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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Transplantacja, ze wzgledu na lepsza jako$¢ i wydhuzenie dtugosci zycia pacjentdw, jest preferowana
metoda leczenia schytkowej niewydolnosci nerek. Poszukuje sie nieinwazyjnego badania ocenia-
jacego ryzyko wystapienia ostrego i przewlektego odrzucania oraz pogorszenia funkcji przeszcze-
pionego narzadu. Obserwowano wzrost stezenia transrenalnego DNA w moczu u pacjentéw z za-
kazeniem uktadu moczowego oraz u biorcéw nerki podczas epizodu ostrego odrzucania. Pojawity
sie takze doniesienia o skracaniu sie telomeréw w chromosomach przeszczepionego narzadu, jako
skutku przyspieszonego starzenia sie komdrek i ich zwigzku z wystgpieniem przewleklej nefropatii
przeszczepu i stopnia jej zaawansowania, a tym samym pogorszenia funkgji nerki. Celem pracy jest
przyblizenie zastosowania analizy genetycznej moczu przez okrelenie dlugosci telomerdéw oraz
zawarto$ci transrenalnego DNA do monitorowania funkgji nerki, a takze oceny wystepowania ostre-
go i przewlektego odrzucania u pacjentéw po przeszczepieniu nerki. Analiza genetyczna materiatu
wigze sie z okre$leniem zawarto$ci transrenalnego DNA oraz dtugosci telomeréw DNA izolowanego
z moczu biorcéw nerki. Zaprezentowane metody zaktadajg oznaczenie profilu genetycznego za-
réwno biorcy przeszczepionego narzadu, jak i dawcy nerki, dzieki ktéremu mozna zidentyfikowaé
Zrédlo materialu genetycznego w moczu pacjenta. Wymiernym efektem stosowania tych metod
mogtoby by¢ uzupetnienie oceny wystepowania ostrego i przewlektego odrzucania oraz funkcji
przeszczepionych nerek o nowoczesna, nieinwazyjng metode badawcza, jaka jest analiza dtugo$ci
telomerdéw z osadu moczu i zawartosci transrenalnego DNA w moczu.

biorca nerki - transplantacja - transrenalne DNA - telomery

Summary

Transplantation is the preferred method of end stage renal insufficiency treatment due to better
quality of life and extended life of transplanted patients. Currently a non-invasive test, which
evaluates the risk of acute or chronic rejection or deterioration of the transplanted organ’s func-
tion, is being sought. An increase of the transrenal DNA concentration in the urine of urinary
tract infection patients and in renal graft recipients during an episode of acute rejection was
observed. There were also reports on shortening of telomeres in transplanted organ chromo-
somes, as the result of accelerated aging of cells, and its connection with the onset of chronic
allograft nephropathy and the degree of its completion, and thus the deterioration of kidney
function. The aim of this paper is to describe the urine genetic analysis through determining the
length of the telomeres and the content of transrenal DNA to monitor kidney function and to
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evaluate the prevalence of acute and chronic rejection in patients after kidney transplantation.
The genetic analysis of the biological material collected from patients relies on the determina-
tion of transrenal DNA content and length of DNA telomeres isolated from the urine of kidney
recipients. The presented methods assume that the genetic profile of the transplanted organ
recipient as well as kidney donor can be determined, so the source of the genetic material in
the urine of the patient can be identified. A measurable effect of these methods’ use would be to
complement the evaluation of the prevalence of acute and chronic rejection and transplanted
kidney function with a modern, non-invasive method, which is the analysis of telomere length
from sediment of urine and the content of transrenal DNA in the urine.
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Wsrep

Transplantacja jest preferowana metoda leczenia schyt-
kowej niewydolno$ci nerek ze wzgledu na lepsza jako$§¢
i wydtuzenie dtugosci zycia pacjentéw [6]. Sukces zabie-
gu, wyrazony funkcjonowaniem narzadu po przeszcze-
pieniu, zalezy od wielu czynnikéw immunologicznych
i nieimmunologicznych [4]. Wymienia sie w$rdd nich:
wiek dawcy i biorcy, zgodnos$é antygendéw tkankowych
(HLA), czas zimnego niedokrwienia, uszkodzenie nie-
dokrwienno-reperfuzyjne, opéznione podjecie funkcji
przez nerke przeszczepiona (DGF), zastosowane lecze-
nie immunosupresyjne, infekcje, czynniki genetyczne
i wiele innych [12,13,17,34]. Nadal jednak patogeneza
wystepowania ostrego i przewlektego odrzucania oraz
utraty funkcji przez nerke przeszczepiona nie zostata
w pelni wyja$niona, nie ma nieinwazyjnego badania,
ktére mogtoby ocenié ryzyko wystapienia ostrego i prze-
wlektego odrzucania czy pogorszenia funkcji przeszcze-
pionego narzadu. Dlatego poszukuje sie miarodajnych
metod analizy czynnikéw immunologicznych i nieim-
munologicznych, w tym zwigzanych ze starzeniem sie,
w celu maksymalnego wydtuzenia przezywalnosci nerki
przeszczepionej.

Odkrycia ostatnich lat dowodza obecno$ci w moczu
transrenalnego DNA, pochodzacego zaréwno z obumar-
tych komérek biorcy, jak i komérek przeszczepionego
narzadu. Obserwowano wzrost stezenia transrenalnego
DNA w moczu u pacjentéw z zakazeniem uktadu mo-
czowego oraz u biorcéw nerki podczas epizodu ostrego
odrzucania [9,10]. Powstaly tez doniesienia na temat
skracania sie telomeréw w chromosomach przeszczepio-
nego narzadu jako skutku przyspieszonego starzenia sie

komérek. Zauwazono zwigzek skracania sie telomeréw
z wystapieniem przewlektej nefropatii przeszczepionej
nerki oraz stopnia jej zaawansowania, a tym samym po-
gorszenia funkcjonowania narzadu [15]. Badania pilo-
tazowe wykazaly, ze $rednia dtugos$¢ telomerdéw izolo-
wanych z moczu pozwala okresli¢ poziom uposledzenia
funkcji nerek, wyrazony przez wspétczynnik filtracji
ktebuszkowej u 0séb z nefropatia IgA [35]. Niedawne
doniesienia potwierdzity zwiazek miedzy dtugo$cia te-
lomeréw izolowanych z krwi obwodowej a funkcja nerek
u 0séb z objawami dysfunkcji nerek, przy przewleklej
chorobie niedokrwiennej serca [37].

TeLOMERY

Telomery sg strukturami umiejscowionymi na koricach
chromosoméw eukariotycznych [39]. Ich rolg funkcjonal-
ng jest zabezpieczenie przed degradacjg chromosomdéw
oraz utrzymanie integralnosci i stabilno$ci genomu [20].
Telomerowe DNA sktada sie z sekwencji tandemowych
nukleotydéw (TTAGGG). Funkcja ochronna telomeréw za-
lezy od wielu czynnikéw: odpowiedniej kompozycji biatek
zwigzanych z telomerami (TRAF1, TRAF2, Ku86), poziomu
aktywno$ci telomerazy czy tez dugosci telomeréw. Liczba
podziatéw komdrek somatycznych jest ograniczona okre-
$long liczba cykli (limit Hayflicka). Skrécenie telomeréw
nastepuje podczas kazdego podziatu komdrkowego o 50-
200 bp, przy braku aktywnej telomerazy [39]. Krétkie te-
lomery przyczyniajg sie do niestabilnosci chromosomdw,
co powoduje utrate informacji genetycznej. Po osiggnie-
ciu krytycznej dlugosci telomerdéw, komérka z niezabu-
rzonym mechanizmem podziatu ulega apoptozie. Gdy
z réznych przyczyn komérka ma zdolno$é odtwarzania
telomerdw, nabiera cech nie$miertelnych - przeksztatca
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sie w komérke rakowa [30]. Po wykorzystaniu potencja-
tu replikacyjnego moze sie takze zatrzymaé w fazie G1
(cellular senescence). Komérka nie odpowiada wéwczas na
zewnetrzng stymulacje do podziatéw, jednak zachowuje
aktywno$¢ metaboliczng i moze sie przyczyniaé do po-
wstania procesu zapalnego [3].

Molekularny mechanizm powodujacy, ze erozja telome-
réw limituje potencjat proliferacyjny komdrki nie jest
jeszcze znany. Jedna z hipotez zaklada, ze bardzo krétkie
telomery sa niezdolne do przylaczania biatek telomero-
wych [15]. Dane literaturowe wskazuja na istnienie kilku
jednonukleotydowych polimorfizméw (SNP), zaangazo-
wanych w genetyczng regulacje dtugo$ci telomeréw u lu-
dzi. Scharakteryzowano loci cech ilo$ciowych (QTL) na
chromosomach 14q23.2 1 12q12.22 [1,38]. Mangino i wsp.
zidentyfikowali polimorfizm rs2630778 w genie BICDI1
w regionie chromosomu 12 [18]. Ci sami autorzy wska-
zujg na istnienie jednonukleotydowych polimorfizmdéw
rs2162440 i rs7235755 umiejscowionych na chromoso-
mie 18q12.2 [19]. Zwiazek z aktywno$cia enzymu oraz
dlugoscia telomerdw przypisuje sie réwniez tranzycji T
na C w pozycji -1327 w podjednostce enzymu telomerazy
(hTERT) rs 2735940 [14]. Potwierdzili to Matsubara i wsp.
po zaobserwowaniu mniejszej aktywno$ci enzymu telo-
merazy, a w zwiazku z tym, krétszych telomeréw u oséb
z genotypem -1327 CC [20].

TRANSRENALNE DNA

Transrenalne DNA jest pozakomdérkowym materiatem
genetycznym, uwolnionym z obumierajacych komérek
calego organizmu, dlatego jest okre$lane mianem posta-
poptotycznego DNA [33]. Mozna je wykry¢ w krwi kazde-
go czlowieka, ale wyniki wielu badat wykazaty, ze cze$¢
materiatu genetycznego pokonuje bariere, jaka sa kte-
buszki nerkowe i pojawia sie w moczu [10]. Istnieja donie-
sienia o jego obecnosci u pacjentéw z guzami okreznicy
i trzustki (w badanym transrenalnym DNA wykazano mu-
tacje charakterystyczne dla danych typéw nowotworu),
wykazano obecno$¢ ptodowego materiatu genetycznego
w moczu ciezarnych kobiet, a takze wyizolowano DNA
dawcy w moczu biorcéw nerek [9,32]. W moczu znajdo-
wano réwniez material genetyczny wiruséw, bakterii oraz
pasozytéw zakazonych nimi pacjentéw [5,11]. Publiko-
wano pojedyncze doniesienia o potencjalnej mozliwo-
$ci zastosowania analizy obecno$ci transrenalnego DNA
w moczu do monitorowania ciezko$ci przebiegu choréb
infekcyjnych, wykluczania wad wrodzonych u ptodu, dia-
gnostyki nowotworéw czy oceny funkcji przeszczepione-
go narzadu [36]. Jednak mimo wysokiego potencjatu, jaki
ma analiza transrenalnego DNA w moczu, istnieje niewie-
le testéw laboratoryjnych opartych na tej metodzie. Jest
to spowodowane ograniczong dtugo$cia transrenalnego
DNA oraz stopniowym i jeszcze niepetnym rozwojem spo-
sobéw wykrywania materiatu genetycznego w moczu oraz
jego analizy. Pojawiaja sie jednak coraz nowsze publika-
cje dotyczace skutecznej amplifikacji nawet bardzo krét-
kich fragmentéw DNA metodg PCR [23]. Tylko w jednej
z powyzszych publikacji oceniono przydatno$¢ obecno-

$ci transrenalnego DNA w moczu biorcédw przeszczepio-
nej nerki jako wskaznika procesu ostrego odrzucania [9].

POTENCJAL 0ZNACZANIA TRANSRENALNEGO DNA | DLUGOSCI
TELOMEROW

Transplantacja nerki, poza wydtuzeniem przezycia pa-
cjentéw o okoto 70% w poréwnaniu do oséb dializowa-
nych, pozwala na jako$¢ zycia zblizong do 0séb zdrowych
[25]. W Polsce wykonuje sie obecnie okoto tysiaca prze-
szczepieri nerki w ciggu roku [31]. Mimo skutecznego
leczenia immunosupresyjnego i zapobiegania procesowi
ostrego odrzucania, problemem pozostaje utrata funk-
cji i ograniczone przezycie przeszczepionego narzadu
[16]. Rozwdj diagnostyki i leczenia epizodéw ostrego od-
rzucania oraz spadek $miertelnosci na tle powiktan in-
tekcyjnych przyczynity sie do stopniowej poprawy prze-
zywalno$ci przeszczepionej nerki w pierwszym roku od
transplantacji. W péZniejszym okresie gléwna przyczyna
wygasniecia funkcji narzgdu jest rozwéj procesu przewle-
ktego odrzucania [25]. Istotne zatem jest zastosowanie
nieinwazyjnego badania, jakim jest analiza moczu, pozwa-
lajacego okresli¢ ryzyko wystapienia procesu odrzucania
ostrego i przewleklego oraz pogarszania sie funkcji nerki
przeszczepionej, prowadzgcej do narastania jej niewydol-
noéci i do utraty narzadu. Okre$lenie funkcji nerki u oséb
po przeszczepieniu oraz wczesne rozpoznanie pogorsze-
nia jej czynno$ci ma wplyw na wczesniejsze podjecie te-
rapii i w rezultacie stwarza szanse na dluzsze przezycie
organu [6]. Pomiar dlugo$ci telomerdw i transrenalnego
DNA, wykonane podczas rutynowego badania moczu, bez
narazania pacjenta na dodatkowe ryzyko, moze spetnié
warunek nieinwazyjno$ci.

Potwierdzono zwiazek wielu choréb nowotworowych
i nienowotworowych (nadci$nienie tetnicze, choroba
wieficowa) z dlugo$cia telomeréw czy aktywnoscig telo-
merazy [21,24,28,29]. Parametry te moga stuzy¢ takze jako
marker diagnostyczny, poniewaz wykazano zwigzek mie-
dzy dlugoscia telomerdéw a przezywalno$cia kobiet z ra-
kiem piersi [7]. Zaobserwowano takze korelacje miedzy
dtugoscig telomerdw a pogorszeniem funkcji nerek czy
tez starzeniem sie nerki. Réznice obserwowano zaréwno
miedzy rdzeniem a korg nerek, jak i wiekiem pacjenta
[8,15,22]. Nie sg jednak znane mechanizmy prowadzace
do pogorszenia funkeji nerek. Najprawdopodobniej, w od-
powiedzi na czynniki stresowe komérki nerkowe (me-
zangium) ulegaja procesowi naprawy podczas nasilonej
replikacji. Nastepstwem tego procesu jest skracanie sie
telomerdw, ktére wptywaja na przedwczesne starzenie
sie komérek nerkowych zaangazowanych w postepuja-
cy proces zapalny [8]. W procesie nasilonego starzenia
sie komdrek nerkowych wielu autorédw upatruje przy-
czyne przewlekltego odrzucania przeszczepionej nerki.
Badacze zaobserwowali znaczng utrate dtugosci telome-
réw, niecharakterystyczng dla podziatu komérkowego,
poprzedzajacg odrzucanie przeszczepionej nerki [15].
Z naukowego i praktycznego punktu widzenia interesu-
jace wydaje sie wykorzystanie istniejacego stanu wiedzy
na temat telomerdw u oséb po przeszczepieniu nerki.
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Celem wielu projektéw badawczych, w tym prowadzo-
nych przez autordw, jest zastosowanie analizy moczu
przez okre$lenie dtugosci telomeréw oraz zawartosci
transrenalnego DNA do monitorowania funkcji nerki
oraz oceny wystepowania ostrego i przewlektego od-
rzucania u pacjentéw po przeszczepieniu nerki [27]. Do-
niesienia literaturowe wskazuja na istnienie co najmniej
czterech SNP zaangazowanych w dynamike regulacji
dtugosci telomerdéw [18,19,20]. Sa to: polimorfizm re-
gionu promotorowego podjednostki telomerazy hTERT
1327 C (rs 2735940), polimorfizm genu BICD1 (rs2630578),
polimorfizm dwéch loci na chromosomie 18q12.2 w re-
jonie analogicznym do genu VPS34/PIKC3C u drozdzy
(rs2162440 i rs7235755). Zwiazki powyzszych polimor-
fizméw z dtugoscia telomerdw i funkcjonowaniem nerki
przeszczepionej zostaly potwierdzone przez autorédw
w badaniach wstepnych.

Materiatem biologicznym odpowiednim do badari gene-
tycznych zaréwno diugo$ci telomeréw w komérkach, jak
i transrenalnego DNA jest mocz. W przypadku pacjentéw
po przeszczepieniu nerki, komérki dawcy i biorcy mie-
szaja sie¢ w drogach moczowych. Dlatego konieczne jest
okreslenie dlugos$ci telomeréw zaréwno dawcy (mate-
riat pobrany podczas biopsji nerki), jak i biorcy (prébka
krwi lub wymaz z wewnetrznej czesci policzka) w celu
oznaczenia indywidualnego profilu genetycznego. Taka
analize mozna wykona¢ za pomocg stosowanych stan-
dardowo w medycynie sadowej zestawéw do identyfi-
kacji osobniczej (AmpFSTRYfiler PCR Amplification Kit),
opartych na analizie polimorfizméw loci STR. Réwniez
oznaczenie zawartosci transrenalnego DNA mozna wyko-
na¢ przez identyfikacje polimorfizméw loci STR dla DNA
dawcy i biorcy przeszczepu. Do analizy transrenalnego
DNA mozna zastosowaé metode zaproponowang przez
Zhanga i wsp. wykorzystujgca poréwnanie ilo$ci i stosun-
ku amplikonéw genu SRY do genu p-globiny przez analize
fluorescencji [40]. Ocena polimorfizmdéw wykazujacych
zwigzek z diugo$cia telomeréw moze by¢ wykonana za

PismienNICTWO

pomocg gotowych zestawéw wykorzystujacych sondy
molekularne znakowane fluorescencyjnie. Analiza zmien-
nosci jest wéwczas przeprowadzona automatycznie przez
analize fluorescencji. O'Callaghan i wsp. zaproponowali
okreslenie dtugo$ci telomeréw metoda ilosciowego PCR
w czasie rzeczywistym (quantitative Real-Time PCR) [26].
Jest to modyfikacja metody opracowanej przez Cawtho-
naiwsp [2]. Pomiar §redniej dtugo$ci telomeréw wedtug
tych autoréw polega na obliczeniu réznicy miedzy préba
badang a referencyjnym DNA (amplifikacja genu 36B4).
Wyznaczenie dtugo$ci telomeréw w badanej prébie okre-
§la sie na podstawie wspédtczynnika T/S, gdzie T odpo-
wiada ilo$ci produktu telomerowego DNA, a S ilo§ci DNA
referencyjnego. Modyfikacje O'Callaghana i wsp. dotycza
gléwnie wyznaczania krzywej wzorcowej, wzgledem kté-
rej jest obliczana bezwzgledna dtugos¢ telomerdéw. Badana
warto$¢ jest $rednia z trzech powtdrzer. Metoda pozwa-
la na bardzo doktadne oszacowanie dtugosci telomeréw
w badanej prébie.

PopsumowaNie

Pomiary zawarto$ci transrenalnego DNA oraz dtugo$ci
telomeréw z komérek obecnych w moczu moga sie staé
nowymi i szybkimi metodami diagnostycznymi, umoz-
liwiajacymi monitorowanie funkcjonowania przeszcze-
pionej nerki. Moglyby umozliwi¢ wczesna ocene wyste-
powania epizodéw ostrego odrzucania oraz odrzucania
przewlektego. Poréwnanie wynikéw z czynnoscia prze-
szczepionego narzadu pozwolitoby na analize znaczenia
immunologicznego obecnosci transrenalnego DNA w mo-
czu biorcéw nerki. Praktycznym wymiarem zastosowa-
nia oznaczeni dtugosci telomeréw i transrenalnego DNA
w moczu jest rozszerzenie zakresu obecnie stosowanych
narzedzi diagnostycznych o metody nieinwazyjne, mo-
nitorujgce funkcjonowanie nerki przeszczepionej. Jest to
istotne dla poprawy przezycia narzadu oraz jego biorcy
dzieki diagnostyce na bardzo wczesnym etapie rozpoczy-
najacego sie procesu chorobowego.
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