may lead to renal recovery and improved survival in dialysis-dependent acute
renal failure [20]. Subsequently, the importance of early FLC reduction was shown to be associated
with renal recovery (60% reduction of FLCs at 3 weeks led to a renal recovery in 80% of cases) and
supported by larger series [21,22]. Case-control studies have also indicated the benefit of HCO over
conventional hemodialysis (HD) [23]. However, randomized controlled trials (namely, NCT01208818
(MYRE) and NCT007005321 (EuLITE) have raised some controversies with a significant reduction in
FLC levels, but no significant difference in the primary endpoints (dialysis independence at 3 months),
though further analyses suggested improvements at later time points, while the study itself may have
been underpowered [24,25].

Reversal of renal injury is particularly significant since the presence of kidney disease limits
therapeutic options and makes stem cell transplant more challenging [26]. The number of
patients with MM-related end-stage chronic kidney disease on renal replacement therapy (RRT)
has increased during the last twenty years, particularly with more treatments becoming available
and patients living longer [27]. Indeed, data suggest that novel therapies (proteasome inhibitors,
immunomodulatory agents, monoclonal antibodies) improve RI and survival [28]. Bortezomib-based
regimens, particularly triplet combinations, maybe favorable in achieving a renal response, dialysis
independence, and improving survival [29,30]. Recently, the French national registry on RRT in
end-stage renal disease (without RRT for AKI (acute kidney injury)) was analyzed between 2002
and 2011 to determine the trend and survival of patients with monoclonal gammopathies on chronic
dialysis. Although prognosis still remains poor, improvement in survival was noticed after 2006,
which might be attributed to renal recovery following the changes in the treatment armamentarium
(e.g., bortezomib) [31]. It was noted that kidney transplantation still remains a rare therapeutic measure
in myeloma cast nephropathy, as well as light-chain deposition disease, particularly with the risks
of recurrence, Ig-mediated graft dysfunction, and infection counterbalancing the potential benefits.
However, with the advent of risk-adapted therapy, prognostic models integrating cytogenetic and
clinical features of disease may identify patients with an “optimal” phenotype for transplantation.
It has been proposed that the selection of “low risk” patients (absence of adverse indices of disease)
might change the outlook on a kidney transplant in MM and shift the dismal implications of end-stage
renal disease [32].

2. Predictive and Prognostic Tools in Myeloma-Related Kidney Disease

Personalized medicine is a new and emerging field that will hopefully become a standard of care.
The concept relies on our understanding of pathophysiology, alongside the ability to measure various
aspects of organ/system function in order to tailor management to the individual. Risk stratification
algorithms are currently being developed for clinical scenarios (not only at diagnosis but also the
initiation of second-line treatment) and involve indices of the individual and disease, e.g., aggressive
character and frailty [33]. Conceptual models for the relationships between disease driving processes,
patient characteristics, and key outcomes have been constructed by expert panels and aided by
real-world evidence, providing a framework for future research [34]. Recently, a foundational model
has been constructed for processes involved in myeloma-related renal impairment (focusing on
proximal tubule injury by FLCs inducing an inflammatory response) [35]. Relevant biomarkers for
kidney injury and myeloma burden are needed for the conceptualization and development of a more
complete model [35]. There is a lot of promise in kidney function models, which would account for
disease-defining processes. Early identification of subclinical renal damage (by conventional measures),
prediction of renal response, or identifying MGUS at risk of MGRS are future avenues of research
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that could shape best practice. In the case of novel kidney injury indicators, two overlapping entities
have to be considered: (1) acute kidney injury, for which early identification is crucial, and (2) CKD,
in which there is a necessity for frequent, reliable assays.

Serum creatinine (S5Cr) remains a staple of practice, though its interpretation requires awareness of
potential confounding factors, which remains a general principle to be kept in mind for all biomarkers.
Several shortfalls have been outlined in the literature: (1) elevation in prerenal azotemia with no tubular
insult, (2) production rate dependent on individual and clinical characteristics, i.e., age, gender, muscle
mass, and medication use, (3) late rise in up to 72 h following injury, (4) large “renal reserve” [36,37].
In several conditions (e.g., sepsis, liver disease, muscle wasting), SCr may not reflect the actual fall in
glomerular filtration [38]. Knudsen et al. evaluated data from over 1200 MM patients and showed that
renal impairment was identified by creatinine clearance in 49% of patients, as compared to abnormal
serum values in 31%, which indicated a more favorable discriminatory value of the urine assay [5].
Within the last few years, several candidate markers have emerged in nephrology, which appear to be
valuable for study and validation in MM-related kidney disease. The actual fall in glomerular filtration
may not be evident initially in routine tests, while more reliable assessments are significant for dose
adjustments and decisions to initiate treatment, which is where markers sensitive for early injury may
prove particularly useful.

3. Markers of Myeloma Burden of Renal Significance

From an empirical standpoint, constructing a model reflective of MM-related kidney disease
should account for tumor burden and the dynamic of processes involved in direct kidney damage. FLCs
are a valuable and well-established tool. It should be kept in mind that in renal failure, the FLC ratio
may be elevated above the usual norm (0.26-1.65), and the diagnostic range should be extended [39—-41].
Among the 1027 newly diagnosed MM patients reviewed by Kyle et al., increased SCr of more than
2 mg/dL was found only in 19% of examined cases, whereas abnormal beta2-microglobulin level
(B2M) was detected in 75%, alongside light chains in urine among 78% [3]. Elevated markers reflecting
tumor burden, such as 32M, should be considered in the context of both clinical phenotype and kidney
involvement. 32M is an 11.8 kDa molecule, which has been studied as part of the neonatal Fc receptor
(FcRn)-P2M axis exerting regulatory effects on albumin, iron availability, and IgG, which may play a
role in immune-mediated renal disease. It has been observed that 32M may reflect glomerular and
tubular disorders, with performance similar to Cr-based formulas for renal function. Urinary and
plasma assay has also been outlined as advantageous in being reliable and cost-effective [42]. However,
coexisting morbidity with high cell turnover may limit the use of this marker in screening, particularly
in an elderly population.

These inherent problems with existing biomarkers are the rationale behind novel investigations of
new markers of RI. An ideal biomarker should be readily assessable, inexpensive, universally available
and would aid in differentiating the cause of renal failure, show the etiology and site of damage
(e.g., proximal or distal tubule, glomeruli), predict the severity of the injury, need for RRT, and allow
monitoring of the effects of treatment. Infrequent use of the currently available biomarkers is the result
of expensive and complicated methods of their measurement and lack of universally accepted and
validated standards. In the next few paragraphs, we have described the most promising biomarkers
in RI related to MM and their utility. Characteristics of prominent, well-investigated biomarkers are
shown in Table 3.
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Table 3. Prominent or acclaimed biomarkers of renal impairment.

Biomarker Sample Comment Time of Occurrence Reference

1. Initially identified bound to

gelatinase in specific granules of
the neutrophils but also may be
induced in epithelial cells in the

Neutrophil setting of inflammation Peak performance of .

. . . . . Vaidya et al. &
gelatinase-associated urine, plasma or malignancy urinary NGAL 3-12 h Auetal. [43,44]
lipocalin (NGAL) 2. Expression upregulated in after renal injury s

kidney proximal tubule cells
and urine following ischemic
renal injury

3. An early indicator of AKI

1. Type-1 cell membrane

glycoprotein upregulated in

dedifferentiated proximal tubule
Kidney injury urine epithelial cells Peak up to 24 h after
molecule-1 (KIM-1) 2. Elevated urinary levels are injury, usually 3-6 h

highly sensitive and specific for

AKI after ischemia or

nephrotoxins

Bonventre &
Moledina et al.
[45,46]

1. Important extracellular

inhibitor of cysteine proteases

2. Filtered by the glomerulus

and reabsorbed by proximal The 24-h point after
Cystatin C urine, plasma tubule cells AKI might be a

3. Elevated urinary levels reflect  preferable selection

proximal tubular dysfunction;

high levels may predict

poorer outcome

Vaidya et al. [43] &
Yong et al. [47]

1. Proximal tubule lysosomal

enzyme
N-acetyl-p3- urine 2. More stable than other Peak 12 h—4 days after
glucosaminidase (NAG) urinary enzymes kidney injury

3. Endogenous urea may inhibit

the activity

Vaidya et al. [43]

1. Synthesized by the liver,
involved in vitamin A transport
2. Filtered by the glomerulus
urine and reabsorbed by proximal Vayda et al. [43]
tubule cells
3. An early marker of
tubular dysfunction

Retinol-binding
protein (RBP)

Abbreviations: AKI, acute kidney disease; KIM-1, kidney injury molecule-1; NAG, N-acetyl-f-glucosaminidase;
NGAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; RBP, retinol-binding protein.

4. Tubular-Glomerular Axis Impairment

4.1. Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin—A Promise for Real-Time Monitoring of Tubular Injury?

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) is a small glycoprotein, existing in several
molecular forms and expressed in various tissues, for which the assay in urine is of particular interest
in suspicion of acute injury, as it is filtered and proximally reabsorbed, while its production occurs local
to injured tubular cells [48,49]. However, it may also be released by activated neutrophils, potentially
limiting utility in several instances of critical care (inflammation and sepsis), with comprehensive
reports of heterogeneous performance in predicting RRT [48]. There are several characteristic properties
of NGAL: (1) detection within a few hours, (2) short half-life, (3) fast renal elimination from circulation,
and (4) sensitivity in acute and chronic settings [50]. Lately, an appraisal of evidence on NGAL
dysregulation in cancer has described the concept of NGAL overexpression resulting from hypoxic and
inflammatory stimuli (potentially via active nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells (NF-kB) and mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways) originating from the tumor
microenvironment. Interestingly, the activation of these pathways plays a significant role in both
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myeloma pathogenesis and related kidney lesions (induced by excess FLC processing) [8,51]. Indeed,
in MM patients, serum/plasma NGAL levels share a relationship with M protein levels, international
staging system (ISS) stage, and disease status, indicating utility as a bimodal marker of tumor burden
and renal injury [50,52,53]. NGAL has been examined as a clinical marker in several clonal disorders
(particularly in chronic myeloid leukemia (CML), with a purported link with tyrosine kinase breakpoint
cluster region-Abelson (BCR-ABL)), though its predictive and prognostic value is still uncertain [54].
In 46 patients with MGUS compared with age and sex-matched controls, urine but not serum NGAL
was considered a sensitive kidney injury marker [49]. In contrast, serum NGAL was shown to be
elevated in all stages of the myeloma spectrum (MGUS, smoldering MM (SMM), and MM), whereas
serum cystatin C was increased in symptomatic MM patients [50]. Malyszko et al. previously described
the relationship of NGAL in serum, urine, and ultrafiltrate with the modality of RRT, renal function,
and indices of inflammation [55].

Papassotiriou et al. observed that serum NGAL levels correlated significantly with cystatin C,
which indicated an impairment of the tubular-glomerular axis, which was further supported by the
associations with estimated glomerular filtration rate (eGFR) according to modification of diet in renal
disease (MDRD) formula, and even more strongly with cystatin C-based equations. Following the
forest fire theory (NGAL production by inflamed tubular cells rather than impaired clearance), it has
been suggested that a combination of NGAL and cystatin C would reflect both active renal insult (serum
NGAL) and functional nephron loss (serum cystatin C). Potential confounding by myeloma-derived
inflammation has not been supported by correlations with indices of inflammation (interleukin-6 (I1-6)
and C-reactive protein (CRP)), though circulating markers may not reflect local tissue levels [50,56].

Du et al. [53] examined a panel of renal biomarkers in MM patients with CKD, MM with normal
kidney function, and healthy volunteers, observing elevated NGAL levels in both serum and urine in
the “MM-renal group”, as compared to the remaining two. The positive predictive value of serum
NGAL for MM with renal damage was marginally higher (86% vs. 72%) than the urine form, which
might be preferable in discriminating this unique group of patients. However, as an indicator of
kidney injury, urinary NGAL was more sensitive than its serum assay and was significantly associated
with eGFR.

Chae at al. examined 199 samples from an equal number of MM patients (majority during
follow-up visits) representing a heterogeneous group (~40% complete response, 30% progressive
disease). Several predictors (eGFR, M protein, and cystatin C) were identified for NGAL, which itself
correlated with CKD according to kidney disease improving global outcomes (KDIGO) in MM patients
and markers of myeloma burden [52]. Serum assay may be potentially more versatile if the urine assay
requires 24-h urine collection for reliability.

4.2. Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1)

Kidney injury molecule-1 (KIM-1) is a urinary molecule utilized for detecting drug-related
proximal tubule damage. Its potential in the early identification of developing AKI, as well as the risk of
progression once the injury has already occurred, has justified large clinical interest. Dimopoulos et al.
reported the only data currently available on its application in the setting of myeloma, concluding
very low utility due to differential pathogenesis of renal dysfunction (as opposed to drug-induced
nephrotoxicity) [57,58].

4.3. Cystatin C

Cystatin C (Cys-C) is a positively charged, low molecular weight protein (13 kDa), which acts as a
cysteine protease inhibitor, and is released from all nucleated cells, with its production rate relatively
stable (this changes at 5060 years of age). Due to its free glomerular filtration and near-complete
tubular catabolism (combined with a lack of secretion), urinary presence may indicate a tubular injury.
Physiologically, specimens for its measurement include serum and plasma, with its concentration
proportional to that of glomerular filtration due to constant release. It has also been attributed with
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several important advantages: (1) sensitivity to small GFR change, whereas creatinine might still remain
within the reference range, (2) lack of circadian alterations, which allow for single urine specimen
assay, (3) short half-life and extracellular distribution, which rapidly elevate serum concentrations,
(4) stability in some inflammatory and metabolic conditions, (5) less variability due to several individual
characteristics (age, sex, race, muscle mass) [37,59-61]. On the other hand, Cys-C production may
be altered under certain conditions of increased metabolic rate (potentially through increased cell
turnover), e.g., malignancy, thyroid dysfunction, and steroid use [62]. Recent meta-analyses have
shown that cystatin C can be favorable alone or combined with creatinine to predict mortality risk and
end-stage renal disease (ESRD) in various populations [63].

Early studies in MM have suggested that although Cys-C is more sensitive in identifying moderate
GFR changes than SCr, the use of conventional eGFR equations may be preferable due to a lack of
superiority and expensive assay. Subsequent studies have shown that Cys-C-based chronic kidney
disease epidemiology collaboration (CKD-EPI) equations are able to discriminate more MM patients
(<70 years of age) with stage 3-5 RI than SCr-based formulas (both MDRD and SCr-CKD-EPI).
Moreover, the use of Cys-C CKD-EPI has been shown to reclassify nearly 30% of patients to a higher
CKD stage (from MDRD). Finally, in the multivariate analysis of survival, Cys-C (but not SCr)-based
equations for eGFR have been shown to be an independent predictor of survival, potentially due to the
relationship with myeloma biology [62]. There is now an array of evidence that suggests Cys-Cis a
very sensitive marker of RI in MM [50,62,64]. Terpos et al. previously studied 157 newly diagnosed
MM patients (pre and post bortezomib) compared with 52 healthy controls. Cys-C showed a significant
relationship with the ISS stage, advanced bone disease, and independent prediction of survival, which
was also supported in the construction of a prognostic model [65]. In another cohort of 68 patients after
high-dose melphalan and autologous stem cell transplantation, a gradual rise in Cys-C accordingly to
tumor stage, as well as a relationship with poor prognosis, was observed [64]. At diagnosis, 35% of
patients presented with elevated Cys-C, as compared to 16% for SCr. Close associations between Cys-C,
SCr, and 32M have also been reported [65-67]. Gene expression profiling in microarray studies of MM
has demonstrated that Cys-C is among the most highly upregulated genes [68]. This may indicate
Cys-C shares a unique relationship with tumor burden and renal function.

4.4. Tissue Inhibitor of Matrix Metalloproteinase-2 (TIMP-2) and IGFBP-7

In patients enrolled in a randomized clinical trial, several cytokines and angiogenic factors
(angiopoietin-2 (Ang-2), fibroblast growth factor-2 (FGF-2), hepatocyte growth factor (HGF), vascular
endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived growth factor-beta (PDGEF-f3), interleukin-8 (IL-8),
tumor necrosis factor-alpha (TNF-«), tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1), and tissue
inhibitor of matrix metalloproteinase-2 (TIMP-2)) were analyzed for a relationship with outcomes and
response measures. Levels of all markers were markedly different from controls, while in the majority
of patients, serum and bone marrow plasma levels were similar. This has often been considered a
limitation of peripheral markers not reflecting the disease microenvironment and may be a promising
finding, particularly due to the association of several of these molecules with therapeutic response [69].
Identification of disease subsets with a profile of peripheral cytokines and angiogenic molecules also
poses the potential to differentiate patients who could benefit from additional target therapy or provide
indices of refractory disease. Bone marrow mesenchymal stem cells may be a source of potential
markers, with intrinsic overproduction of metalloproteinases (MMPs) and their inhibitors (TIMPs),
potentially reflective of tumor burden and invasiveness [70]. Preliminary studies of bone remodeling
markers identified TIMP-1 to be associated with bone lesions, advanced disease and poor survival [71].

Of interest, recent data suggest that prediction of acute kidney injury may be aided by urinary
TIMP-2 and insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP7), which both act to induce G1 cell
cycle arrest, reflective of a state of pre-injury, and thus may be superior to other measures of kidney
insult (NGAL, KIM-1) [72]. Moreover, TIMP-2 seems to be a biomarker dedicated to distal tubular
cells, whereas IGFBP-7 secretion has been found in proximal tubule cells. IGFBP7 can also identify a
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subsection of the normal proximal nephron, even, maybe the one that is responding to insult [73,74].
Yet, more studies should prove the role of TIMP-2 and IGFBP-7 as tubular injury molecules with
differentiation to particular parts of tubes and because of their participation in the development of MM
as biomarkers of tubules in MM.

4.5. N-Acetyl-B-Glucosaminidase (NAG) and Retinol-Binding Protein (RBP)

Among other biomarkers, retinol-binding protein (RBP) and lower N-acetyl-3-D-amino-
glucosaminidase (NAG) have been considered useful in a subset of patients with MM and renal
impairment presenting without conventional abnormalities, though these markers were not correlated
with disease severity [74]. In a study of 278 patients with MM, low molecular weight urinary proteins
were examined with higher urinary RBP and lower NAG in the glomerular damage group (as compared
to tubular damage). A relationship with tubulointerstitial lesions was significant for urinary RBP,
which was observed as a more favorable measure of renal insult, with higher specificity over NAG [75].
RBP has previously been identified as an independent risk factor for renal survival in biopsy-proven
light chain deposition disease [76].

5. Novel Research Fields in the Search for Myeloma Markers

5.1. Prediction-Models and Artificial Intelligence

A shift in the research approach from a singular index biomarker to a panel best reflective of the
complex interactions (linked to key outcomes) may aid in the search for novel markers. Utilizing gene
arrays to identify a “molecular fingerprint” and proteomics to focus on specific, high-interest proteins is
promising [77]. Studies have also examined metabolomic biomarkers, with the use of nuclear magnetic
resonance spectroscopy and mass spectrometry tools [78-80]. The abnormal microenvironment in
bone marrow is an ongoing focus of research into MM pathophysiology, implicated in both tumor
initiation, progression, and refractory disease. Interactions between malignant plasma cells and the
stroma include a variety of cytokines, chemokines, and growth and survival factors that may shape and
explain, at least in part, the heterogeneity of the disease. Differentiating high-risk MGUS (for SMM/MM
transformation), as well as a MM with a certain preference for organ involvement, may allow for
initiating preventive measures and greater scrutiny in a specific group of patients.

As we are entering the era of “big data”, risk prediction models based on tools of artificial
intelligence (machine learning) accrue more data as a sensitive tool, e.g., AKI prediction, which may
provide valuable tools in the investigation of onco-nephrological entities [81]. Wang et al. investigated
serum samples from a variable population of patients with different plasma cell dyscrasias, developing
a diagnostic model via mass spectrometry technology, which showed some success in discriminating
MM [82]. A more recent study by Bai et al. examined a heterogenous group of MM patients and
demonstrated the use of supervised neural network analyses to differentiate MM from reference
subjects, further identifying four candidate peptide biomarkers, which also showed a relationship
with disease states (e.g., decrease after cytotoxic treatment) [83]. Similarly, Deulofeu et al. showed
high sensitivity and specificity for the prediction of MM samples from healthy donors, utilizing mass
spectrometry tools and artificial neural networks [80]. The potential of non-invasive measures that
could rival invasive biopsy is certainly promising, but these findings still represent preliminary research.
Yang et al. provided some preliminary results for the potential of serum peptidome analyses, with a
diagnostic model of small peptides (less than 4000 Da) able to differentiate RI in MM [84].

5.2. Activin A

Activin A, a member of the transforming growth factor-beta (TGFB) superfamily, is involved
in the regulation of cell inflammation, immunity, and cytokine cascades, while systemic activation
of activin A signaling has also been linked to mineral bone disorders associated with chronic renal
failure [85,86]. In patients with vasculitis, urinary activin A was able to distinguish patients with renal

43



J. Clin. Med. 2020, 9, 1652 11 of 16

complications, which might be due to a relationship with the grade of renal disease [85]. It has also
been shown that urinary activin A is elevated in patients from a spectrum of kidney disease, while it
does not rise in healthy controls. In rodent models of ischemia-reperfusion, activin A expression is
increased, while its mRNA is expressed in tubular cells of ischemic kidneys, and its concentration rises
in urine 3 h after reperfusion. Urinary activin A is not present or present at very low levels in healthy
controls and patients presenting with pre-renal causes of AKI [87]. Recently, data from patients with
MM, MGRS, and MGUS have been reported, implicating the potential of activin A as a biomarker of
RI [88]. Activin A was observed to be absent in healthy kidneys, while identified in a tubular cell
in patients with MGRS, which led to a hypothesis of its tubular origin. The authors also observed a
relationship with FLC concentrations, which might reflect a mechanism of paraprotein deposition with
subsequent expression of tubular activin A. On the other hand, it has been proposed that as a 25-kDa
molecule, its filtration and subsequent reabsorption might reflect its undetectable concentrations under
physiological conditions, with a subsequent rise following tubular insult [88]. Further evaluation is
necessary to clarify the potential of this marker.

6. Summary

Plasma cell dyscrasia can often manifest with renal damage due to the nature or amount of
produced paraproteins (e.g., FLCs in cast nephropathy). Renal dysfunction may constrain the clinician
in the choice of therapeutic measures (e.g., stem cell transplantation), which indicates the need for its
early identification and limitation or prevention. Severe RI and massive proteinuria are associated
with a lower likelihood of renal recovery. Due to the fact that RI is a negative predictor of overall
survival and increases the risk of additional complications in MM patients, early detection is crucial for
prompt implementation of adequate therapy that leads to disease control and reversal of renal injury.
Renal biopsy is the most accurate method to determine histological lesions, but it cannot be used as a
screening tool due to potential morbidity. This has led to the search for new biomarkers, which are
non-invasive, sensitive, rapidly available, and related to the etiology of kidney disease. Moreover,
early identification of patients with CKD may facilitate early interventions to reduce cardiovascular
diseases or CKD progression. We are inclined to the view that a model or pattern comprised of serum
and urine markers may be more precise than singular measures used so far. The use of peptidomics
and novel analytical technology is a promising direction and should aid future efforts.
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Abstract: Background and Objectives: Urine insulin-like growth factor-binding protein 7 (IGFBP-7),
tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 2 (TIMP-2), and neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) monomer are novel tubular kidney injury biomarkers. In multiple myeloma (MM),
immunoglobulin free light chains (FLCs) play an integral role in renal impairment. This study aimed
to investigate the correlation between new biomarkers and acclaimed parameters of renal failure, MM
stage, and prognosis. Materials and Methods: The examined parameters included: urinary and serum
cystatin-C, IGFBP-7, and TIMP-2, and urinary NGAL monomer in 124 enrolled patients. Results:
Urinary and serum IGFBP-7 and urinary NGAL were higher among patients with an estimated
glomerular filtration rate (eGFR) < 60 mL/min/1.73 m?, and positively correlated with urine light
chains. Serum and urine IGFBP-7 and urine NGAL were greater among patients with a higher disease
stage. In the whole study group, urinary concentrations of the studied markers were positively
correlated with each other. In multiple linear regression, urinary IGFBP-7 and NGAL were associated
with lower eGFR, independently of other urinary markers. Conclusions: Urinary IGFBP-7 and NGAL
monomer may be useful markers of tubular renal damage in patients with MM. Biomarker-based
diagnostics may contribute to earlier treatment that may improve renal outcomes and life expectancy
in MM.

Keywords: multiple myeloma; urine insulin-like growth factor-binding protein 7; tissue inhibitor of
matrix metalloproteinase 2; neutrophil gelatinase-associated lipocalin; tubular kidney injury; free
light chains; biomarker

1. Introduction

Being one of the most common hematologic malignancies, particularly in the elderly
patient, multiple myeloma (MM) represents a devastating disease that occurs due to
uncontrolled proliferation of a plasma cell in bone marrow. Recent data suggests that with
the aging of the general population, the prevalence of MM has increased [1]. Early mortality
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may not only be associated with disease progression, but also with concomitant organ
involvement (i.e., renal failure) and therapy side-effects (i.e., infections) [2]. Production
of monoclonal paraproteins, immunoglobulins (MIg) or free light chains (FLCs), is a
characteristic feature of myeloma that is tied to its clinical manifestations. Although non-
functional, paraproteins may be produced in excess, which alongside their physicochemical
properties may precipitate the formation of lesions in vasculature and variably affect organ
function. Owing to the differences between individual clones and associated MIg, kidney
pathology is highly heterogeneous, with cast nephropathy as the dominant presentation [3].
Filtered excess FLCs undergo endocytosis in the tubular compartment, which may lead to
a pattern of proximal injury, with promotion of proinflammatory and fibrotic pathways [4].
Up to half of incident MM cases may present with renal impairment, though the prevalence
across studies depends on the chosen definition [5]. The importance of renal involvement,
which may be reversible if treated early, is illustrated by data indicating a strong relationship
with poor survival, particularly evident with the indication for renal replacement therapy
(RRT) [6-8]. With the recent additions to the myeloma treatment armamentarium, newer
drugs with increased efficacy against neoplastic plasmacytes have also been attributed
with an improvement of the outcomes in kidney impairment [9,10]. However, real-world
data indicate that there are cross-country inequities in the access to antimyeloma regimens
and stem cell transplantation [11,12]. Therefore, earlier recognition of disease, including its
end-organ manifestations, is necessary for timely initiation and optimization of therapy.

In practice, serum FLC and urinary albumin excretion may suggest the underlying
nephropathological entity, though kidney biopsy remains the only tool that establishes a
definitive diagnosis [13,14]. In some cases, renal manifestations in patients who do not ful-
fill diagnostic myeloma criteria may still necessitate antineoplastic treatment [14]. Recently,
a multicenter study of myeloma kidney observed that nearly all cases (98%) presented
with FLC levels > 500 mg/L at diagnosis, which has been advocated as the threshold
by the International Kidney and Monoclonal Gammopathy working group [15,16]. FLCs
are an important tool in diagnostic work-up. However, there is an unmet need for early
and reliable diagnosis of kidney insult, ideally with a marker that represents the affected
nephron compartment [17]. Marked changes in the routinely adopted measures of kidney
function (i.e., creatinine, blood urea nitrogen) are reliant on a number of non-renal factors
(comorbidity, muscle mass, medication, age) and are not an early and immediate indicator
of renal injury. In the search for acute kidney injury molecules in the critically ill patient,
several candidate urinary molecules released from injured tubular cells have emerged as
very early and sensitive markers [18-20]. Researchers have also designed models that
would account for the processes of renal injury occurring in myeloma [20].

Moreover, molecules that used to be associated only with AKI tubular injury markers
are now under investigation as potential ones to predict the development of future chronic
kidney injury. Identifying molecules that would aid in non-invasive diagnosis of particular
patterns of MM-related renal lesions is a promising aspect of current efforts.

The aim of this study was to evaluate novel markers of kidney injury, insulin-like
growth factor-binding protein 7 (IGFBP-7) and tissue inhibitor of matrix metalloproteinase
2 (TIMP-2), and examine their relationship with other emerging indicators of tubular
damage (e.g., urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin, NGAL monomer, urinary
cystatin C), as well as established measures of renal function (serum creatinine, cystatin
C, and respective estimated glomerular filtration rate, eGFR) among MM patients with
and without renal impairment (RI), and at various stages of MM progression. Serum
concentrations of TIMP-2 and IGFBP-7 were assessed in part of the group to verify if the
increased serum levels in MM may impact urinary concentrations of the markers.

2. Materials and Methods
2.1. Patients

This was a prospective observational study. Patients were recruited during ambulatory
control visits at the Departments of Hematology of the University Hospital in Krakow,
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Poland between August 2016 and October 2017. Informed consent, age >18 years, and
diagnosis of SMM or MM according to International Myeloma Working Group criteria
were necessary for inclusion. A control group including 21 healthy volunteers (13 women,
8 men) with a median age of 50.6 years was recruited. Additionally, the concentrations
of studied laboratory markers were assessed in 9 patients (7 women, 2 men; median age
of 68.0 years) with MGUS to enable comparison with “overt MM” patients. Recent active
infection; history of hepatitis B, C, or HIV; and neoplasms other than myeloma led to
patient exclusion. Detailed history of disease was collected from all SMM /MM patients.
At the initial study visit, data collection was focused on demographics, current and prior
diagnoses, presence of bone lesions, and past and present treatment history (including
response to treatment: complete response (CR), partial response (PR), stable disease (SD),
progressive disease (PD)). The follow-up data were collected in October 2018 and included
the date and cause of death, and the results of laboratory tests, including serum creatinine
and eGFR, obtained at the final follow-up visit.

2.2. Ethics Statement

This study was conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki
and in compliance with the International Conference on Harmonization/Good Clinical
Practice regulations. The study was approved by the Bioethics Committee of the Jagiel-
lonian University and all patients signed an informed consent for their participation. All
the patients were treated at the Department of Hematology, University Hospital in Krakow.

2.3. Laboratory Tests

On the day of blood collection, routine laboratory tests were performed and included
complete blood counts, serum concentrations of creatinine, total protein, albumin, 32-
microglobulin, lactate dehydrogenase (LDH), free light chains, and urine concentrations of
light chains. Automatic hematological (Sysmex XE 2100 analyser, Sysmex, Kobe, Japan)
and biochemical analyzers (Hitachi 917, Hitachi, Japan and Modular P, Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) were used. The concentration of serum FLCs, urine light chains
(LCs) k and A type, and 32-microglobulin were measured by the immunonephelometric
method on a BN II analyser (Siemens GmbH, Munich, Germany). The determination of
FLC « and FLC A was performed using Freelite reagents (Binding Site, Birmingham, UK).
The immunophenotype of monoclonal protein was determined by serum immunofixation
on agarose gel (EasyFix G26, Interlab, Rome, Italy).

Serum samples for other laboratory tests were aliquoted and stored in a temperature
below —70 °C. These non-routine laboratory tests included urine NGAL, urine and serum
cystatin-C, and IGFBP-7 and TIMP-2 in serum and urine. Interleukin-6 (IL-6), N-terminal
B-type natriuretic propeptide (NT-proBNP), and serum concentrations of IGFBP-7 and
TIMP-2 were measured in a subgroup of 73 patients.

The non-routine laboratory tests were performed in series, using commercially avail-
able immunoenzymatic (ELISA) test kits. Serum IL-6 was measured using Quantikine
ELISA Human IL-6 Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA). Serum and
urine IGFBP-7 was measured using an IBP-7 ELISA Kit (EIAab Science Inc, Wuhan, China).
Serum and urine TIMP-2 levels were measured using a Human Metalloproteinase inhibitor
2 ELISA Kit (EIAab Science Inc, Wuhan, China). Urine NGAL monomer was assessed
using a Human NGAL monomer-specific ELISA Kit (BioPorto Diagnostics A/S, Hellerup,
Denmark). Cystatin C concentrations in urine and serum were measured using Human
Cystatin C ELISA (BioVendor Research and Diagnostic Products, Brno, Czech Republic).
NT-pBNP concentrations in serum were measured by Enzyme-linked Immunosorbent
Assay ELISA Kit For NT-ProBNP Human (Cloud-Clone Corporation, Huston, TX, USA).

The eGFR was calculated based on serum creatinine using the Chronic Kidney
Disease—Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)¢, 2009 formula and based on serum
cystatin C using the CKD-EPlIcysc 2012 formula [21].

53



Medicina 2021, 57, 1348 40f 16

2.4. Statistical Methods

The numbers of patients and percentages of the appropriate group were reported
for categories and compared between groups using chi-squared test. Mean =+ standard
deviation was reported for normally distributed and median (IQR) for non-normally
distributed quantitative variables. The Shapiro-Wilk’s test was used to assess normality.
Between groups, the comparisons were done with the t-test, one-way analysis of variance
(ANOVA), Mann-Whitney’s test, or Kruskal-Wallis test, depending on the number of
groups and variables’ distributions. Pearson’s correlation coefficient was calculated for
simple correlations, and linear multiple regression was used to assess the independent
predictors of selected variables, as described in the text of the results. Right-skewed
variables were log-transformed before the analyses. Multiple logistic regression was used to
study the association between urinary biomarkers and eGFR values < 60 mL/min/1.73 m2.
Simple Cox proportional hazard regression was used to assess the relationships between
studied laboratory markers and overall survival, calculated from the date of the initial study
visit and the date of death or last follow-up assessment, whatever occurred first. Simple
logistic regression was used to evaluate the association between the studied markers and
the presence of renal impairment at the end of follow-up (final eGFR < 60 mL/min/1.73 m?).
The statistical tests were two-tailed and p < 0.05 indicated statistical significance. Statistica
12.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) was used for computations.

3. Results
3.1. Patient Characteristics

The study enrolled 124 MM patients, 73 women and 51 men, with a mean =+ standard
deviation age of 66 & 10 years and median (interquartile range, IQR) time from MM
diagnosis of 30 (14; 63) months. There were 7 (6%) patients with smoldering MM (SMM),
80 (65%) with International Staging System (ISS) stage 1, 22 (18%) with stage 2, and 15
(12%) with stage 3 MM. Patients were at different treatment stages: 115 patients (93%)
underwent at least one line of chemotherapy treatment; of those, 58 patients were receiving
maintenance undergoing chemotherapy at the time of the study visit. Fifty-eight patients
(47%) underwent autologous peripheral blood stem cell transplantation (auto-PBSCT) as a
part of MM treatment. In the studied group, 9 (7%) patients had a history of acute kidney
injury (AKI).

Among 124 patients, the mean =+ standard deviation eGFR was 71 + 25 mL/min/1.73 m?
and 28 (23%) patients had eGFR <60 mL/min/1.73 m?. Patients with eGFR values be-
low 60 mL/min/1.73 m? were older, had more advanced disease (higher ISS stage),
and achieved complete response (CR) less often when compared to patients with
eGFR > 60 mL/min/1.73 m?. History of AKI was more common in these patients (Table 1).
Higher concentrations of serum (2-microglobulin, serum free light chains, and urine
light chains A; lower serum albumin and blood hemoglobin; more frequent protein-
uria; and higher serum interleukin-6 and NT-proBNP levels were associated with
eGFR < 60 mL/min/1.73 m? (Table 2). History of AKI was more common in these patients.

Table 1. Clinical characteristics of the studied patients with MM.

Variable eGFR (CKD-EPI,) < eGFR (CKD-EPI,) >
60 mL/min/1.73 m? (n =28) 60 mL/min/1.73 m? (1 = 96) P
Mean age + standard deviation, years 72+9 65 + 10 0.001
Male sex, n (%) 10 (36) 41 (43) 0.5
Median time since diagnosis (IQR), months 51 (13; 86) 28 (14; 57) 0.2
Smoldering MM 2(7) 5 (5) 0.7
1SS
SSttage ILn (({o) 8 (29) 79 (82) <0.001
age II, n (%) 10 (36) 12 (12)
Stage III, n (%) 10 (36) 5(5)
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Table 1. Cont.

eGFR (CKD-EPI(,) < eGFR (CKD-EPI(,) >

Variable 60 mL/min/1.73 m? (1 =28) 60 mL/min/1.73 m? ( = 96) P
Immunofixation
1gG, 11 (%) 22 (79) 67 (70) 0.4
IgM, 1 (%) 1(4) 1(1) 0.3
IgA, 1 (%) 5 (18) 20 (21) 0.7
K, 1 (%) 17 (61) 60 (62) 0.9
A, 1 (%) 12 (43) 33 (34) 0.4
Free light chains, 1 (%) 6 (21) 12 (12) 0.2
Biclonal, 1 (%) 2(7) 3(3) 0.3
Non-secretory MM, 1 (%) 0 44 0.6
Disease state
CR, 1 (%) 4 (14) 40 (42)
PR, 1 (%) 15 (54) 29 (30) 0.036
SD, n (%) 3(11) 6 (6)
PD, 1 (%) 6 (21) 21 (22)
Number of prior treatment schemes
No treatment, 1 (%) 2(7) 7 (7)
1, n (%) 5(18) 29 (30) 0.3
2,1 (%) 10 (36) 31(32)
3 and more, 11 (%) 11 (39) 29 (30)
On chemotherapy treatment atothe time of 16 (57) 42 (44) 02
samples collection, 71 (%)
History of auto-PBSCT, 1 (%) 7 (25) 51 (53) 0.009
Bone lesions, 1 (%) 17 (61) 58 (60) 0.9
History of AKI, 1 (%) 6(21) 3(3) 0.001

Abbreviations: AKI, acute kidney injury; autoPBSCT, autologous Peripheral Blood Stem Cell Transplantation; CKD-EPI,, Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration equation based on serum creatinine; CR, complete response; eGFR, estimated glomerular filtration
rate; Ig, immunoglobulin; ISS, International Staging System; IQR, interquartile range; MM, multiple myeloma; PD, progressive disease; PR,

partial response; SD, stable disease.

Table 2. The results of the laboratory tests of the studied patients with MM. Data are shown as median (IQR) or mean +

standard deviation.

eGFR (CKD-EPI,) <

eGFR (CKD-EPI(,) >

60 mL/min/1.73 m? (n = 28) 60 mL/min/1.73 m? (n = 96) b
Serum creatinine, umol/L 124 (104; 218) 73 (65; 81) <0.001
eGFR (CKD-EPI;), mL/min/1.73 m? 43 (23; 50) 84 (71;93) NA
Serum cystatin C, mg/L 1.55 (1.10; 2.73) 0.83 (0.70; 1.01) <0.001
eGFR (CKD-EPl¢ysc), mL/min/1.73 m? 39 (18; 60) 93 (72; 105) <0.001
Serum albumin, g/L 40.0 (37.0;42.1) 44.0 (40.6; 45.6) <0.001
Serum [32-microglobulin, mg/L 4.51(3.23;7.34) 2.40 (2.01; 3.06) <0.001
Serum FLC k, mg/L 38.0 (15.0; 91.8) 17.6 (11.6; 37.7) 0.010
Serum FLC A, mg/L 24.0 (14.0; 52.9) 16.0 (11.4;22.4) 0.023
Involved serum FLC 53.4 (30.5; 116.0) 22.6 (15.4;91.6) 0.022
Urine LC «, mg/L 11.8 (ND; 49.9) ND (ND; 26.8) 0.2
Urine LC A, mg/L 6.1 (ND; 15.0) ND (ND; 4.4) 0.001
Involved urine LC 11.8 (6.8; 43.6) 6.8 (5.01; 27.8) 0.06
Leukocyte count, x 10%/uL 6.36 (5.44; 7.40) 5.66 (4.53; 7.06) 0.1
Hemoglobin, g/dL 11.7+17 129+ 1.6 0.006
Platelet count, x10%/uL 176 (149; 247) 171 (141; 208) 0.4
Lactate dehydrogenase, U/L 388 (320; 418) 351 (303; 404) 0.1
Serum interleukin 6, pg/mL ? 5.26 (1.76; 7.45) 2.43 (1.56; 4.42) 0.039
Serum NT-proBNP, pg/mL ? 178 (44; 460) 56 (30; 201) 0.008
Proteinuria, n (%) 13 +£46 13+ 14 <0.001
Urine IGFBP-7, ng/mL 11.83 (5.57; 31.84) 4.81 (2.15; 9.55) <0.001
Urine TIMP-2, ng/mL 2.32(0.57; 8.77) 2.55(0.47; 8.10) 0.9
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Table 2. Cont.
eGFR (CKD-EPI,) < eGFR (CKD-EPI,) >
60 mL/min/1.73 m? (1 = 28) 60 mL/min/1.73 m? (1 = 96) b

Urine TIMP-2 x IGFBP-7, ng2 /mL? 26.20 (3.31; 205.75) 9.02 (1.01; 69.4) 0.08

Urine cystatin C, ng/mL 55.9 (19.8; 131.4) 35.4(16.1;76.3) 0.1
Urine NGAL monomer, ng/mL 25.2(8.1;71.6) 8.2(4.0;,17.1) <0.001
Serum IGFBP-7, ng/mL ? 97.5 (41.2; 128.0) 33.0 (11.6; 61.5) <0.001
Serum TIMP-2, ng/mL? 628 (462; 663) 445 (363; 614) 0.029

Urine/serum IGFBP-7 ? 0.117 (0.050; 0.440) 0.160 (0.083; 0.463) 0.6

Urine/serum TIMP-2 2 0.0047 (0.0012; —0.0237) 0.0036 (0.0009; 0.0160) 0.6

? Results available in 73 patients, including 23 with eGFR <60 mL/min/1.73 m? and 50 with eGFR >60 mL/min/1.73 m?. Abbreviations:
CKD-EPICr, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation based on serum creatinine; CKD-EPICysC, Chronic Kidney
Disease Epidemiology Collaboration equation based on serum cystatin C; eGFR, estimated glomerular filtration rate; FLC, free light chains;
IGFBP-7, insulin-like growth factor-binding protein 7; IQR, interquartile range; LC, light chains; NA, not applicable; ND, not detectable;
NGAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; NT-proBNP, N-terminal pro-brain natriuretic peptide; TIMP-2, tissue inhibitor of matrix

metalloproteinase 2.

3.2. Associations between Urinary Markers of Tubular Injury and Clinical Characteristics of
MM Patients

In the simple comparison, the concentrations of studied urinary markers of tubular
injury did not differ between patients with SMM and symptomatic MM. Neither the
history of chemotherapy (untreated versus treated patients, number of prior treatment
schemes) nor the effects of treatment (CR, PR, SD, or PD) were associated with the urinary
concentrations of the studied markers.

Patients with symptomatic MM who were receiving maintenance chemotherapy at the
time of sample collection had higher urinary IGFBP-7 concentrations (median 7.73 ng/mL;
IOR 2.88; 23.38 ng/mL) compared to the rest of the group (median 3.81 ng/mL; IQR
2.08; 9.25 ng/mL; p = 0.014). Moreover, lower urinary IGFBP-7 levels were observed
in patients who underwent autologous peripheral blood stem cell transplantation (auto-
PBSCT) (median 4.67 ng/mL; IQR 2.08; 8.33 ng/mL) as compared to those who did not
(median 8.51 ng/mL; IQR 3.18; 21.00 ng/mL; p = 0.009). No association was observed
between the studied tubular markers and patients” age or the time from the diagnosis
of MM.

To examine the association between the studied urinary markers and advancement
of monoclonal gammopathy, we show the results obtained from pre-malignant mono-
clonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), SMM, and MM subjects
(Figures 1 and 2). As illustrated by the figures, neither of the studied urinary markers
were significantly correlated with the spectrum of monoclonal gammopathy, ranging from
MGUS to advanced MM. In patients with symptomatic MM (n = 117), urine IGFBP-7
and urine NGAL monomer positively correlated with ISS stage (R = 0.46; p < 0.001 and
R =0.34; p < 0.001, respectively); however, this was in line with decreasing eGFR values
(Figure 1A,B).

For comparison, the markers of tubular injury were measured in the urine of 21 healthy
individuals. Only the concentrations of urinary IGFBP-7 were significantly higher in the
studied MM patients than in healthy controls (median 2.59; lower; upper quartile 2.60;
4.09 ng/mL; p = 0.011). As shown in Figure 2B, the urinary concentrations of IGFBP-7 in
the majority of MM patients in ISS stages II and III exceeded the upper concentrations
observed in healthy individuals.
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Figure 1. The values of eGFR based on serum creatinine (A) and cystatin C (B), and urinary concentrations of cystatin C (C)
and NGAL monomer (D) among patients with monoclonal gammopathy ranging from MGUS to symptomatic MM. Data
are shown as the median (central line), interquartile range (box), and non-outlier range (whiskers). The outliers are shown
as points. We report p-values for significant differences between groups (calculated in post-hoc tests following the Friedman
ANOVA). The dotted lines in panels (C,D) indicate non-outlier maximum urinary concentrations of the markers obtained in
the control group of 21 healthy individuals.
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Figure 2. Urinary (A,B) and serum (C,D) concentrations of TIMP-2 (A,C) and IGFBP-7 (B,D) among patients with mon-
oclonal gammopathy ranging from MGUS to symptomatic MM. Serum concentrations of the markers were assessed in
a subgroup of 73 patients. Data are shown as the median (central line), interquartile range (box), and non-outlier range
(whiskers). The outliers are shown as points. We report p-values for significant differences between groups (calculated in
post-hoc tests following the Friedman ANOVA). The dotted lines in panels (A,B) indicate non-outlier maximum urinary
concentrations of the markers obtained in the control group of 21 healthy individuals.

3.3. Correlations of Urinary Markers of Tubular Injury among Patients with MM

As shown in Table 3, urinary concentrations of IGFBP-7 and NGAL in the studied
patients with MM were significantly positively correlated with serum creatinine and cys-
tatin C, and consequently, negatively correlated with the respective eGFR values. Positive
correlations were observed between IGFBP-7 and NGAL and the concentrations of im-
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munoglobulin light chains in urine. Moreover, these two markers positively correlated
with serum 32-microglobulin and negatively with serum albumin. To the contrary, urinary
TIMP-2 and cystatin C did not correlate significantly with the above-mentioned variables
(Table 3).

Table 3. Correlations between the studied urinary markers of tubular injury and the measures of glomerular filtration,

serum albumin, 32-microglobulin, and urinary concentrations of light chains among 124 studied patients with MM. Pearson

correlation coefficients were calculated after log-transformation of right-skewed variables.

1 . 1 . 1 . . log (Urine

og (Urine IGFBP-7) og (Urine TIMP-2)  log (Urine Cystatin C) NGAL Monomer)
R 4 R 4 R p R 4

log (serum creatinine) 0.34 <0.001 -0.10 0.3 0.20 0.027 0.38 <0.001
eGFR (CKD-EPI,) —0.38 <0.001 —0.02 0.8 —0.14 0.1 —0.34 <0.001
log (serum cystatin C) 0.38 <0.001 —0.07 0.5 0.07 0.5 0.28 0.002
eGIR (CKD-EPlcy ) —0.40 <0.001 0.05 0.6 —0.03 0.7 —0.28 0.002
Serum albumin —0.32 <0.001 —0.11 0.2 —0.17 0.054 —0.28 0.001
log (serum (2-microglobulin) 0.48 <0.001 0.01 0.9 0.14 0.1 0.38 <0.001
log (urine light chains «) 0.30 0.001 0.14 0.1 0.13 0.1 0.26 0.003
log (urine light chains A) 0.28 0.002 —0.04 0.6 0.15 0.1 0.33 <0.001
log (involved urine light chains) 0.23 0.009 0.12 0.2 0.12 0.2 0.20 0.028

Abbreviations: CKD-EPICr, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation based on serum creatinine; CKD-EPICysC,
Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation based on serum cystatin C; eGFR, estimated glomerular filtration rate;
IGFBP-7, insulin-like growth factor-binding protein 7; NGAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; TIMP-2, tissue inhibitor of matrix

metalloproteinase 2.

The studied urinary markers of tubular injury did not correlate with serum free light
chains, apart from urine NGAL monomer, and none of them correlated with urine light
chains. Additionally, there were no significant correlations between the markers and
serum interleukin 6. Urinary IGFBP-7 and NGAL were negatively correlated with blood
hemoglobin (R = —0.25; p = 0.005; and R = —0.20; p = 0.023, respectively). Moreover, urinary
IGFBP-7 positively correlated with serum NT-proBNP (R = 0.26; p = 0.026).

In the studied patients with MM, urinary markers of tubular injury were interrelated
(we report Pearson correlation coefficients after log-transformation of the variables): urinary
cystatin C correlated positively with NGAL monomer (R = 0.24; p = 0.008), IGFBP-7
(R=10.29; p = 0.001), and TIMP-2 (R = 0.27; p = 0.002); NGAL correlated positively with
IGFBP-7 (R = 0.41; p < 0.001) and TIMP-2 (R = 0.20; p = 0.024); and IGFBP-7 correlated
positively with TIMP-2 (R = 0.29; p = 0.001). No association was observed between TIMP-2
concentrations in the serum and urine (p > 0.9). To the contrary, IGFBP-7 concentrations in
the serum and urine were significantly correlated (R = 0.24; p = 0.041).

For the product of urinary concentrations of IGFBP-7 and TIMP-2, we observed the
same (although weaker) set of associations as for urinary IGFBP-7 alone.

In the multiple linear regression, the negative correlations between urinary NGAL
and IGFBP-7 and eGFR were independent of each other and of the other studied urinary
markers of tubular injury (Table 4A). However, after adjustment for confounders (age,
smoldering versus symptomatic MM, ISS, LDH, remission versus stable or progressive
disease, and the urinary concentrations of involved light chains), only urinary NGAL was
independently associated with eGFR (Table 4B). Additionally, in the logistic regression,
urinary NGAL significantly predicted renal insufficiency (eGFR < 60 mL/min/1.73 m?)
independently of clinically relevant patient characteristics (odds ratio per 1 ng/mL increase
in the NGAL concentration was 1.01; 95% confidence interval 1.001-1.03; p = 0.025).
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Table 4. Multiple linear model showing which of the studied urinary markers of tubular injury
predicts eGFR in the studied group of MM patients (n = 124): A. independently of each other;
B. independently of clinically relevant covariates.

Independent Variable Standardized Beta & Standard Error p
A
log (urine IGFBP-7) —0.31 + 0.09 0.001
log (urine TIMP-2) 0.12 £ 0.09 0.2
log (urine cystatin C) —0.03 £ 0.09 0.8
log (urine NGAL monomer) —0.23 +0.09 0.012
R? for the model 0.20 <0.001
B
log (urine IGFBP-7) —0.02 £ 0.07 0.7
log (urine NGAL monomer) —0.14 + 0.07 0.046
Age —0.38 £ 0.07 <0.001
Symptomatic MM 0.03 + 0.06 0.6
ISS stage II —0.29 £+ 0.07 <0.001
ISS stage IIT —0.48 + 0.07 <0.001
LDH above upper reference limit —0.09 £ 0.06 0.2
No remission 0.08 £ 0.07 0.2
log (involved urinary light chains) 0.06 £+ 0.07 0.4
R? for the model 0.57 <0.001

Abbreviations: IGFBP-7, insulin-like growth factor-binding protein 7; ISS, International Staging System; LDH,
lactate dehydrogenase; MM, multiple myeloma; NGAL, neutrophil gelatinase-associated lipocalin; TIMP-2, tissue
inhibitor of matrix metalloproteinase 2.

3.4. Associations between Studied Markers of Tubular Injury and Follow-Up Data

We collected the follow-up data on mortality and renal function up to 27 months from
the start of the study. The median observation time was 21 months (IQR 16-24 months).
The data on mortality were available for 123 patients. During the follow-up, 23 patients
(19%) died. The major causes of death were MM (12 patients) and infection (7 patients). We
did not observe statistically significant associations between the studied markers (urinary
concentrations of NGAL monomer, cystatin C, TIMP-2 and IGFBP-7; serum TIMP-2 and
IGFBP-7) and all-cause mortality (p > 0.05 in simple Cox proportional hazard regression).

Data on eGFR at the end of follow-up were available for 118 patients (95% of the stud-
ied group). Median (IQR) eGEFR at the end of follow-up was 73 (51; 87) mL/min/1.73 m?2.
Significant correlations were observed between final eGFR values and log-transformed
concentrations of urine NGAL monomer (R = —0.34; p < 0.001), urine IGFBP-7 (R = —0.37;
p <0.001), serum TIMP-2 (R = —0.29; p = 0.012), and serum IGFBP-7 (R = —0.42; p < 0.001).
Among 91 patients with initial eGFR above 60 mL/min/1.73 m?2, there were 20 who devel-
oped renal impairment during the follow-up defined as final eGFR <60 mL/min/1.73 m?.
Higher urinary concentrations of IGFBP-7 significantly predicted the renal impairment
in those patients (odds ratio per 1 ng/mL increase in urine IGFBP-7 equaled 1.04; 95%
confidence interval 1.001-1.08; p = 0.039).

4. Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study evaluating the relationship of novel
markers of tubular injury with measures of Rl in healthy volunteers and a sample of MM
patients at different stages of disease and treatment. The salient finding of this study is the
association of urinary IGFBP-7 with renal impairment and tumor burden (marked by FLCs,
albumin, 32-microglobulin). Urinary IGFBP-7 concentrations were significantly elevated
in symptomatic patients undergoing maintenance chemotherapy and correlated with the
ISS. Our MM sample may reflect the population encountered in routine practice and thus
inform on the utility of novel RI biomarkers in the clinic. With regard to future prospects,
this study supports further investigation of IGFBP-7 in the development of a conceptual
model of renal injury in MM.
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Early studies outlined a relationship between serum proteins from the IGFBP family
and decreased glomerular filtration in the adult population [19]. Urine IGFBP-7 and
TIMP-2 have also been identified as highly sensitive markers of kidney injury in critically
ill patients, exerting G; cell-cycle arrest in renal tubular cells, which may be an inherent
mechanism of early response to kidney insult [18]. On the other hand, studies in murine
models have favored a mechanism of increased permeability, filtration, and impaired
reabsorption, rather than stress-induced gene transcription [22]. Studies have focused
on the assay of either urinary IGFBP-7 or the composite of urinary IGFBP-7 and TIMP-2
in the setting of AKI [23-25]. These novel molecules appear to be favorable biomarkers
in predicting adverse outcomes, renal recovery, or the development and progression of
CKD [26]. The utility of the IGFBP-7 and TIMP-2 assay in multiple myeloma is unknown,
and our findings serve as a preliminary report on their relationship with renal impairment.

Interestingly, high IGFBP-7 expression in MM cells has been considered a marker
of high-risk disease due to its association with poor survival and adverse chromosomal
aberrations [27]. We observed that both serum and urinary IGFBP-7 are markedly higher
in patients with RI. However, the significance and source of this molecule in circulation
remains unclear. Moreover, IGFBP-7 levels were increased in patients remaining on main-
tenance chemotherapy and were reduced in patients with a history of stem cell transplant.
IGFBP-7 may antagonize the inhibitory effects on myeloma survival promoted by bone
morphogenetic proteins [27,28], which may provide a rationale for its relationship with
tumor load and symptomatic disease.

IGFBP-7 appears to be secreted, mainly in the proximal tubule compartment, and
may reflect an autocrine or paracrine response to prevent cellular proliferation following
tissue injury [29]. It should be noted that the available data on the origin and source in
renal compartment are preliminary and IGFBP-7 remains only a candidate molecule in
the setting of nephropathy outside of acute care. Expression in the renal tissue may hold
a relationship with primary disease (e.g., diabetic nephropathy) and is under investiga-
tion [30,31]. Although certain biomarkers can be conveniently extrapolated based on their
utility in the general population, validation in diseases with a distinct mechanism of kidney
injury is necessary [32].

NGAL is produced and released during granulocyte maturation in bone marrow by
polymorphonuclear myeloid-derived suppressor cells (PMN-MDSCs). The dimer form is
the major molecular form of free NGAL secreted by neutrophils and its overexpression is
observed in blood cells from patients with all types of leukemia [33,34] We observed that
urinary NGAL is an independent predictor of glomerular filtration (based on CKD-EPI
formulas for eGFR) and holds associations with several established prognostic markers of
tumor burden (FLCs, albumin, 32-microglobulin). In an effort to reduce the interreference
of neutrophil production, our assay was based on the monomeric form of NGAL (that
is specifically associated with tubular epithelial stress), rather than the dimeric molecule,
with the renal tubular epithelium as the purported site of origin. After adjustment for
age and disease characteristics, urinary NGAL, rather than IGFPB-7, was independently
associated with eGFR and appears to be a robust predictor of RI. A recent meta-analysis
underscores the relationship between NGAL and glomerular filtration in chronic kidney
disease, particularly in more advanced stages [33]. One series on MM found serum NGAL
and cystatin C to be very sensitive indicators of RI in incident cases of MM, which may
be reflective of abnormal tubular and glomerular function. However, urinary molecules
were not evaluated at the time [35]. According to some authors, urinary NGAL may be
a more favorable marker of RI in MM than the serum concentrations. The rationale has
been drawn from higher urinary NGAL concentrations in patients with renal involvement
(as opposed to non-renal MM), correlations with eGFR and urinary FLC, and greater
sensitivity for renal injury over serum NGAL [36]. NGAL levels may be elevated early
in the asymptomatic stages of the spectrum of monoclonal gammopathy (as opposed to,
e.g., cystatin C, which rises in symptomatic MM) [35]. Noteworthy, NGAL in different
hematologic malignancies was associated with vascular endothelial growth factor (VEGF),
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and soluble receptor for advanced glycation end-products (SRAGE) in bone marrow [37].
Moreover, angiogenic switching is a key process during transition from premalignant
asymptomatic MGUS to developed MM and is considered to predict MM progression.
One of the stimulating MM-associated angiogenesis proteins is the junctional adhesion
molecule-A (JAM-A), a potential target for future MM therapy [38]. Similarly, the IGFBPs
family in the bone marrow microenvironment plays an important role in progression and
treatment resistance in MM, though the extracellular IGF system in MGUS and MM did
not include IGFBP-7 [39].

Interestingly, mechanisms involved in IGFBP-7 upregulation seem to be different than
for NGAL, which may suggest that these two molecules are reflective of different pathways
of response to kidney injury [29]. In our study, these two markers have been associated
with eGFR independently, supporting the latter theory. This finding also suggests that
combining biomarkers may be superior to a singular measure.

TIMP-2 is a novel molecular biomarker involved in tumorigenesis and development of
MM by suppressing tumor cell proliferation and metastasis [40]. However, its increase was
also observed in various nephropathies including diabetic, glomerulosclerosis, tubuloint-
erstitial fibrosis, and vasculitis [40,41]. The distal tubule is a major source of TIMP-2 [29],
though extra-renal sources related to the progression of myeloma are also possible.

Our data indicate that tubular injury biomarkers are interrelated, namely urinary
IGFBP-7 and TIMP-2 with urinary cystatin C and urinary NGAL. We also observed signifi-
cant correlations between IGFBP-7 concentrations in serum and urine but not for TIMP-2.
We also noted similar patterns for the product of urinary IGFBP-7/TIMP-2, as well as the
singular urinary IGFBP-7 assay. So far, the available data for TIMP-2/IGFBP-7 suggest its
utility as a sensitive AKI biomarker [18,22-25]. In MM, the composite marker does not
hold favorable value, which may stem from the involvement of TIMP-2 in pathogenesis,
or the chronic character of injury in MM. The reported intercorrelations between tubu-
lar kidney injury biomarkers may indicate a future possibility of biomarker models to
reflect the etiology and nephropathological diagnosis. Considering the three main types
of paraprotein-related renal lesions in MM (MCN, amyloid light-chain (AL amyloidosis),
and monoclonal immunoglobulin deposition disease (MIDD)), future studies assessing
the relationship of biomarkers with biopsy evidence are of interest. Although we did
not observe urinary TIMP-2 to correlate with eGFR or FLCs, other studies have focused
on TIMPs in MIDD and AL amyloidosis, revealing different roles in pathogenesis, even
though both diseases are caused by FLC deposition [42,43]. When investigating TIMP-2
as a kidney injury biomarker in myeloma, it is necessary to consider the involvement in
tumorigenesis, disease progression, and formation of osteolytic lesions [44,45]. Indeed,
increased production of TIMP-2 in bone marrow stromal cells may play a pivotal role in
the development of osteolytic lesions in MM [46,47]. This may reflect weaker correlations
of TIMP-2 with eGFR.

Due to the numerous processes involved in the pathogenesis and progression of MM
and its kidney involvement, it is likely that a singular biomarker will be insufficient for an
adequate understanding of ongoing tissue damage. Biomarker models based on several
molecules accounting for the complexity of disease may prove to hold favorable diagnostic
and prognostic value [48].

There are apparent limitations in the retrospective character of this single-center
study, which involves a heterogenous population, and investigated established rather than
incident cases of MM, which were subject to different treatment regimens. Moreover, in
this study, we used the Multiple Myeloma International Staging System (ISS) instead of
the Revised Multiple Myeloma International Staging System (R-ISS) due to limited results
of chromosomal abnormalities performed by iFISH (15 patients out of the group of 124).
The accessibility to proper treatment is limited; therefore, some patients are administered
drug programs, which are not in line with mSMART tool (Mayo Stratification for Myeloma
and Risk-Adapted Therapy) and do not include the need to define the genetic and biologic
features of MM.
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However, this study provides a wide array of data on the utility of novel tubular injury
measures, and their relationship with clinically meaningful patient characteristics, which
may allow for their future study and incorporation in models reflective of the processes
ongoing in the myeloma kidney.

5. Conclusions

Urinary IGFBP-7 and NGAL monomer may be useful markers of tubular renal damage
in patients with MM and may be considered as predicative of future chronic kidney
development. Biomarker-based diagnostics may contribute to earlier treatment that may
improve renal outcomes and life expectancy in MM.
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CR Complete Response
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MM Directory of open access journals

PD Progressive Disease
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SD Stable Disease

Cr Creatinine

CysC cystatin C

eGFR estimated glomerular filtration rate

FLC free light chains

IGFBP-7 insulin-like growth factor-binding protein 7

IOR interquartile range
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LC light chains

NA not applicable

NGAL neutrophil gelatinase-associated lipocalin

NT-proBNP N-terminal pro-brain natriuretic peptide

TIMP-2 tissue inhibitor of matrix metalloproteinase 2

MGUS monoclonal gammopathy of undetermined significance
SMM Smoldering multiple myeloma
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Abstract: Transgelin is a 22-kDa protein involved in cytoskeletal organization and expressed in
smooth muscle tissue. According to animal studies, it is a potential mediator of kidney injury and
fibrosis, and moreover, its role in tumorigenesis is emerging in a variety of cancers. The study included
126 ambulatory patients with multiple myeloma (MM). Serum transgelin-2 concentrations were
measured by enzyme-linked immunoassay. We evaluated associations between baseline transgelin
and kidney function (serum creatinine, estimated glomerular filtration rate—eGFR, urinary markers
of tubular injury: cystatin-C, neutrophil gelatinase associated lipocalin—NGAL monomer, cell cycle
arrest biomarkers IGFBP-7 and TIMP-2) and markers of MM burden. Baseline serum transgelin was
also evaluated as a predictor of kidney function after a follow-up of 27 months from the start of
the study. Significant correlations were detected between serum transgelin-2 and serum creatinine
(R =0.29; p =0.001) and eGFR (R = —0.25; p = 0.007). Transgelin significantly correlated with serum
free light chains lambda (R = 0.18; p = 0.047) and serum periostin (R = —0.22; p = 0.013), after exclusion
of smoldering MM patients. Patients with decreasing eGFR had higher transgelin levels (median
106.6 versus 83.9 ng/mL), although the difference was marginally significant (p = 0.05). However,
baseline transgelin positively correlated with serum creatinine after the follow-up period (R = 0.37;
p < 0.001) and negatively correlated with eGFR after the follow-up period (R = —0.33; p < 0.001).
Moreover, higher baseline serum transgelin (beta = —0.11 & 0.05; p = 0.032) significantly predicted
lower eGER values after the follow-up period, irrespective of baseline eGFR and follow-up duration.
Our study shows for the first time that elevated serum transgelin is negatively associated with
glomerular filtration in MM and predicts a decline in renal function over long-term follow-up.

Keywords: multiple myeloma; transgelin; tubular kidney injury; biomarker

1. Introduction

According to the Global Burden of Disease 2016 study, the worldwide age-standardized
incidence and death rate of multiple myeloma (MM) are estimated at 2.1 and 1.5 per
100,000 individuals, respectively. The highest incidence is observed in Australasia, North
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America and Western Europe, while between 1990 and 2016, the numbers of new cases
and deaths were increasing [1]. MM is a proliferative plasma cell disorder that is more
prevalent in the aging population and presents itself with characteristic features of organ
involvement: bone lesions, anemia, renal insufficiency, hypercalcemia and specific malig-
nancy biomarkers (plasma cell clonality >60%, involved to uninvolved serum free light
chains (FLCs) >100 and >1 focal lesion on magnetic resonance imaging) [2]. Evidence of
clonal plasma cell percentage of >10% in bone marrow or biopsy-proven plasmacytoma is
necessary to define a case of MM [2]. Kidney involvement in MM is common (close to one
fourth of patients) and can carry a poor prognosis, particularly if renal function does not
recover [3-5]. Irreversible renal failure is less frequent, but may be present in up to 8% of
patients [3]. Severe renal failure is a deleterious condition with a high risk of early death
and is one of the major culprits of early mortality [6,7]. A low treatment response rate and
a median survival of 3-4 months was observed prior to the emergence of modern myeloma
therapies [8-10]. Chemotherapy response and severity of renal failure are independent
predictors of survival, which highlights the importance of early and efficacious treatment
targeting the plasma cell clone to prevent renal damage [3]. Reversibility of renal failure
may be as significant as the response to chemotherapy in terms of prognosis [9], although
recent studies have shown that even if reversal is achieved, the outcomes are inferior to
patients with normal renal function at baseline [11]. Renal insufficiency is considered
reversible in about 50% of cases in some reports [8,9]. With the advent of novel drugs (e.g.,
proteasome inhibitors), prognosis for MM patients with renal insufficiency has remarkably
improved [7,11-16].

In clinical routine, the laboratory assessment of renal function usually largely relies on
serum creatinine measurements used to estimate the glomerular filtration rates. However,
routinely available diagnostic measures (e.g., serum creatinine) are subject to several caveats
and do not always allow for early and reliable prediction of ongoing renal damage [17].
Serum creatinine concentrations should be interpreted with the awareness of confounding
factors such as (1) prerenal azotemia, (2) production rate dependent on individual and
clinical characteristics, i.e., age, gender, muscle mass, and medication use, (3) late rise in up
to 72 h following injury, (4) large “renal reserve”, and (5) concomitant diseases (e.g., sepsis,
liver disease, muscle wasting). Therefore, serum creatinine may not adequately reflect the
actual fall in glomerular filtration. Novel biomarkers that will aid clinicians in predicting
renal injury and chronic kidney disease development are of high interest. Research to iden-
tify renal injury (RI) mediators or markers in the specific context of myeloma is warranted
as it may also aid efforts to create models, including different pathophysiological processes
leading to RI in MM patients (i.e., tubulitis vs glomerulonephritis).

Transgelin-2 (SM22), a cytoskeletal actin-binding protein involved in differentiation of
smooth muscle cells, osteoblasts and adipocytes, is present in fibroblasts, some epithelial
cells, immune cells (as the only one from transgelin family proteins), bone marrow cells or
stem cells [18]. Basic function of transgelin-2 is participation in cytoskeleton remodeling via
its effect on actin regulation. Moreover, transgelin is involved in bone marrow mesenchymal
stem cell (MSC) proliferation and differentiation. Recent studies report dysregulation
of SM22 in different malignancies and emphasize its role in cancer development and
progression. According to available data, apart from its oncogenic role in solid tumors,
SM22 is also upregulated in leukemia and lymphoma cell lines and takes part in B-cell
lymphoma development [19]. Interestingly, transgelin-2 overexpression may be associated
with chemotherapy resistance [20].

Furthermore, transgelin-2 was found to be a marker of interstitial fibrosis, glomeru-
losclerosis and renal damage [21]. Its upregulation depends on the etiology of the disease
in various cells (glomerular parietal or visceral, or tubular interstitial cells) and elevated
expression was detected in both glomerular and tubulointerstitial injury.

The aim of our study was to evaluate serum transgelin as a potential marker of renal
impairment in patients with MM. We hypothesized that increased serum concentrations of
transgelin may be related to irreversible renal insufficiency in this disease.
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2. Results
2.1. Characteristics of the Studied Group

Our prospective observational study included 126 patients with MM, recruited during
ambulatory control visits at the Departments of Hematology of the University Hospital
in Krakéw, Poland. A total of 73 women and 53 men were included, aged 29 to 90 years
(Table 1). Symptomatic MM was diagnosed in 119 patients, the majority of whom were in
ISS stage I. The remaining seven patients had smoldering MM. Most patients underwent at
least one line of chemotherapy before the start of the study and roughly half of the group
received maintenance treatment at baseline (Table 1). A history of acute kidney injury was
positive in eight (6%) patients.

Table 1. Baseline clinical characteristics of the study group.

Characteristic Results in the Studied MM Patients (n = 126)
Mean age (standard deviation), years 67 (10)
Male sex, n (%) 53 (42)
Median time since diagnosis (Q1; Q3), months 30 (14; 63)
Smoldering MM, n (%) 7 (6)
1SS:
stage I, 11 (%) 84 (67)
stage I, 1 (%) 20 (16)
stage III, n (%) 15 (12)
Immunofixation:
IgG, n (%) 92 (73)
IgM, n (%) 2(2)
IgA, n (%) 23 (18)
K, 11 (%) 79 (63)
A, 1 (%) 44 (35)
free light chains, 1 (%) 18 (14)
biclonal, n (%) 5(4)
non-secretory, 1 (%) 5(4)
Disease state:
CR, 1 (%) 41 (33)
PR, 1 (%) 48 (38)
SD, n (%) 9 (7)
PD, n (%) 28 (22)
On maintenance treatment, n (%) 61 (48)
Prior treatment:
none, 1 (%) 8 (6)
1 line, 1 (%) 35 (28)
2 or more lines, 1 (%) 83 (66)
History of auto-PBSCT, n (%) 57 (45)
Anemia, n (%) 25 (20)
Bone lesions, 1 (%) 77 (61)
History of AKI, n (%) 8 (6)

AKI, acute kidney injury; CR, complete response; Ig, immunoglobulin; ISS, International Staging System; MM,
multiple myeloma; PBSCT, peripheral blood stem cell transplantation; PD, progressive disease; PR, partial
response; SD, stable disease; Q1, lower quartile; Q3, upper quartile

Mean baseline eGFR (CKD-EPI,) was 74 (SD: 24) mL/min/1.73 m? and 29 (23%)
patients had eGFR <60 mL/min/1.73 m? (Table 2). eGFR was above 60 mL/min/1.73 m?
in 97 patients (77%), between 30 and 60 mL/min/1.73 m? in 18 patients (14%) and below
30 mL/min/1.73 m? in 11 patients (9%). The selected laboratory test results in the studied
group are shown in Table 2. As compared to a control group of 32 healthy volunteers
(16 men and 16 women aged 29-74 years), the studied MM patients presented with signi-
ficantly higher serum concentrations of transgelin and interleukin 6, and higher urinary
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concentrations of IGFBP-7 and TIMP-2 (Table 2). Although the age range of healthy controls
was matched with the age range of patients, the mean age was lower in the control group
(50 versus 67 years, p < 0.001). However, serum transgelin remained higher in patients then
in controls after adjustment for the age difference (p = 0.034). The sex distribution in the
study and control groups was similar (p = 0.4).

Table 2. Baseline results of laboratory tests in the studied group in comparison to reference ranges
used in the study center for routine laboratory tests or values observed in 32 healthy controls for
non-standard laboratory tests (). Data are shown as mean (standard deviation) or median (lower;
upper quartile) unless otherwise stated.

Reference Range or Results in

Transgelin, ng/mL
Periostin, pmol/L
Proteinuria, n (%)

Urine IGFBP-7, ng/mL
Urine TIMP-2, ng/mL
Urine cystatin C, ng/mL
Urine NGAL monomer, ng/mL

84.1 (65.4; 116.4)
1133 (798; 1663)
24 (19)

5.19 (2.24; 12.74)
2,60 (0.48; 8.78)
42.6 (16.3; 86.5)
9.23 (4.42; 26.8)

Laboratory Test Results in MM Patients (1 = 126) Healthy Controls (1 = 32)
Creatinine, pmol/L 78 (67; 98) F: 44-80; M: 62-106
eGFR (CKD-EPI,), mL/min/1.73 m? 73 (62; 91) >90
eGFR (CKD-EPI,) <60 mL/min/1.73 m?, n (%) 29 (23) -
eGFR (CKD-EPI¢;.cysc), mL/min/1.73 m? 76 (27) >90
Uric acid, pmol/L 289 (81) F: 143-340; M: 202-416
Albumin, g/L 42.0 (4.7) 35-52
B2-microglobulin, mg/L 2.54 (2.10; 3.63) 1.09-2.53
Involved serum FLC, mg/L 29.6 (16.3; 100.0) K: 6.7-22.4; A\: 8.3-27.0
Involved urine LC, mg/L 6.8 (6.3; 30.0) k: <7.09; A: <3.89
White blood cell count, x 103/uL 6.12 (4.89; 7.25) 4.0-10.0
Hemoglobin, g/dL 12.6 (1.7) F: 11-15; M: 12-17
Platelet count, x10°/uL 172 (143; 213) 125-340
Lactate dehydrogenase, U/L 355 (303; 404) 240-480
Interleukin 6, pg/mL ? 2.97 (1.61; 6.00) 1.51 (1.07; 2.05) “*
Ferritin, ug/L b 164 (63; 414) 13-400
Hepcidin, ng/mL? 28.8 (16.5; 44.6) 27.1(20.0;37.2)
Alanine aminotransferase, U/L 21 (16; 29) F: 5-33; M: 541
Aspartate aminotransferase, U/L 21(17;27) F: 5-32; M: 5-40

69.3 (56.8-90.4) “*
1176 (995-1455) ©

2.65 (1.36-5.75) &+
1.08 (0.15; 2.35) &+
46.7 (26.5-64.3) ©
9.06 (4.73-11.86) ©

2 available in a subgroup of 73 patients; ® available in a subgroup of 82 patients; ¢ median (lower; upper quartile) in
a control group of 32 healthy volunteers; * p < 0.05 for the comparison between MM patients and healthy controls
CKD-EPI, Chronic Kidney Disease Epidemiology Collaboration equation based on serum creatinine (Cr) or
serum creatinine and cystatin C (Cr-CysC); eGFR, estimated glomerular filtration rate; FLC, free immunoglobulin
light chains; IGFBP-7, insulin-like growth factor-binding protein-7; LC, immunoglobulin light chains; NGAL,
neutrophil gelatinase-associated lipocalin; TIMP-2, tissue inhibitor of metalloproteinase-2.

2.2. Variables Associated with Serum Transgelin at Baseline

Median serum transgelin in the whole studied group was 84.1 ng/mL (Table 2).
Transgelin concentrations were higher in men (median 96.2 versus 78.8 ng/mL; Figure 1A),
in patients with smoldering MM (median 149.2 versus 82.4 ng/mL; p = 0.003; Figure 1B)
and in treatment-naive patients (median 145.2 versus 82.5 ng/mL; p = 0.014; Figure 1C);
however, the majority of patients with smoldering MM (5 out of 7) and treatment-naive
patients (6 out of 8) were men. Of interest, serum transgelin was higher in healthy women
than in men (control group; median 83.4 vs 60.5 ng/mL, respectively; p = 0.011).
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Figure 1. Associations between serum transgelin and sex (A), MM stage (B), previous treatment (C),
and eGFR category (D) among the studied group of 126 patients with MM. Data are shown as median
(central line), interquartile range (box), non-outlier range (whiskers); circles represent raw data. ISS,
International Staging System; eGFR, estimated glomerular filtration rate; MM, multiple myeloma;
SMM, smoldering MM.

For patients who had received any MM treatment before entering the study, there
was no correlation between serum transgelin and the number of prior treatment lines
(R = —0.10; p = 0.3). Patients on the maintenance treatment had non-significantly lower
serum transgelin than those treatment-naive (median 77.4 versus 91.0 ng/mL; p = 0.051).
Treatment regimens included lenalidomide in 25 patients (20%), bortezomib in 21 (17%),
thalidomide in 15 (12%), cyclophosphamide in 8 (6%), and melphalan in 3 (2%); steroids
were used in 58 (46%) of patients. We did not observe any significant differences in serum
transgelin concentrations between patients treated versus untreated with particular drugs
(p > 0.05 for all comparisons). Transgelin levels did not differ according to ISS stage (p = 0.3;
Figure 1B) or disease status (complete or partial response, stable disease or progressive
disease; p = 0.2). Serum transgelin in patients with eGFR <60 mL/min/1.73 m? did not
differ significantly from the levels observed in those with higher eGFR (median 106.6 versus
79.7 ng/mL; p = 0.057; Figure 1D). The presence of proteinuria was not associated with
serum transgelin (p = 0.3).

Significant correlations were detected between transgelin and serum creatinine (R = 0.29;
p =0.001), eGFR (CKD-EPI¢,) (R = —0.25; p = 0.007), uric acid (R = 0.19; p = 0.036), alanine
(R =0.18; p = 0.048) and aspartate (R = 0.26; p = 0.003) aminotransferases, ferritin (R = —0.22;
p = 0.049), hepcidin (R = —0.25; p = 0.033), and urine cystatin C (R = 0.19; p = 0.042). More-
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over, after exclusion of patients with smoldering MM, transgelin significantly correlated
with serum FLC lambda (R = 0.18; p = 0.047) and serum periostin (R = —0.22; p = 0.013).
In multiple forward stepwise regression, uric acid was identified as the only independent
predictor of serum transgelin (beta = 0.31; standard error = 0.13; p = 0.023).

2.3. The Association between Serum Transgelin and Renal Function after the Follow-Up Period

The follow-up data were collected for 27 months from the start of the study. A total of
23 patients (18%) died during the study period, including 12 due to MM, 7 due to infection,
and 3 due to undefined reasons. The median observation time was 21 (15; 24) months. At
the end of the follow-up period, eGFR was lower in 47 (37%) of patients and increased
or remained unchanged in 71 (56%) patients. No follow-up data were available for eight
patients (6%). The patients in whom eGFR decreased tended to present higher baseline
transgelin as compared to those with no change or an increase in eGFR values (median
106.6 versus 83.9 ng/mL; p = 0.051; Figure 2).
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Figure 2. Associations between baseline serum transgelin and final eGFR (CKD-EPI¢;) values in the
group of 126 patients with MM: baseline transgelin by eGFR changes (no change or decrease versus
increase during the observation period; (A); final eGFR values by transgelin tertiles (the tertiles’
boundaries were 71.0 and 110.6 ng/mL; (B) and the correlation between baseline transgelin and
final eGFR (C). Data on panels (A,B) are shown as median (central line), interquartile range (box),
non-outlier range (whiskers); circles represent raw data. CKD-EPI¢,, Chronic Kidney Disease Epi-
demiology Collaboration equation based on serum creatinine; eGFR, estimated glomerular filtration
rate; MM, multiple myeloma.
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However, baseline transgelin positively correlated with serum creatinine after

followup (R = 0.37; p < 0.001) and negatively correlated with eGFR after follow-up (R =
—0.33;
p < 0.001; Figure 2). Moreover, higher baseline serum transgelin significantly predicted
lower eGFR values after the follow-up period, independently of baseline eGFR, urinary
concentrations of tubular injury markers (NGAL monomer and IGFBP-7), sex, age, prior
treatment, treatment response and observation duration (Table 3). Moreover, transgelin
values in the upper tertile (i.e., above 110.6 ng/mL) were independently associated with
lower eGFR at the end of observation (Figure 2; Table 3). Although baseline uNGAL
(R=—-0.31; p <0.001) and ulGFBP-7 (R = —0.35; p < 0.001) were also significantly associated
with final eGFR, these associations did not prove to be independent of other predictors,
including baseline eGFR (Table 3).

Table 3. Linear regression models to predict eGFR (CKD-EPI¢,) values at the end of observation
(median follow-up of 21 months) among 126 patients with MM. In Model 1, serum transgelin was
included as a continuous variable after log-transformation, while in Model 2, serum transgelin was

. Model 1 Model 2
Independent Variable Beta & SE p-Value Beta = SE p-Value
Baseline eGFR 0.75 £ 0.07 <0.001 0.71 £ 0.07 <0.001
log (baseline transgelin) —0.14 +0.05 0.011 not included
Transgelin tertiles:
lower . reference -
middle not included ~0.07 + 006 03
upper —0.20 £ 0.07 0.003
log (urine NGAL monomer) —0.05 £ 0.06 0.4 —0.06 £ 0.06 0.4
log (urine IGFBP-7) —0.01 £+ 0.06 0.9 —0.01 &+ 0.06 0.9
Adjusted R? for the model 0.72 <0.001 0.72 <0.001

Both models were additionally adjusted for sex, age, prior treatment, treatment response (complete or partial
response, stable disease or progressive disease) and observation duration. The results are reported as standardized
correlation coefficient (beta) and standard error (SE).

By using simple Cox regression, we did not observe any association between serum
transgelin and overall- or MM-specific survival, neither in the entire study group, nor after
exclusion of patients with smoldering MM (p > 0.5 in all cases).

3. Discussion

Recent findings suggest that transgelin may be a potential player in fibrosis and
a marker of kidney injury. It has been investigated in various kidney diseases [22-27].
Experimental data in animal models of anti-glomerular basement membrane nephritis
revealed that SM22x expression may reflect structural and functional shifts following injury.
Downregulation of particular podocyte proteins and expression of transgelin may reflect
dedifferentiation and transdifferentiation of the injured glomerular epithelium [24,26]. In
chronic renal injury models (5/6 nephrectomy) with early tubulointerstitial injury, SM22
expression is observed early in the peritubular and periglomerular compartments. In
the ischemia-reperfusion setting, which mainly affects the tubular epithelium, SM22x
expression was noted in the peritubular interstitium [24]. In obstructive nephropathy
models, periglomerular fibroblasts were observed as the primary cells with transgelin
up-regulation, with subsequent elevation in interstitial fibroblasts [28]. These data show
transgelin expression in both glomerular and tubulointerstitial injury, which is not limited
to a single cell type and can be considered a general indicator of kidney insult. Taken
together, these data suggest that in the chronic cycle of injury, repair and scarring of kidney
tissue, transgelin may be a marker that reflects this process.

The salient finding of this study is the relationship between the novel biomarker
transgelin-2 and progression of renal impairment over a median 21-month observation
in patients with MM. Higher baseline serum transgelin predicted lower eGFR by the end
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of the follow-up, irrespective of baseline eGFR, urinary concentrations of tubular injury
markers (NGAL monomer and IGFBP-7), sex, age, prior treatment, treatment response
and observation duration. To our best knowledge, this is the first study evaluating the
potential utility of this new molecule related to kidney injury and its associations with
established indices of renal function in patients with MM at different stages of management.
Previous studies focused on transgelin-2 oncogenic potential and associations with MM
transformation to plasma cell leukemia (PCL) that emphasize transgelin-2 role as a poor
survival marker [19]. However, we were not able to prove the association between serum
transgelin concentrations and survival.

At the start of the study, serum transgelin correlated positively with serum creati-
nine and negatively with eGFR. Although we have measured urinary concentrations of
several markers of tubular injury, i.e., NGAL monomer, cystatin C and cell cycle arrest
biomarkers: TIMP-2 and IGFBP-7, we only found weak significant correlation between
serum transgelin and urine cystatin C. Moreover, serum transgelin correlated positively
with serum concentrations of FLC lambda (the type of FLC more often associated with
renal injury in MM). Case studies on kidney biopsies in MM indicate a heterogenous
spectrum of kidney lesions, with myeloma cast nephropathy (MCN) as the most common
condition [17,18]. Experimental evidence suggests that FLCs play a crucial role in the
induction of pro-inflammatory and fibrotic changes within the kidney compartment [29,30].
High levels of serum FLCs underlie this MM-specific lesion, which has translated into
clinical utility of reducing FLCs and the corresponding renal recovery [31]. Data indicate
that specific renal biopsy findings are also associated with prognosis in MM [32,33]. Cast
formation and interstitial fibrosis, as well as tubular atrophy (IFTA), have been adversely
related to renal recovery in multivariate models including hematological status and clinical
characteristics [33]. Histopathology characteristics (including IFTA) have been previously
studied along with clinical variables in models predicting kidney failure [34]. It has been
emphasized that initial clinical appraisal does not correspond well to the underlying pathol-
ogy, which highlights the importance of kidney biopsy and reliable biomarkers that could
help to localize (e.g., proximal tubule injury, tubulointerstitial injury) and define the lesion.
Identifying novel markers that could reflect developing nephropathology is of high interest,
as it can facilitate early diagnosis and may guide treatment choice. Ideally, development
of non-invasive instruments, specific for distinct kidney lesions, could support treatment
decisions and risk stratification in the future.

The diagnosis of MM is based on hematological analysis, mainly bone marrow biopsy.
In clinical practice, kidney biopsy is not a mandatory procedure for selection of the ap-
propriate treatment regimen. Taking into consideration the invasiveness of kidney biopsy,
potential kidney injury markers may be a favorable solution for patients with MM. How-
ever, our main finding was the association between baseline serum transgelin and final
eGFR, which shows that circulating transgelin concentrations predict long-term irreversible
kidney insufficiency in patients with MM.

In our patients with MM, serum transgelin was significantly higher, as compared to
healthy controls. We also observed higher transgelin levels in men with MM, as compared
to women. The sex-related difference could not be attributed to differences in MM stage,
kidney function or treatment as these were not different between men and women (data not
shown). Sex-related differences in circulating transgelin, however, have been reported by
others. The proteomic analysis of human plasma published by Silliman at al. [35] revealed
14-fold higher transgelin concentrations in males than in females. Animal studies also
reported sex-related differences in the expression of transgelin [36]. Interestingly, in our
control group trangelin levels were higher in females. We do not know the reasons for
sex-related differences in circulating transgelin concentrations, and further studies are
necessary to reveal the underlying causes.

Transgelin is involved in cytoskeletal organization and contractility [37], and is ex-
pressed in smooth muscle cells [38,39]. This actin-binding protein is also under scrutiny
with regard to cancer cell proliferation, invasion and metastases. Actin is a central element
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of the cytoskeleton that is involved in a variety of functions, while its disorganization and
rearrangement is involved in cancer pathology. There are three types of transgelin proteins
(type 1, 2 and 3). Type 2 is abundant in smooth muscle cells and was initially described
as SM22«. Transgelin-2 expression is up-regulated in several cancers with its staining
being higher in tumor cells rather than in tumor stroma. Moreover, transgelin-2 is involved
in bone marrow mesenchymal stem cell (MSC) proliferation and differentiation. Several
studies revealed transgelin upregulation in leukemia and lymphoma cell lines. Although
transgelin-2 overexpression has been associated with chemotherapy resistance, the precise
mechanism is not known. According to previous studies, overexpressed trangelin-2 gene
was found in methotrexate-resistant human choriocarcinoma cells and paclitaxel-resistant
human breast cancer cells [20]. Transgelin-2 overexpression has also been linked with poor
prognosis, and transgelin-2 has been proposed as a potential treatment target due to its
restriction to tumor cells (to the contrary to transgelin type-1) [40].

The most popular three-drug regimen used in the MM treatment consists of: a pro-
teasome inhibitor-bortezomib, and immunomodulatory drugs-lenalidomide and dexam-
ethasone. In case of relapse or refractory MM, antibodies targeting myeloma cells (e.g.,
daratumumab, elotuzumab, isatuximab, belantamab mafodotin), nuclear export inhibitors
(selinexor) or histone deacetylase inhibitors (panobinostat) are used. One of the most
important game-changer drugs in MM was proteasome inhibitor bortezomib, owing to
its various anti-myeloma effects including disruption of the cell cycle and induction of
apoptosis, alteration of the bone marrow microenvironment and inhibition of nuclear factor
kappa B (NFkB). This novel agent improves renal function and should be used especially in
the group of patients with lower GFRs [41]. Moreover, Bolomsky et al. found an association
between gene expression levels of several immunomodulatory drug targets in bone marrow
mononuclear cells of MM patients and a response to the lenalidomide-dexamethasone
regimen [42]. Interestingly, high IKAROS protein levels are associated with successful
outcome in MM patients [42]. IKAROS was also found among smooth muscle genes in
renin cells in the kidney [43].

In our study, patients were treated with various regimens, most commonly includ-
ing lenalidomide (in 20% of patients). Serum concentrations of transgelin did not differ
according to drugs used. Although we observed higher concentrations of transgelin in pa-
tients who did not receive any MM treatment before the study, in those previously treated
there was no association between serum transgelin and the number of treatment lines
received. Specifically, serum transgelin levels did not differ between those who received
lenalidomide and those who did not. Lenalidomide modulates different components of
the immune system by interactions with cytokine production through T-cell and NK cell
regulation. It is associated with inhibition of pro-inflamatory cytokines interleukin 6 and
tumor necrosis factor & (TNF-«). Furthermore, lenalidomide inhibits MM cells and their
interactions, leading to apoptosis [44]. In our study, there was no correlation between serum
interleukin 6 and transgelin levels in MM patients (R = 0.09; p = 0.4). Considering that only
25 patients received lenalidomide at the start of our study, we cannot reliably exclude a
weak to moderate effect of the drug (or other anti-MM medications) on serum transgelin
concentrations. Since transgelin expression has been studied only as an overexpressed
molecule in MM transformation to PCL, future studies should reveal the role of transgelin
in the development of MM and how it may be affected by MM treatment.

Although smoldering MM (SMM) patients have normal renal function defined as
GFR >60 mL/min/1.73 m?, we found elevated trangelin-2 serum concentrations in this
group. This finding may have a pathophysiological explanation. The upregulation of
transgelin-2 has been associated with tumorigenesis and cancer development and may
vary along with clinical stage and tumor size. Interestingly, several studies revealed higher
levels of transgelin-2 in inflammation (i.e., SIRS) and explored SM22 overexpression in the
regulation of the NIK transcription and proinflammatory NF-kB-signaling pathways as a
modulator of vascular inflammation [20,45]. These studies suggest that transgelin may be
viewed as an anti-inflammatory marker. Taking into consideration the role of interleukin 6
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in MM pathogenesis as a growth and survival factor, inhibiting apoptosis in myeloma
cells, this may also explain SM22 role in tumorigenesis. This may support the hypothesis
that at the beginning of the disease and tumorigenesis, transgelin-2 concentrations are
higher. However, a few reports demonstrated that transgelin-2 inhibits the motility of
cancer cells by suppressing actin polymerization. Moreover, according to available data,
only 2% of patients with SMM develop MM. Further, higher concentrations of transgelin in
our patients with SMM may possibly be associated with the fact that they had received no
treatment. Transgelin levels were also higher in patients who did not received any MM
treatment before the study. Moreover, the sex of the patients with SMM may play a role in
elevated transgelin-2 concentrations as in the studied group transgelin concentrations were
higher in men, and SMM/untreated patients were mostly men. However, since we were
not able to identify previous reports on transgelin in patients with SMM, and the number
of patients with SMM in our study is very low, we may only speculate on this finding.

There are several limitations of the present study that have to be emphasized. First,
the study group is a heterogenous sample of patients from the outpatient clinic. Differences
in individual and disease characteristics can mask the relationship of transgelin-2 with
renal involvement. Moreover, there are no standardized laboratory assays to measure
transgelin concentrations. Although we provided the information on serum transgelin in a
small group of healthy persons, these data must be considered provisional. Transgelin-2
has been scarcely studied in MM and understanding of its mechanistic role and potential
place as a marker of kidney injury requires differentiation of the major source of this
molecule in circulation. Subsequent studies should investigate kidney biopsy samples to
reveal the association between transgelin and various types of kidney injury in MM, and
should validate our findings in a comparative study with renal involvement and control
population.

4. Materials and Methods
4.1. Study Design and Patients

This was a prospective observational study. Patients were recruited during ambulatory
control visits at the Departments of Hematology of the University Hospital in Krakow,
Poland. Age > 18 years and the diagnosis of SMM or MM according to International
Myeloma Working Group represented the inclusion criteria. The exclusion criteria were the
following: (1) recent active infection, (2) a history of hepatitis B, C, or human immunodefi-
ciency virus (HIV) infection, and (3) cancers other than myeloma. For all patients, detailed
history of the disease was collected from available medical records. Data collected at the
initial study visit included patient’s age and sex, the date of initial diagnosis of SMM or
MM, the current diagnosis, the presence of bone lesions on X-ray, and the information about
past and present treatment including the response to the treatment: complete response
(CR), partial response (PR), stable disease (SD), or progressive disease (PD). The follow-up
data were collected after 27 months from the start of the study, and included (1) the date
and the cause of death, (2) the results of laboratory tests, including serum creatinine and
eGFR obtained at the final follow-up visit.

Control group was recruited in order to obtain the reference results of non-standard
laboratory tests and included 32 healthy volunteers (16 women, 16 men) aged 29 to 74 years.

4.2. Ethics Statement

The study was conducted according to the principles of the Declaration of Helsinki and
in compliance with the International Conference on Harmonization/Good Clinical Practice
regulations. The study was approved by the Bioethics Committee of the Jagiellonian
University and all patients signed an informed consent for their participation. All patients
were treated at the Department of Hematology, University Hospital in Krakow.
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4.3. Blood Samples and Laboratory Tests

In the morning of the day of blood collection following overnight fasting and rest,
routine laboratory tests of both patients and control subjects were performed, which
included complete blood counts, serum concentrations of creatinine, serum activity of
lactate dehydrogenase, total protein, albumin, 32-microglobulin, free light chains, urine
concentrations of light chains, alanine and aspartate aminotransferases, and ferritin.

Blood was collected based on Good Laboratory Practice (GLP) and Good Clinical
Practice (GCP) principles by qualified staff. Blood was collected to closed tubes with
clot activator. The samples were mixed and kept in the ambient temperature in vertical
position for 30 min, then centrifuged at 1300 g for 15 min. After centrifugation, serum was
aliquoted and kept at —70 °C until analysis. We did not use hemolyzed or lipemic samples.

Serum samples for other laboratory tests were aliquoted and stored at a temperature
below —70°C. These non-routine laboratory tests included urine NGAL monomer, urine
IGFBP-7 and TIMP-2, urine cystatin-C, transgelin, periostin, hepcidin and interleukin 6 (IL-6).

Automatic biochemical analysers, Hitachi 917 (Hitachi, Ibaraki, Japan) and Modular P
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), were used. Hematological parameters were
measured using a Sysmex XE 2100 analyser (Sysmex, Kobe, Japan). The concentration of
serum FLC, urine LC (k and A type) and 32-microglobulin were measured by immunoneph-
elometric method on a BN II analyser (Siemens GmbH, Goerlitz, Germany). The determi-
nation of free light chains (FLC «, FLC A) were performed using Freelite reagents (Binding
Site, Birmingham, UK) with reference ranges: 1.7-3.7 g/L and 0.9-2.1 g/L respectively. The
immunophenotype of monoclonal protein was determined by serum immunofixation (IFE)
on agarose gel (EasyFix G26, Interlab, Italy).

The eGFR value was calculated based on serum creatinine using Chronic Kidney
Disease-Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) 2009 formula based on serum creatinine
and cystatin C.

The non-routine laboratory tests were performed in series, using commercially avail-
able immunoenzymatic test kits. Serum IL-6 was measured using Quantikine ELISA
Human IL-6 Immunoassay (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA), with the mini-
mum detectable level of 0.70 pg/mL, and the intra- and interassay precision of 2.0% and
3.8%, respectively. The reference range for IL-6 was 3.13-12,5 pg/mL. Serum transgelin was
measured using Human TAGLN (Transgelin) ELISA Kit (Wuhan Fine Biotech Co, Wuhan,
China), with the detection range of 0.625-40 ng/mL, and the intra- and interassay precision
of 8% and 10%, respectively, as reported by the manufacturer of the assay. Serum periostin
was measured using Periostin Enzyme Immunoassay Kit (Biomedica Medizinprodukte
GmbH &Co KG, Wien, Austria), with the detection range of 04000 pmol/L; limit of detec-
tion of 20 pmol/L and the intra- and interassay precision of 3.0% and 6.0% respectively.
Serum hepcidin 25 levels were measured using Hepcidin 25 human Cet. No. 5-1337 kit
(Peninsula Laboratories International, Inc., San Carlos, CA, USA). The detection range for
hepcidin 25 is 0.02-25 ng/mL. Urine NGAL monomer was assessed using Human NGAL
monomer-specific ELISA Kit (BioPorto Diagnostics A /S, Hellerup, Denmark), with the min-
imum detectable dose of 10 pg/mL and the detection range for NGAL of 10-1000 pg/mL.
Urine IGFBP-7 was measured using IBP-7 ELISA Kit (EIAab Science Inc, Wuhan, China).
The detection range for IGFBP7 was 0.312-20 ng/mL. Urine TIMP-2 levels were measured
using Human Metalloproteinase inhibitor 2 ELISA Kit (EIAab Science Inc, Wuhan, China),
with the detection range of 0.312-20 ng/mL. Cystatin C concentrations in urine and serum
were measured using Human Cystatin C ELISA- IVD (BioVendor Research and Diagnostic
Products, Brno, Czech Republic), with the detection range of 0.25-25 ng/mL, and the intra-
and interassay precision of 3.5% and 10.4%, respectively.

4.4. Statistical Analysis

Data were reported as number of patients and percentages of the group for categories
and mean (standard deviation, SD) or median (lower; upper quartile) for quantitative vari-
ables with or without normal distribution, respectively. The Shapiro-Wilk’s test was used
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to assess normality. As serum transgelin values were not normally distributed, they were
compared between groups with Mann-Whitney’s or Kruskal-Wallis’ test. Age-adjusted
logistic regression was used to verify serum transgelin level difference between patients
and controls. Spearman rank correlation coefficient was used to assess simple correlations.
Stepwise backward multiple linear regression was used to look for independent predic-
tors of serum transgelin level. The model included the variables significantly (p < 0.05)
correlated with serum transgelin in simple analysis. Multiple linear regression was also
used to evaluate the association between baseline serum transgelin and eGFR values at the
end of the follow-up. Serum transgelin was included in the models either as a continuous
variable or after categorization into tertiles. The models were adjusted for the variables
significantly correlated with final eGFR values in simple analysis and pre-specified clini-
cally relevant confounders (age, sex, previous treatment, treatment response, observation
duration). Right-skewed variables were log-transformed before inclusion into linear re-
gression models. Simple proportional hazard Cox regression was used to check for the
association between serum transgelin concentrations and overall and MM-specific survival.
The survival time was calculated from the start of the study until patient’s death or the
date of his/her last follow-up. The statistical tests were two-tailed and p < 0.05 indicated
statistical significance. Statistica 12.0 (StatSoft, Tulsa, OK, USA) was used for computations.

5. Conclusions

Our study shows for the first time that elevated serum transgelin is negatively as-
sociated with glomerular filtration rate in MM and predicts a decrease in renal function
over long-term follow-up. However, elevated serum transgelin in MM might be associated
with other pathological processes, e.g., malignancy, or inflammation, as well as with MM
treatment. Considering the limitations of our study, further work is needed to evaluate
transgelin expression in various types of renal involvement in MM. Still, our findings
support previous reports that link transgelin to kidney fibrosis.
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Rozdzial 8. Streszczenia artykulow

8.1 New markers of renal failure in multiple myeloma and monoclonal

gammopathies.
Rok publikacji 2020; IF 4,242; MNiSW 140

Szpiczak mnogi stanowiacy 1% nowotworow krwi jest odpowiedzialny
za znaczng S$miertelnos¢, ktora zwykle jest zwiazana z uszkodzeniem nerek.
Podwyzszone stezenie kreatyniny u pacjentow z MM zwykle ogranicza wybor linii
chemioterapii, przez co wplywa na przezycie mimo ze pozostaje odwracalnym
czynnikiem pogarszajacym rokowanie. Dotychczasowe, tatwo dostepne markery
uszkodzenia nerek jak kreatynina czy cystatyna C majg szereg oOgraniczen:
podwyzszone st¢zenie jest obserwowane z opdznieniem czasowym w stosunku do czasu
uszkodzenia, liczne czynniki zaburzajace faktyczne st¢zenie tych markerow, niewielka
czutos¢ w przypadku niewielkich zmian filtracji klebuszkowej. Dotychczas
w przypadku pacjentow z MM najwiecej badan dotyczy dwoch markerow uszkodzenia
nerek: NGAL oraz cystatyny C z uwagi na ich czutos¢ w przypadku uszkodzenia nerek
oraz jako wskazniki uszkodzenia cewek nerkowych.

Cel: Ocena przydatnosci i korzysci z oznaczania nowych markerow uszkodzenia
nerek w MM.

Whnioski: Coraz wiecej nowych markeréw uszkodzenia nerek jak: KIM-1,
IGFBP-7 i TIMP-2, RBP (ang. retinol binding protein) czy aktynina A jest badanych
jako molekuty wskazujace na ostre uszkodzenie nerek, a w przypadku IGFBP-7
czy TIMP-2 na subostre uszkodzenie nerek w okresie kiedy stezenie kreatyniny
pozostaje jeszcze w normie. Ponadto niektore z markerow wydaja si¢ by¢ zwigzane
z konkretnymi odcinkami nefronu: TIMP-2 gtownie z cewka dystalng, a IGFBP-7
z cewka proksymalng. Z uwagi na nadal niewystarczajaca ilo$¢ badan nad nowymi
markerami uszkodzenia nerek, brak standaryzacji ich stgzen, ograniczenia wywotane
przez oddziatywania samego nowotworu w przypadku MM, dalsze szczegotowe
badania sg konieczne i moga zaOwocowacé w przysztosci stworzeniem panelu markerow
wskazujacych na przyszta progresje uszkodzenia nerek i konkretne miejsca uszkodzenia

nefronu.
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8.2 Renal impairment detectors: IGFBP-7 and NGAL as tubular injury markers

in multiple myeloma patients.

Rok publikacji 2021; IF 2,43; MEIN 40

Markery cewkowego uszkodzenia nerek oznaczane w moczu: IGFBP-7
oraz TIMP-2 sg uznawane za markery AKI i $wiadczg gldwnie o zajeciu cewek
nerkowych. U niemalze potowy pacjentéw ze szpiczakiem mnogim dochodzi do zajecia
nerek (obnizenie eGFR) w mechanizmie uszkodzenia przez FLCs.

Cel: Analiza korelacji IGFBP-7, TIMP-2 i monomeru NGAL z dotychczas
stosowanymi markerami uszkodzenia nerek (kreatynina, cystatyna C) i oceng filtracji
klebuszkowej (eGFR) na podstawie wzoréw CKD-EPI opartych na stezeniu kreatyniny
oraz cystatyny C oraz z markerami zaawansowania i prognostycznymi szpiczaka
mnogiego, a takze korelacji pomigdzy samymi markerami uszkodzenia nerek. Badania
wykonano u 124 ze 126 zrekrutowanych chorych z uwagi na ograniczona ilos¢
odczynnikow IGFBP-7 i TIMP-2 koniecznych do kontroli.

Whyniki: Stezenie IGFBP-7 w surowicy krwi i w moczu bylo wyzsze
u pacjentow z obnizong filtracjag kl¢buszkows: 11,83 ng/ml (5,57; 31,84)
dla eGFR <60 ml/min/1,73m? vs 4,81 ng/ml (2,15; 9,55) dla eGFR >60 ml/min/1,73m?,
p<0,001 dla stgzen w moczu. Stezenie monomeru NGAL w moczu jest niezaleznym
czynnikiem predykcyjnym filtracji klebuszkowej (eGFR wyliczany z formuty
CKD-EPI) (R=-0,34; p<0,001), w mniejszym stopniu IGFBP-7 (R=-0,37; p<0,001).
Ponadto stezenie IGFBP-7 w moczu korelowato ze stadium zaawansowania choroby
(najwyzsze obserwowano u pacjentow ze szpiczakiem mnogim mediana 2,59; dolny;
gorny kwartyl 2,60; 4,09 ng/ml; p=0,011, w poréwnaniu z grupa kontrolng). Wsrod
pacjentow z MM, ktorzy otrzymywali chemioterapi¢, obserwowano wyzsze stgzenie
IGFBP-7 w moczu, w grupie pacjentow po przeszczepieniu szpiku (autoPBSCT)
stezenie IGFBP-7 w moczu byto nizsze niz u pozostatych pacjentow. Ponadto stezenie
IGFBP-7 i NGAL w moczu korelowato ze stezeniem prognostycznych markerow

zaawansowania choroby nowotworowej: stezeniem w moczu tancuchow lekkich kappa

(R=0,30; p=0,001 oraz R=0,26; p=0,003) i lambda (R=0,28; p=0,002
oraz R=0,33; p<0,001), stezeniem albuminy (R=—0,32; p<0,001
oraz R=-0,28; p=0,001) i B2-mikroglobuliny (R=0,48; p<0,001

oraz R=0,38; p<0,001) w surowicy krwi oraz ze stadium zaawansowania choroby
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wg ISS. Ponadto nowe markery uszkodzenia nerek sa ze soba powiazane: IGFBP-7
I TIMP-2 oznaczane w moczu korelowaty z cystatyng C i monomeru NGAL
0znaczanymi W moczu.

Whioski: Oznaczenia stezen IGFBP-7 i monomeru NGAL w moczu mogg by¢
przydatnymi markerami uszkodzenia cewek nerkowych w grupie pacjentow z MM
i eGFR >60 ml/min/1,73m? z uwagi na ich predykcyjny potencjat dotyczacy
rozwijajagcego sie z czasem przewlekltego uszkodzenia nerek prowadzacego
do obnizenia eGFR <60 ml/min/1,73m?. Zmiany stezen IGFBP-7 w moczu zaleza
od stadium zaawansowania MM i etapu leczenia, co moze prowadzi¢ do rozpoczecia
leczenia i jego doboru w oparciu o biomarkery. Efektem tego moze by¢ wczesne
i celowane leczenie, ktore zmniejszy zajecie nerek w MM prowadzace
do ich przewlektego uszkodzenia i wptynie na jako$¢ zycia i przezywalnos$¢ pacjentow.
Opracowanie panelu biomarkerow wydaje si¢ korzystniejsze w poréwnaniu z jednym
z uwagi na ich korelacje oraz potencjalne wskazanie konkretnego miejsca uszkodzenia

nefronu.
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8.3 Transgelin-2 in multiple myeloma: a new marker of renal impairment?

Rok publikacji 2022; IF 4,412; MEiN 140

Trnasgelina-2 jest nie tylko markerem uszkodzenia nerek zwigzanym
z wloknieniem $rédmigzszu, ale wplywa réwniez na progresje nowotworu poprzez
oddzialywanie na mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego.

Cel: Praca ocenia stezenie transgeliny-2 oraz jej zalezno$ci z markerami
uszkodzenia cewek nerkowych oznaczanymi w moczu (cystatyng C, NGAL, IGFBP-7
I TIMP-2) i zwigzek z markerami zajecia narzadowego, zaawansowania
I prognostycznymi szpiczaka mnogiego (FLC, B2-mikroglobulina, klasyfikacja ISS,
wskazniki anemii: ferrytyna, hepcydyna) w grupie 126 pacjentow.

Wyniki: Stezenie transgeliny-2 jest wyzsze u pacjentow z MM w poréwnaniu
z grupg kontrolng ($rednia 84,1 ng/ml (65,4-116,4) vs 69,3 ng/ml (56,8-90,4), p<0,05)
I zwigzane jest ze stezeniem kreatyniny (R=0,29; p=0,001) oraz filtracjg kl¢buszkowa
eGFR (CKD-EPICr) (R=-0,25; p=0,007). Po okresie follow-up (mediana 21 miesiecy
obserwacji) eGFR obnizyt si¢ u 47 (37%) pacjentow, a pozostal niezmieniony
lub  wzrost wsrod 71  (56%) chorych. Grupa pacjentéw z obnizonym
eGFR (< 60ml/min/1,73m?) miata wyzsze poczatkowe stezenie transgeliny-2
w poréwnaniu z pozostatymi chorymi (mediana 106,6 ng/ml vs 83,9 ng/ml; p=0,051).
Stezenie trangeliny-2 korelowato rowniez ze stezeniem kreatyniny i eGFR po okresie
follow-up (R=0,37; p<0,001 oraz R=—0,33; p<0,001). Wyzsze stezenie transgeliny-2
istotnie przewidywalo obnizenie wartosci eGFR po okresie obserwacji, niezaleznie
od poczatkowej wartosci eGFR, st¢zenia innych markerow cewkowego uszkodzenia
nerek, wieku, ptci, otrzymanego leczenia czy odpowiedzi na leczenie i czasu obserwacji
(dla tertylu gornego R=—0,20 + 0,07; p=0,003). Stezenie transgeliny-2 korelowato
z markerami narzadowego zajecia przez MM, w przypadku anemii z ferrytyna
(R=-0,22; p=0,049), hepcydyna (R=—0,25; p=0,033). Pozytywne zaleznosci dotycza
stezenia FLC lambda (zwykle =zwigzanego z nerkowym uszkodzeniem)
(R=0,18; p=0,047). W przypadku pacjentéw z SMM (gtownie mezczyzni), gdzie eGFR
wynosito >60 ml/min/1,73m?, stezenie transgeliny-2 jest wyzsze. Moze to wynika¢
z obserwowanego wyzszego stezenia transgeliny-2 wsrod mezczyzn w calej grupie

badanych (chorzy z MM: mediana 96,2 ng/ml me¢zczyzni vs 78,8 ng/ml kobiety
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oraz pacjenci z SMM: mediana 149,2 ng/ml vs 82,4 ng/ml; p=0,003). Ponadto w grupie
kontrolnej u zdrowych kobiet obserwowano wyzsze stezenie transgeliny-2
(83,4 ng/ml vs 60,5 ng/ml; p=0,011). W grupie pacjentéw, ktorzy nie otrzymali leczenia
obserwowano wyzsze stezenie transgeliny-2 (mediana 145,2 ng/ml vs 82,5 ng/ml;
p=0,014). Nie obserwowano zaleznosci transgeliny-2 z cewkowymi markerami
uszkodzenia nerek jak: monomer NGAL, TIMP-2 czy IGFBP-7. Obserwowano jedynie
stabg korelacje ze stezeniem cystatyny C w moczu (R=0,19; p=0,042)
oraz po wykluczeniu pacjentow z SMM, ze stezeniem periostyny (R=-0,22; p=0,013).
Whnioski: Oznaczenie stezenia transgeliny-2 u pacjentow z MM moze przynies¢
wiele korzysci, gtownie jako wskaznik rozwijajacej si¢ niewydolnosci nerek
i predyktora przewlekltego uszkodzenia nerek w przysztosci, co wynika z procesow
wioknienia zachodzacych w nerkach, a w ktorych bierze udziat transgelina-2. Z uwagi
na udzial transgeliny-2 w procesie tumorogenezy, przewleklego stanu zapalnego
I rozwoju szpiczaka mnogiego, wzrost jej stezenia moze wynika¢ ze stadium
zaawansowania MM. Transgelina-2 moze by¢ uznanym markerem zlego przezycia
z uwagi na =zalezno$ci z uszkodzeniem nerek i samym rozwojem choroby
nowotworowej. Sposrod wielu markeréw cewkowego uszkodzenia nerek, transgelina-2
wydaje si¢ by¢ niezaleznym od pozostatych jak: NGAL, IGFBP-7 czy TIMP-2
markerem, co moze §wiadczy¢ o jej duzej przydatnosci klinicznej u pacjentoéw z MM
w postaci wczesnego i celowanego wiaczenia nowych lekow, co moze przyczynié
si¢ do zmniejszenia rozwoju przewlektego uszkodzenia nerek, zwigkszenia jakosci

zycia 1 przezywalno$¢ pacjentow z MM.
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Rozdzial 9. Wnioski

1. Stezenia IGFBP-7, monomeru NGAL w moczu oraz transgeliny-2 sa przydatnymi
1 wczesnymi markerami przewlektego uszkodzenia nerek u pacjentow z MM,
co moze wptywac na wybor schematu leczenia MM w przysztosci.

2. Stezenia IGFBP-7, monomeru NGAL w moczu i transgeliny-2 w surowicy Krwi
koreluja z obnizonym eGFR wyjsciowym pacjentow z MM. lloczyn st¢zen
IGFBP-7 x TIMP-2 koreluje tak samo jak IGFBP-7, lecz stabiej. Ani Stezenie
TIMP-2 w moczu, ani w surowicy krwi nie koreluje z eGFR.

3. Stezenia monomeru NGAL i IGFBP-7 w moczu oraz IGFBP-7 i transgeliny-2
w surowicy krwi koreluja z obnizonym eGFR po okresie follow-up u pacjentow
z MM. Monomer NGAL i IGFBP-7 sg niezaleznymi czynnikami predykcyjnymi
eGFR, lecz IGFBP-7 w mniejszym stopniu. Natomiast st¢zenie TIMP-2
w surowicy krwi stabo koreluje z obnizeniem eGFR. Stezenie transgeliny-2
w surowicy Krwi jest niezaleznym predyktorem obnizenia eGFR.

4. Stezenia IGFBP-7 i monomeru NGAL w moczu korelujg ze stadium
zaawansowania MM i markerami MM, natomiast dla stezen TIMP-2 w moczu
nie wykazano takich zaleznosci. Stezenie transgeliny-2 w surowicy krwi koreluje
z markerami MM.

5. Nowe markery uszkodzenia nerek jak: IGFBP-7, TIMP-2, monomer NGAL,
cystatyna C oznaczane w moczu koreluja ze soba. Sposrdéd markeréw cewkowego

uszkodzenia nerek, transgelina-2 jest markerem niezaleznym od pozostatych.

87



Rozdzial 10. Streszczenie

Szpiczak mnogi, trzeci co do czgstosci wystgpowania nowOtwor Krwi
w populacji europejskiej, dotyczy gléwnie oséb starszych. Obserwujemy rosnacg
zapadalno$¢ i chorobowos¢, wynikajacg ze starzejacego si¢ spoleczenstwa oraz lepszej
diagnostyki i rozpoznawalnosci MM.

Do najczesciej wystepujacych objawow szpiczaka mnogiego zaliczamy: anemig,
hiperkalcemie, objawy kostne i nerkowe. Uszkodzenie nerek wystepuje pod wieloma
postaciami i dotyczy az potowy chorych. Zmiany nerkowe najczesciej wynikaja
z nagromadzenia tancuchow lekkich. Zajecie nerek zwigzane jest z gorszym
rokowaniem, wieloma powiklaniami narzadowymi i ogranicza dostgpno$é
do chemioterapii czy przeszczepienia szpiku. Uzyskanie powrotu funkcji nerek
(nawet u 30-50% chorych) moga zapewni¢ wczesnie postawiona diagnoza i szybkie
wlaczenie celowanego leczenia. Druga po zakazeniach przyczyna zgonu wérdd chorych
na MM jest wiasnie niewydolnos¢ nerek.

W praktyce Klinicznej, aby oceni¢ stopien uszkodzenia nerek, rutynowo
stosowane jest oznaczanie stg¢zenia kreatyniny w surowicy krwi. Cystatyna C i NGAL
sg dobrze poznanymi czgsteczkami, jednak nie stanowig idealnych markerow
uszkodzenia nerek. Do nowych biomarkerow cewkowego uszkodzenia nerek naleza
molekuty takie jak: IGFBP-7, TIMP-2 czy transgelina-2.

Cykl prac ocenia przydatnos¢ nowych markeréw uszkodzenia nerek: IGFBP-7,
TIMP-2, transgeliny-2 czy monomeru NGAL u pacjentow z MM, wyplyw samego
nowotworu i zajecie nerek w przebiegu MM na ich stgzenie oraz wzajemne korelacje
markerow nerkowych.

W grupie zakwalifikowanych chorych z rozpoznanym objawowym MM
lub SMM, oznaczano biomarkery uszkodzenia nerek w surowicy krwi i moczu
(monomer NGAL, cystatyne C, IGFBP-7, TIMP-2, transgeling-2). W okresie follow-up
- 27 miesiecy (mediana 21 miesigcy) OCeniano ponownie stgzenie kreatyniny
oraz eGFR, a takze zebrano dane dotyczace zgonu (jezeli wystgpil) i jego przyczyny.
Zaobserwowano, w poréwnaniu z grupa kontrolna, podwyzszone stezenia markerow
cewkowego uszkodzenia nerek u pacjentow z MM. Ponadto st¢zenia IGFBP-7
i monomeru NGAL oznaczane w moczu oraz stgzenie transgeliny-2 w surowicy krwi,
koreluja ze spadkiem filtracji ktebuszkowej eGFR <60 ml/min/1,73m?, oznaczanej

na podstawie wzoru CKD-EPI, w okresie follow-up 27 miesigcy (mediana 21 miesiecy).
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Stezenia IGFBP-7 i monomeru NGAL Koreluja takze ze stadium zaawansowania MM
(wg ISS) i jego markerami (stezeniem w moczu tancuchéw lekkich kappa i lambda,
stezeniem albuminy i B2-mikroglobuliny). Nie wszystkie cewkowe markery
uszkodzenia nerek korelujg wzajemnie ze sobg — sposrod nich transgelina-2 wydaje
si¢ by¢ niezaleznym markerem.

Ponadto IGFBP-7 z monomerem NGAL oznaczane w moczu oraz stezenie
transgeliny-2 w surowicy krwi wydajg sie¢ by¢ predykcyjnymi markerami rozwoju
przewlektego uszkodzenia nerek w trakcie trwania MM.

Na podstawie powyzszych badan mozna wysung¢ wnioski, ze 0Oznaczanie
cewkowych markeréw uszkodzenia nerek w populacji pacjentow z MM pozwala
wczesnie przewidywaé rozwdj przewleklego uszkodzenia nerek, a dzigki temu
odpowiednio weczesnie wdrozy¢ leczenie, w przysztosci celowane, 1 zapobiec
rozwojowi niewydolnosci nerek. Nalezy jednak pamigta¢ o oddziatywaniach
i zalezno$ciach samego szpiczaka mnogiego na badane markery i mozliwe interakcje.
Zasadnym wydaje si¢ hipoteza stworzenia paneli biomarkeréw, €O umozliwi
wyeliminowanie wptywu innych czynnikoéw wynikajacych z zajecia kosci przez
nowotwor, a by¢ moze pozwoli zlokalizowac czesci nefronu, ktore ulegaja uszkodzeniu
I dzigki temu bedzie ekwiwalentem biopsji nerki, szczegdlnie w przypadku

przeciwwskazan do jej wykonania.
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Rozdzial 11. Summary

Multiple myeloma is the third most common hematological neoplasm
in the european population mainly affecting elderly patients. Common access
to diagnostic tools and aging society has lead increasing incidence rate and morbidity.

The most common symptoms of MM are: anemia, hypercalcemia, bone
disorders and kidney injury. Variety of the nephrological patterns of kidney injury refers
to even half of the patients with MM. Renal insufficiency correlates with poor survival,
other organ damage and limits access to treatment: chemotherapy and autoPBSCT.
Early diagnosis and targeted treatment at the beginning of MM may be crucial in kidney
recovery and may affect even 30-50% of patients. Renal insufficiency is the second
cause of death in MM patients.

In clinical practice, routinely serum creatinine level is used to evaluate kidney
damage. Acclaimed markers such as cystatin C and NGAL, mainly applied in research
data are not ideal renal impairment biomarkers. Novel tubular kidney injury biomarkers
such as: IGFBP-7, TIMP-2 and transgelin-2 are in the interest of present day research.

The aim of this study was to evaluate the importance and utility of markers such
as IGFBP-7, TIMP-2, transgelin-2 and monomer NGAL in MM patients, the influence
of neoplasm on their concentrations and interactions between tubular injury biomarkers.

In the group of recruited patients with MM or SMM serum and urine
concentrations of monomer NGAL, cystatin C, IGFBP-7, TIMP-2 and transgelin-2 were
measured. The follow-up data included the date and cause of death, and the results
of laboratory tests - including serum creatinine and eGFR obtained at the final follow-
up visit. Elevated serum and urine levels of these biomarkers were observed in MM
patients at the beginning of the study in comparison to the control group. The urine
concentration of monomer NGAL and IGFBP-7 and serum concentration of transgelin-
2 correlated with the decrease of eGFR (<60 ml/min/1.73m2 based on CKD-EPI
formula) after follow-up. IGFBP-7 and monomer NGAL concentrations corelate with
higher disease stage according to ISS and with myeloma burden markers such as FLCs,
serum albumin and B2-microglobulin levels. Majority of tubular biomarkers correlate
with one another; however transgelin-2 seems to be an independent marker. Urine
monomer NGAL and urine IGFBP-7 similarly to serum transgelin-2 may be considered

predicative of future chronic kidney development.
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These studies show that early measurement of tubular injury biomarkers in MM
patients allows to predict the development of chronic kidney injury. In turn earlier
implementation and targeted treatment may improve renal outcomes and life expectancy
in MM. However, the interactions between tumor burden and tubular kidney injury
biomarkers should be taken into consideration and further investigations are needed.
Therefore, the idea of creation of biomarkers panels seems to be superior in future

development of their use.
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9(6), 2020, str. 1652 o$wiadczam, iz moj wlasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
wynosi 4,4 % i polegal na:

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednocze$nie  wyrazam zgode na przedlozenie Ww/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego
tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji manuskryptu;

- przygotowaniu i korekcie manuskryptu;

- analizie i interpretacji prac zrédtowych;

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu.
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Krakoéw, dnia 11.01.2022 r.
Prof. UJ, dr hab. n. med. Katarzyna Krzanowska
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,New Markers of Renal Failure in Multiple Myeloma
and Monoclonal Gammopathies” opublikowanej w Journal of Clinical Medicine, vol.
9(6), 2020, str. 1652 o$wiadczam, iz moj wtasny wktad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji
wynosi 10,5 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji manuskryptu;

- przygotowaniu i korekcie manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu;

- pozyskaniu finansowania.

Jednocze$nie  wyrazam zgod¢ na przedlozenie Ww/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cze¢$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$s¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji manuskryptu;

- przygotowaniu i korekcie manuskryptu;

- analizie i interpretacji prac zrédtowych;

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

serade e T L T AT S s s s s e e A

(podﬁis wspotautora)
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13.2 Renal impairment detectors: IGFBP-7 and NGAL as tubular injury markers

in multiple myeloma patients

autorstwa: Karoliny Woziwodzkiej, Jolanty Matyszko, Ewy Koc-Zérawskiej, Marcina

Zorawskiego, Pauliny Dumnickiej, Artura Jurczyszyna, Krzysztofa Batko, Pauliny

Mazur, Malgorzaty Banaszkiewicz, Marcina Krzanowskiego, Pauliny Gotasy, Jacka A.

Matyszko, Ryszarda Drozdza i Katarzyny Krzanowskiej, opublikowanej w Medicina

(Kaunas).

Imig¢ i nazwisko

Charakter wktadu

Procentowy

- wykonanie bazy danych, zbieranie danych
I ich opracowanie;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan
i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie

manuskryptu.

wspotautora udziat [%]
Karolina - opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie 33
Woziwodzka hipotezy badawczej;

Jolanta Matyszko

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- korekta i ostateczne opracowanie manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu.

10,6

Ewa Koc-

Z6rawska

- wykonanie oznaczen laboratoryjnych;
- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

41
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I metodologii;

- ostateczne opracowanie manuskryptu.

Marcin Zérawski | - wykonanie oznaczen laboratoryjnych; 4,1
- opracowanie badan i metodologii;
- wykonanie i opracowanie badan laboratoryjnych;
- korekta manuskryptu;
- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu.
Paulina - wykonanie analizy statystycznej i interpretacja 5,2
Dumnicka wynikow tej pracy;
- przygotowanie oprogramowania,;
- opracowanie danych;
- opracowanie badan i metodologii;
- przygotowanie manuskryptu i ostateczne jego
opracowanie.
Artur Jurczyszyn | - opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie 4,1
hipotezy badawczej;
- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;
- analiza piSmiennictwa;
- weryfikacja wynikow;
- ostateczne opracowanie manuskryptu;
- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu.
Krzysztof Batko | - opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie 4,5
hipotezy badawczej;
- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;
- analiza pi$miennictwa;
- weryfikacja wynikow;
- przygotowanie oprogramowania;
- wizualizacja i ostateczne opracowanie
manuskryptu.
Paulina Mazur - wykonanie oznaczen laboratoryjnych; 3,5

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;
- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii.
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Matgorzata

Banaszkiewicz

- wykonanie bazy danych, zbieranie danych
I ich opracowanie;
- analiza pismiennictwa, opracowanie badan

i metodologii.

4,1

Marcin

Krzanowski

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

I metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie
manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng forma manuskryptu.

41

Paulina Gotasa

- analiza pismiennictwa, opracowanie badan
i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu.

3,5

Jacek A.
Matyszko

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

- korekta i ostateczne opracowanie manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu.

41

Ryszard Drozdz

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- ostateczne opracowanie manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu.

4,3

Katarzyna

Krzanowska

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

I metodologii;

- przygotowanie manuskryptu;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie

10,8
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manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu pracy.

Wszyscy wspotautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie tej publikacji w pracy
doktorskiej lek. Karoliny Woziwodzkiej.
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Lek. Karolina Woziwodzka

Katedra i Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol.
57(12), 2021, str. 1348 os$wiadczam, iz mdj wilasny wklad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w
formie publikacji to:

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie hipotezy badawczej;

- wykonanie bazy danych, zbieranie danych i ich opracowanie;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie manuskryptu.

Procentowy udzial w jej powstaniu okreslam na 33%.
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Warszawa, dnia 11.01.2022 r.
Prof. dr hab. n. med. Jolanta Matyszko

Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Choréb Wewnetrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny
OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
10,6 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- korekcie i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie @ w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzkg jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg$s¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspotautora) §
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Biatystok, dnia 11.01.2022 r.
Dr hab. n. med. Ewa Koc-Zérawska
Il Klinika Nefrologii z Oddziatlem Leczenia
Nadcisnienia T¢tniczego i Pododdziatem Dializoterapii

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie
i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,1 % i polegat na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pis$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzkg jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspotautora)
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Biatystok, dnia 11.01.2022 r.
Dr n. med. Marcin J. Zérawski
Zaktad Medycyny Klinicznej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol.
57(12), 2021, str. 1348 oswiadczam, iz moj wilasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w
formie publikacji wynosi 4,1 % i polegat na:

- opracowaniu badan i metodologii, wykonaniu i opracowaniu badan
laboratoryjnych;

- korekcie manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu.

Jednocze$nie  wyrazam zgod¢ na przedlozenie Ww/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czgs¢ wWw. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

odpis wspotautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Dr n. med. Paulina Dumnicka
Zaktad Diagnostyki Medycznej

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
5,2 % 1 polegat na:

- wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikow tej pracy;

- przygotowaniu oprogramowania;

- opracowaniu danych;

- opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu i ostatecznym jego opracowaniu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzkg jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspotautora)
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Prof. dr hab. n. med. Artur Jurczyszyn
Klinika i Katedra Hematologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

/

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol.
57(12), 2021, str. 1348 oswiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
4,1 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;
- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa;

- weryfikacji wynikdéw;

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na: - opracowaniu koncepcji badan
oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu; - analizie i interpretacji
wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.
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Krakow, dnia 11.01.2022 .
Lek. Krzysztof Batko
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii
Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wiasny wkiad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
4,5 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa;

- weryfikacji wynikow;

- przygotowaniu oprogramowania;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie @ w/w  pracy  przez
lek. Karolinge Woziwodzkg jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie
zbioru artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia Cze$¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

.........................................

L.
(podpis wspalautora)
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Krakoéw, dnia 11.01.2022 r.
Dr Paulina Mazur
Zaktad Diagnostyki Medycznej
Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol.
57(12), 2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wilasny wkilad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w
formie publikacji wynosi 3,5 % i polegal na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii.

Jednocze$nie  wyrazam zgod¢ na przedlozenie w/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cze¢$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$S¢ Ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;
- przygotowaniu manuskryptu pracy;
- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

/ \ : N \ \\ \
...... RAGITD IR DRV SR V) S

(podpis wspolautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Lek. Matgorzata Banaszkiewicz
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol.
57(12), 2021, str. 1348 oswiadczam, iz moj wilasny wkiad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy W
formie publikacji wynosi 4,1 % i polegat na:

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii.

Jednocze$nie  wyrazam zgod¢ na przedlozenie Ww/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego
tematycznie zbioru artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze§¢ Ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;
- przygotowaniu manuskryptu pracy;
- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

...................................................

(podpis wspotautora)
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Dr hab. n. med. Marcin Krzanowski
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 oswiadczam, iz mdj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
4,1 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng forma manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$s¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Dr hab. n. med. Marcin Krzanowski
specjalista choréb wewy e;}y*/nych

NEFRQLC >}{§/‘
REUMALOTO
14

(podpis wspdlautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Lek. Paulina Gotasa
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii
Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol.
57(12), 2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wilasny wkilad merytoryczny w
przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w
formie publikacji wynosi 3,5 % i polegat na:

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam zgod¢ na przedlozenie w/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego
tematycznie zbioru artykutow opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia Cz¢$¢ Ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;
- przygotowaniu manuskryptu pracy;
- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspolautora)
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Biatystok, dnia 11.01.2022
Prof. dr hab. n. med. Jacek A. Matyszko
| Klinika Nefrologii i Transplantologii z Osrodkiem Dializ

Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz modj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
4,1 % 1 polegal na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pis$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- korekcie i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ Ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspotautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Dr hab. n. med. Ryszard Drozdz
Zaktad Diagnostyki Medycznej

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
4,3 % 1 polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng forma manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie @ w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzkg jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspélautora)
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Prof. UJ, dr hab. n. med. Katarzyna Krzanowska
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Renal Impairment Detectors: IGFBP-7 and NGAL as
Tubular Injury Markers in Multiple Myeloma Patients” opublikowanej w Medicina, vol. 57(12),
2021, str. 1348 os$wiadczam, iz moj wiasny wklad merytoryczny w przygotowanie,
przeprowadzenie i opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi
10,8 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu;

- pozyskaniu finansowania.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie @ w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzkg jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspotautora)
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13.3 Transgelin-2 in multiple myeloma: a new marker of renal impairment?

autorstwa: Karoliny Woziwodzkiej, Jolanty Matyszko, Ewy Koc-Zérawskiej, Marcina

Zorawskiego, Pauliny Dumnickiej, Artura Jurczyszyna, Krzysztofa Batko, Pauliny

Mazur, Malgorzaty Banaszkiewicz, Marcina Krzanowskiego, Pauliny Gotasy, Jacka A.

Matyszko, Ryszarda Drozdza i Katarzyny Krzanowskiej, opublikowanej w Molecules.

Imi¢ 1 nazwisko

wspodtautora

Charakter udziatu

Procentowy
wktad [%]

Karolina

Woziwodzka

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- wykonanie bazy danych, zbieranie danych

I ich opracowanie;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie

manuskryptu.

34

Jolanta Matyszko

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza, interpretacja i weryfikacja wynikow tej
pracy;

- analiza pi$miennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- korekta i ostateczne opracowanie manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng forma manuskryptu.

10,0

Ewa Koc-

Zo6rawska

- wykonanie oznaczen laboratoryjnych;
- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;
- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

4,8
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- przygotowanie manuskryptu pracy;

- ostateczne opracowanie manuskryptu.

Marcin J.

Zo6rawski

- wykonanie oznaczen laboratoryjnych;
- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- opracowanie badan i metodologii.

3,5

Paulina

Dumnicka

- wykonanie analizy statystycznej i interpretacja
wynikow tej pracy;

- przygotowanie oprogramowania;

- opracowanie danych;

- opracowanie badan i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu i ostateczne jego
opracowanie;

- nadzor nad ostateczng wersjg manuskryptu.

5,5

Artur Jurczyszyn

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie

manuskryptu.

4,0

Krzysztof Batko

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- opracowanie danych, analiza i interpretacja
wynikow tej pracy;

- analiza pismiennictwa;

- weryfikacja wynikow;

- przygotowanie oprogramowania;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie

manuskryptu.

45

Paulina Mazur

- wykonanie oznaczen laboratoryjnych;
- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

4,0
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I metodologii.

Matgorzata

Banaszkiewicz

- wykonanie bazy danych, zbieranie danych
i ich opracowanie;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan
I metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- weryfikacja wynikow.

3,5

Marcin

Krzanowski

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan

i metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie

manuskryptu.

4,1

Paulina Gotasa

- analiza piSmiennictwa;
- weryfikacja wynikow;

- przygotowanie manuskryptu.

3,0

Jacek A.
Matyszko

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan
i metodologii

- przygotowanie i korekta manuskryptu;

- weryfikacja wynikow;

- nadzor nad ostateczng formag manuskryptu.

41

Ryszard Drozdz

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

- korekta i ostateczne opracowanie manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng forma manuskryptu.

4,5

Katarzyna

Krzanowska

- opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie
hipotezy badawczej;

- analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

10,5
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- analiza piSmiennictwa, opracowanie badan
I metodologii;

- przygotowanie manuskryptu pracy;

- weryfikacja wynikow;

- wizualizacja i ostateczne opracowanie
manuskryptu;

- nadzor nad ostateczng formg manuskryptu.

Wszyscy wspotautorzy wyrazili zgode na wykorzystanie tej publikacji w pracy
doktorskiej lek. Karoliny Woziwodzkie;j.
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.

Lek. Karolina Woziwodzka

Katedra i Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal

Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, sfr. 79 oswiadczam, iz

moj wiasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie

badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji to:

opracowanie koncepcji badan oraz stworzenie hipotezy badawczej;
wykonanie bazy danych, zbieranie danych i ich opracowanie;
analiza i interpretacja wynikow tej pracy;

analiza piSmiennictwa, opracowanie badan i metodologii;
przygotowanie manuskryptu pracy;

weryfikacja wynikow;

wizualizacja i ostateczne opracowanie manuskryptu.

Procentowy udziat w jego powstanie okreslam na 34%.
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Warszawa, dnia 11.01.2022 r.
Prof. dr hab. n. med. Jolanta Matyszko

Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Choréb Wewnetrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of
Renal Impainnent?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz moj
wilasny wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz

przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 10,0 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;
- analizie, interpretacji i weryfikacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- korekcie i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng forma manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzkg jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cz¢$¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.
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Bialystok, dnia 11.01.2022 r.
Dr hab. n. med. Ewa Koc-Zérawska
Il Klinika Nefrologii z Oddzialem Leczenia
Nadciénienia Tetniczego i Pododdziatem Dializoterapii

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz moj wiasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,8% i polegat na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$¢ Www. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Hoe- 9oransin. e

(podpis wspotautora)
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Bialystok, dnia 11.01.2022 r.
Dr n. med. Marcin J. Zérawski
Zaktad Medycyny Klinicznej
Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz mo6j wiasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 3,5 % i polegat na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- opracowaniu badan i metodologii.

Jednoczeénie wyrazam zgod¢ na przedtozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspdtautora)

135



Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Dr n. med. Paulina Dumnicka
Zaktad Diagnostyki Medycznej

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz mo6j wlasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i oOpracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 5,5 % i polegat na:

- wykonaniu analizy statystycznej i interpretacji wynikow tej pracy;

- przygotowaniu oprogramowania;

- opracowaniu danych;

- opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu i ostatecznym jego opracowaniu;

- nadzor nad ostateczng wersja manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia cze$s¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspolautora)
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Prof. dr hab. n. med. Artur Jurczyszyn
Klinika i Katedra Hematologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,, Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker
of Renal Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79
o$wiadczam, iz mdj wlasny wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i
opracowanie badan oraz przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,0 % i
polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednocze$nie wyrazam zgode na przedlozenie w/w pracy przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cz¢$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego
tematycznie zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia czg§¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie piSmiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy,

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Lek. Krzysztof Batko
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii
Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz m6j whasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,5 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- opracowaniu danych, analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa;

- weryfikacji wynikow;

- przygotowaniu oprogramowania;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie  wyrazam  zgode na  przedlozenie  w/w  pracy  przez
lek. Karoling Woziwodzka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie
zbioru artykutéw opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czg¢$§¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

.........................................

1 | |
| (podpis wspolautora)
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Dr Paulina Mazur
Zaktad Diagnostyki Medycznej

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz m6j whasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4% i polegat na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pi$miennictwa, opracowaniu badan i metodologii.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako cze$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspoltautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Lek. Matgorzata Banaszkiewicz
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz moj whasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i Opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 3,5 % i polegat na:

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdjnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

...............................................

P
(podpis wspotautora)
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Krakéw, dnia 11.01.2022 r.
Dr hab. n. med. Marcin Krzanowski
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz mo6j wlasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,1 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

Dr hab. n. med. Marcin Krzanowski

spe(‘)alhla ¢ ]mn b \y’;l N I 1/7nych
OLC

(podpls \v.spol autora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Lek. Paulina Gotasa
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspoétautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz mo6j wlasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 3,0 % i polegat na:

- analizie pismiennictwa;

- weryfikacji wynikow;

- przygotowaniu manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedtozenie w/w pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Os$wiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu Koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

~

?Wﬂﬂ-ﬁﬂm’/’@
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(podpis wspotautora)
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Bialystok, dnia 11.01.2022 r.
Prof. dr hab. n. med. Jacek A. Matyszko
| Klinika Nefrologii i Transplantologii z Osrodkiem Dializ

Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz mo6j wlasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,1 % i polegat na:

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu i korekcie manuskryptu;

- weryfikacji wynikow;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgod¢ na przedtozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$é rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspotautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Dr hab. n. med. Ryszard Drozdz
Zaktad Diagnostyki Medycznej

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz mo6j wiasny
wklad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 4,5% i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- korekcie i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng forma manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrgbnienia czgs¢ ww. pracy
wykazuje indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspolautora)
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Krakow, dnia 11.01.2022 r.
Prof. UJ, dr hab. n. med. Katarzyna Krzanowska
Katedra Nefrologii, Dializoterapii i Transplantologii

Collegium Medicum Uniwersytet Jagiellonski

OSWIADCZENIE

Jako wspotautor pracy pt. ,,Transgelin-2 in Multiple Myeloma: A New Marker of Renal
Impairment?” opublikowanej w Molecules, vol. 27(1), 2022, str. 79 o$wiadczam, iz moj whasny
wktad merytoryczny w przygotowanie, przeprowadzenie i opracowanie badan oraz
przedstawienie pracy w formie publikacji wynosi 10,5 % i polegat na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu;

- nadzorze nad ostateczng formg manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na przedlozenie ww. pracy przez lek. Karoling
Woziwodzka jako czes$¢ rozprawy doktorskiej w formie spdojnego tematycznie zbioru artykutow
opublikowanych w czasopismach naukowych.

Oswiadczam, iz samodzielna i mozliwa do wyodrebnienia cze$s¢ ww. pracy wykazuje
indywidualny wktad lek. Karoliny Woziwodzkiej polegajacy na:

- opracowaniu koncepcji badan oraz stworzeniu hipotezy badawczej;

- wykonaniu bazy danych, zbieraniu danych i ich opracowaniu;

- analizie i interpretacji wynikow tej pracy;

- analizie pismiennictwa, opracowaniu badan i metodologii;

- przygotowaniu manuskryptu pracy;

- weryfikacji wynikow;

- wizualizacji i ostatecznym opracowaniu manuskryptu.

(podpis wspolautora)
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Rozdzial 14. Zgoda Komisji Bioetycznej - opinia i akceptacja poprawek

Ponizej zamieszczono opini¢ oraz akceptacje poprawek (zgod¢ na przedtuzenie
prowadzenia badan oraz zgode na wprowadzenie klauzuli RODQO) Komisji Bioetycznej

UJ na przeprowadzenie niniejszych badan.

146



OPINIA
nr 1072.6120.248.20],7 z dnia 30 listopada 2017 roku

Na zebraniu w dniu 30 listopada 2017 r. Komisja zapoznata sie
z wnioskiem z dnia 16 listopada 2017 r.

zlozonym:
przez kierownika tematu: dr hab. n. med. Katarzyna Krzanowska
zatrudnionego Katedra i Klinika Nefrologii UJCM

31 - 501 Krakéw, ul. Kopernika 15¢

oraz jego merytorycznym uzasadnieniem dotyczacym przeprowadzenia
eksperymentu  medycznego pt. ,Nowe markery uszkodzenia nerek,
wystepowania ryzyka choréb sercowo — naczyniowych oraz zburzen
gospodarki zelazowej pacjentéw z rozpoznanym szpiczakiem mnogim?.

Do wniosku dotaczono:
Protokét badania, wersja 1z dnia 16.11.2017 1.,

1.

2. Informacja dla uczestnika badania, wersja 1 z dnia 16.11.2017 r.

3. Formularz $wiadomej zgody uczestnika badania, wersja 1 z dnia 16.11.2017 .

4. Zgoda na przetwarzanie danych osobowych i wglad do dokumentacji medycznej uczestnika badania, wersja
I zdnia16.11.2017 r.

5. Lista pi$miennictwa.

6.  Zgoda Kierownika Katedry i Kliniki Nefrologii UICM na realizacje badania.

7. Zyciorys naukowy Wnioskodawoy.

8. Oswiadczenie o realizacji projektu w ramach prac badawczych UJ/UJCM wersja 1 z dnia 16.11.2017 r.

Komisja wyraza pozytywna opini¢ W sprawie przeprowadzenia
wnioskowanego badania - na warunkach okreslonych we wniosku oraz
dodatkowo zastrzegajac:

1/ obowigzek uzyskania pisemnej zgody kazdej osoby wyrazajacej wolg (gotowo$é) udziatu
w danym eksperymencie, zgodnie z obowigzujacym przepisami,

2/ obowiazek przedstawienia Komisji:

- wszystkich zmian w protokole majacych wplyw na przebieg oraz ocene badania,

- zawiadomienia o przyczynach przedwezesnego zakoniczenia badania,

- sprawozdania w toku przeprowadzanych badan - co szesé miesigcy,

- raportu konicowego,

3/ warunek uwzglednienia w kryteriach wylaczenia zespohu kruchosci.

Badanie moze by¢ prowadzone do dnia 30 listopada 2018 roku.

Sklad i dzialanie Komisji zgodne Z GCP oraz wymogami lokalnymi.
Lista czlonkéw Komisji bioracych udzial w posiedzeniu stanowi
zalgcznik do niniejszego dokumentu.

Krakoéw, dnia 30 listopada 2017 1.

SRR o

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Komisja Bioetyczna
Uniwersytetu

Jagiellofiskiego

ul. Podwale 3/5

PL 31-118 Krakow

tel. +48 (12) 37 04 38
kbet@cm-uj.krakow.pl

www.kbet.cm-uj.krakow
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Lista cztonkéw KOMISJI BIOETYCZNE] UJ biorgeych udziat w podjeciu uchwaty dotyczacej
opinii nr 1072.6120.248.2017:

2
4')
1. Przewodniczacy: prof. dr hab. med. Piotr Thor — lekarz — chirurg ogélny/urolog —— ‘fx 2
N
2. Z-ca Przewodniczacego: mgr Alicja Widera — psycholog kliniczny o/ A 4 L%i,ﬂ- CeLp
3 : ‘ T { /¢ " \AAa A
3. prof. dr hab. med. Roman Pfitzner — lekarz — chirurg ogdlny/kardiochirurg }v\)\:\,\,\lu\/\ ( [1 l I(\J
7 i
o . I
4. dr hab. med. Ewa Konduracka, prof. UJ — lekarz — internista/kardiolog 19 M

/
4

L

dr hab. med. Klaudia Stangel-Wojcikiewicz — lekarz — ginekolog-potoznik

= s
6. dr hab. med. Ewa Cichocka-Jarosz — lekarz — pediatra/alergolog % e 2

7. dr hab. n. med. Tomasz Kaczmarzyk — lekarz stomatolog — chirurg stomatolog ‘ /
|

8. dr hab. med. Piotr Major — lekarz — chirurg ogolny ’t\/l \Q/L/
| ﬂ/‘l
+

9. dr hab. Jerzy Brusito OFMConv. — duchowny

4

& e\ o

10.dr med. Aleksandra Goszez — lelkarz — internista/farmakolog kliniczny //i C o2
Ut

11.dr med. Stefan Bednarz — lekarz — internista q E e

12.dr med. Bartosz Grabski — lekarz — psychiatra/seksuolog

13.mgr Leszek Kadziela — radca prawny * li\,/@t/ttf
\ [

14. Jolanta Kopeé — potozna Winsnl
v
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AKCEPTACIJA
dot. opinii nt: 1072.6120.248.2017 z dnia 30 listopada 2017 roku

TYTUL BADANIA:

Nowe markery uszkodzenia nerek, wystgpowania ryzyka chordb
sercowo-naczyniowych oraz zaburzen gospodarki zelazowej pacjentow

z rozpoznanym szpiczakiem mnogim”

WNIOSKODAWCA:

dr hab. n. med. Katarzyna Krzanowska
Katedra i Klinika Nefrologii U] CM
31-501 Krakow, ul. Kopernika 15¢

PRZEDSTAWIONE DOKUMENTY:
1) Zgloszenie poprawki z dnia 06.09.2018 r.;
2) Protokd! badania — wersja 2 z dnia 03.09.2018 r.;

3) Zgoda na przetwarzanie danych osobowych i wglad do dokumentacji

medycznej uczestnika badania — wersja 2 z dnia 03.09.2018 r.

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego na posiedzeniu w dniu
20 wrzeénia 2018 r., po =zapoznaniu sie z wyzej wymienionymi

dokumentami, pozytywnie zaopiniowata zgtoszong poprawke.

Lista cztonkéw Komisji Bioetyczne] bioracych udziat w posiedzeniu:

Przewodniczgey: prof. dr hab. med. Piotr Thor - lekarz — chirurg ogélny/urolog
Zastepca przewodniczgcego: mgr Alicja Widera — psycholog kliniczny

Czionkowie:

prof. dr hab. med. Roman Pfitzner — lekarz — chirurg ogélny/kardiochirurg

dr hab. med. Klaudia Stangel-Wojcikiewicz — lekarz — ginekolog-potoznik

dr hab. med. Ewa Cichocka-Jarosz — lekarz — pediatra/alergolog

dr med. Aleksandra Goszcz — lekarz — internista/farmakolog kliniczny

dr med. Stefan Bednarz — lekarz — internista — przedstawiciel Okrggowej Rady Lekarskiej
w Krakowie

mgr Leszek Kadziela — radca prawny

Jolanta Kope¢ — potozna

Sklad i dzialanie Komisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi

Krakow, 20 wrzesnia 2018 1.

UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Komisja Bioetyczna
Uniwersytetu

Jagiellofiskiego

ul. Grzegérzecka 20

PL 31-531 Krakéw

tel. + 48 (12) 433 27 3
+ 48 (12) 43327 4

kbet @cm-uj.krakow.pl

www.kbet.cm-uj.krakow.f
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AKCEPTACJA
dot. opinii nr: 1072.6120.248.2017 z dnia 30 listopada 2017 reku

TYTUL BADANIA:

~Nowe markery uszkodzenia nerek, wystgpowania ryzyka chorob
sercowo-naczyniowych oraz zaburzen gospodarki zelazowe] pacjentdw
z rozpoznanym szpiczakiem mnogim”

WNIOSKODAWCA:

dr hab. n. med. Katarzyna Krzanowska
Katedra i klinika Nefrologii U] CM
31-501 Krakdw, ul. Kopernika 15¢

PRZEDSTAWIONE DOKUMENTY:

Zgloszenie poprawki z dnia 11 pazdziernika 2018 r. dotyczace] wyrazenia
zgody Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellofiskiego na przedluzenie
badania do 31 grudnia 2020 roku.

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego na posiedzeniu w dniu
25 pazdziernika 2018 t., po zapoznaniu sig z wyze] wymienionym dokumentem
pozytywnie zaopiniowata zgtoszong poprawke.

Lista cztonkéw Komisji Bioetycznej bioragcych udziat w posiedzeniu:

Przewodniczacy: prof. dr hab. med. Piotr Thor — iekarz — chirurg ogélny/urolog
Zastepea przewodniczacego: mgr Alicja Widera — psychelog kliniczny

Czlonkowie:

prof. dr hab. med. Roman Pfitzner — lekarz — chirurg ogélny/kardiochirurg

dr hab. med. Ewa Konduracka, prof. UJ — lekarz — internista/kardiolog

dr hab. med. Ewa Cichocka-Jarosz — lekarz ~ pediatra/alergolog

dr hab. n. med. Tomasz Kaczmarzyk, prof. UJ — lekarz stomatolog — chirurg stomatolog
dr hab. Jerzy Brusilo ®FMConv. — duchowny

dr med. Aleksandra Goszez — lekarz — internista/farmakolog kliniczny

dr med. Stefan Bednarz = lekarz — internista — przedstawiciel Okregowej Rady Lekarskiej
w Krakowie

mgr Leszek Kadziela — radca prawny

Jolanta Kope¢ — potozna

Skiad i dzialanie Komisji zgodne z GCP oraz wymogami lokalnymi

Krakéw, 25 pazdziernika 2018 1.
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UNIWERSYTET
JAGIELLONSKI
W KRAKOWIE

Komisja Binetyczns
Uniwersytetu

Jagielionskiego

ut. Grzegdrzecka 20

PL 31-531 Krakdw

tel. + 48 {12) 433 27 38
+ 48 (12) 433 27 43

kbet@cm-uj.krakow. ol

www.kbet.cm-uj.krakow.pl
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