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Sposoéb okreslania stopnia uszkodzenia nerek pojawiajgcego sie u chorych z cukrzyca

Przedmiotem wynalazku jest sposéb okreslania stopnia uszkodzenia nerek
pojawiajgcego sie u chorych z cukrzyca, na podstawie badania stezenia galektyny-3 w
mikropecherzykach pochodzacych z moczu (UEV). Wynalazek powinien znalezé
zastosowanie w terapii, zwtaszcza w diagnostyce klinicznej powiktan cukrzycy.

Galektyna-3 (gal-3) jest biatkiem o wiasciwosciach lektyny zwierzecej, nalezacym do
rodziny biatek wigzgcych anteny cukrowe B-galaktozydy. Cechg charakterystyczng galektyn
jest to, ze wszystkie posiadajg charakterystyczng domene ziozong z ok. 130 a.a.
rozpoznajacg cukry — CRD (ang. Carbohydrate Recognition Domaine) [1]. Obecnie
zidentyfikowano 15 roznych galektyn, ktore sklasyfikowano do 3 grup: tandemowej (z 2
powtorzeniami CRD) do ktoérych zaliczane sg galektyny -4, -6, -8, -9 i -12; prototypowa
(galektyna-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 i -15) z jedng domeng CRD oraz unikalng grupe
chimerowg posiadajacg jedng domene CRD oraz dilugg domene N-kohcowag bogatg w
proline i glicyne, do ktérej zaliczana jest gal-3 [2]. Ponadto odkryto ostatnio nowg grupe
galektyn zwierzecych zawierajacych 4 domeny CRD. Galektyna preferencyjnie wigza
glikany, ktére zawieraja tahcuchy N-acetylogalaktozaminy. Gal-3 zbudowana jest z 2 domen:
C-koncowej w obrebie kiorej wystepuje sekwencja CRD oraz N-koncowej zawierajgcej
miejsce fosforylaciji (36) [3]. Domena N-koncowa jest zbudowana z 110-130 aminokwasow,
zawiera szereg homologicznych powtdrzen 9-aminokwasow (P, G, T, E), jest ona silnie
konserwatywna, wykazuje znaczgcg homologig do heterogennych jgdrowych kompleksow
rybonukleoproteinowych oraz do tancucha kolagenu (a1) i jest odpowiedzialna za tworzenie
multimetrow [4]. U ssakéw, N-koncowy fragment 1-12 jest odpowiedziany za sekrecje gal-3 i
[5].

Mikropecherzyki lub inaczej pecherzyki zewnatrzkomérkowe (ang. extracellular
vesicles - EVs) to drobne, kuliste struktury btonowe o $rednicy 20-1000nm, uwalniane do
przestrzeni miedzykomoérkowej [6]. Termin odnosi sie zardwno do mikropecherzykow
paczkujgcych bezposrednio z btony komodrkowej w trakcie cyklu zyciowego komorki —
ektosomy (ang. microvesicles) lub podczas programowanej $mierci komorki - pecherzyki
apoptotyczne (ang. apoptotic blebs), jak rdéwniez do pecherzykéw pochodzenia
wewnatrzkomoérkowego - egzosomoéw (ang. exosomes) uwalnianych z  ciatek
wielopecherzykowych (ang. multivesicular bodies) [7]. Pomimo odmiennej charakterystyki
pod wzgledem rozmiardéw (egzosomy: 30-100nm, ektosomy: 100-1000nm, pecherzyki
apoptotyczne: 500-1000nm), EVs wykazujg wiele cech wspolnych, jak: dwuwarstwowa btona
lipidowa oraz biatka i kwasy nukleinowe znajdujgce sie wewnatrz tych struktur [6, 8, 9].

Zawartos¢ (ang. cargo) transportowana przez EVs, ktdéra odzwierciedla status komorki
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wydzielajgcej, jest przekazywana do komoérki docelowej - bierze czynny udziat w sygnalizacji
miedzykomérkowe;.

Wobec opisanego powyzej stanu techniki nadal istnieje zapotrzebowanie na
dostarczenie sposobu pozwalajgcego na okreslanie stopnia uszkodzenia nerek
pojawiajgcego sie u chorych z cukrzyca.

Nieoczekiwanie sposéb taki zostat uzyskany w niniejszym wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest sposdb okreslaniae stopnia uszkodzenia nerek
pojawiajgcego sie u chorych z cukrzycyg, charakteryzujgcy sie tym, ze w prébce moczu od
pacjenta cierpigcego na cukrzyce okresla sie stezenie biatka gal-3, przy czym:

- warto$¢ stezenia biatka gal-3 w moczu ponizej 11,06 ng/mL $wiadczy o istnieniu u tego
pacjenta stopnia uszkodzenia nerek odpowiadajgcego umiarkowanie ciezkiemu lub
ciezkiemu obnizeniu wspoiczynnika przesgczania kiebuszkowego eGFR ponizej 44
ml/min/1.73cm?,

- wartos¢ stezenia biatka gal-3 w moczu powyzej 11,06 ng/mL swiadczy o istnieniu u tego
pacjenta stopnia uszkodzenia nerek odpowiadajgcego umiarkowanemu, niewielkiemu lub
tagodnemu obnizeniu wspétczynnika przesgczania kiebuszkowego eGFR do wartosci
powyzej 44 ml/min/1.73cm?.

W korzystnej realizacji sposobu wedtug wynalazku dodatkowo okresla sie stezenie
biatka gal-3 w mikropecherzykach obecnych w moczu (UEV) i jego podwyzszona wartos¢ w
porobwnaniu z obserwowang u pacjentow zdrowych potwierdza uszkodzenie nerek.
Korzystnie, mikropecherzyki izoluje sie z moczu poprzez filtrowanie metodg HFD, a
nastepnie ultrawirowanie przy predkosci 150 000 x g przez 1.5 h w temp. 4 °C.

Korzystnie, stezenie biatka gal-3 okre$la sie ilosciowg metodg ELISA =z
wykorzystaniem przeciwciat specyficznych wobec biatka gal-3.

Nieoczekiwanie, w pracach ktére doprowadzity do niniejszego wynalazku ustalono, ze
istnieje korelacja pomiedzy poziomem zawartosci gal-3 w moczu petnym oraz poziomem
mikropecherzykoéw zawierajgcych gal-3, a stopniem uszkodzenia komodrek nerek, zwtaszcza
w wyniku cukrzycy.

Sposéb wedtug wynalazku pozwala na uzyskanie, niezaleznie od stanu leczenia
cukrzycy, wiarygodnego testu diagnostycznego pozwalajgcego na okreslanie stopnia
uszkodzenia nerek pojawiajgcego sie u chorych z cukrzyca.

Ponizej przedstawiono przyktady wykonania wynalazku.
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Przykiad 1. Okreslanie stopnia uszkodzenia nerek pojawiajgcego sie u chorych z cukrzyca
Opis grupy badanej. Do badania zrekrutowano 109 pacjentdéw z cukrzycy typu 2 oraz 7
o0s6b zdrowych (kontrola). Od wszystkich os6b zostata pobrana probka pierwszego
porannego moczu ze srodkowego strumienia. Pacjenci zostali zrekrutowani w Katedrze
Nefrologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie oraz w Klinicznym Szpitalu Wojewddzkim
Nr 2 w Rzeszowie.

Pacjenci zostali podzieleni na 5 grup ze wzgledu na stopien zaawansowania uszkodzenia
nerek w przebiegu przewlektej choroby nerek spowodowanej cukrzycaa. Przewlekia
choroba nerek (PChN) to wg definicji KDIGO 2012 utrzymujgce sie >3 mies.
nieprawidlowoéci budowy lub czynnosci nerek majace znaczenie dla zdrowia.
Zaawansowanie PChN okresla sie na podstawie wielkosci GFR (kategoria G) oraz wielkosci
albuminurii (kategoria A) [10]. Najczestsze przyczyny PChN to nefropatia cukrzycowa (ok.
30% w schytkowym stadium), ktebuszkowe zapalenie nerek, nefropatia nadci$nieniowa,
ostre uszkodzenie nerek, cewkowo-$rodmigzszowe choroby nerek, wielotorbielowate
zwyrodnienie nerek, nefropatia niedokrwienna [11].

Kryterium klasyfikacji stopnia uszkodzenia nerek w przebiegu PChN. Kryterium
wigczenia pacjenta do danej grupy byta szacunkowa warto$¢ wspotczynnika przesaczania
ktebuszkowego eGFR (z ang. estimated Glomerular Filtration Rate). Wspdtczynnik eGFR
zostat oszacowany na podstawie wartosci stezenia kreatyniny w surowicy krwi, wieku, pici

oraz rasy pacjenta, a do jego wyliczenia postuzyt wzér CKD EPI[12, 13], gdzie:

Skr

eGFR = 141 - min (= —)" - max (=~

— )1209 . 0,993"" . 1,018 [kobieta] - 1,159 [rasa czarna]

Skr — stezenie kreatyniny w surowicy w jednostkach [mg/dL]
k - wspotczynnik, dla kobiet wynosi 0,7, dla mezczyzn 0,9, lub opcjonalnie wartosé 1

o, - wspotczynnik, dla kobiet wynosi -0,329, dla mezczyzn -0.411

Skr
xlub 1
Skr
xlub 1

min - minimalny

max — maksymalny

wiek — wiek w latach

Powyzszy wzér jest lepszy od najczesciej stosowanych wariantdéw rekomendowanych do
oceny i klasyfikacji przewlektej niewydolnosci nerek, jak wzér MDRD (ang. Modification of
Diet in Renal Disease Study), ze wzgledu na mniejszy btgd systemowy szczegdlnie przy
wyzszych wartosciach eGFR, co pozwala na rozpoznanie z wiekszg czutoscig uszkodzenia
nerek we wczesnym stadium, to jest stadium Il [11].

Podziat pacjentdw na grupy ze wzgledu na stopien uszkodzenia nerek:
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Ze wzgledu na stopien uszkodzenia nerek wyrazony na podstawie eGFR, pacjentéw z

cukrzycowg PNCh sklasyfikowano na 5 grup [10, 14]:

1 powyzej 90 oraz miedzy 60 — 89 ml/min/1.73cm? stadium G1 - prawidiowe lub
zwiekszone GFR, stadium G2 - uszkodzeniem nerek z tagodnym obnizeniem eGFR,
(n=79)

2 45 — 59 ml/min/1.73cm?, stadium G3a - uszkodzenie nerek z obnizeniem eGFR

miedzy niewielkim a umiarkowanym; (n=5)
3 30 — 44 ml/min/1.73cm?, stadium G3b - uszkodzenie nerek z obnizeniem eGFR

miedzy umiarkowanym a ciezkim; (n=3)

4 15 — 29 ml/min/1.73cm? , stadium G4 - uszkodzenie nerek z ciezkim obnizeniem
eGFR (n=11),
5 <15 ml/min/1.73cm? , stadium G5 — niewydolno$¢ nerek krancowa (n=11)

Za warto$¢ graniczng ponizej ktérej mozna mowi¢ o niewydolnosci nerek przyjmuje sie
umownie 80 ml/min/1.73cm?[10,11,14]. Za warto$¢ graniczng rozdzielajaca 2 grupy chorych
z umiarkowanym uszkodzeniem nerek, na 2 podgrupy z umiarkowanie $rednim (stadium
G3a, grupa 2) i umiarkowanie ciezkim (stadium G3b, grupa 3) uszkodzeniem nerek, przyjeto
wartos¢ 44 ml/min/1.73cm?. Pelny obraz kliniczny PChN w zaleznosci od kategorii GFR
zawiera opracowanie ,Interna. Choroby. Choroby nerek i drég moczowych. Przewlekta
choroba nerek” [11].
Kryterium wyznaczania cut-off dla galektyny-3. Jako graniczng wartos¢ wspotczynnika
eGFR do rbéznicowania pacjentdbw z PChN w powiktaniu cukrzycy przyjeto 44
ml/min/1.73cm? Poniewaz klinicznie grupa G3 jest bardzo heterogenna i stopien
zaawansowania choroby moze byé zroznicowany, co daje wyraz w etiopatologii choroby
(podziat na G3a i G3b) i roznym obrazie klinicznym [11,12]. Przyjmujgc to kryterium,
pacjentow do oznaczenia stezenia gal-3 w moczu podzielono na 2 grupy:

A. > 44 ml/imin/1.73cm? (grupy: 1, 2; G1,G2, G3a)

B. =< 44 ml/min/1.73cm? (grupy: 3,4,5: G3b, G4, G5)
Etyka. Badanie posiadato wymagang zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
JagielloAskiego Collegium Medicum (nr KBET/206/B/2013). Zgoda wazna do 31-12-2017
roku. Udziat w badaniu byt mozliwy jedynie po wyrazeniu zgody przez pacjenta
potwierdzonej wtasnorecznym podpisem, a nab6r do badania prowadzony byt przez lekarzy
specjalistow.
Izolacja UEV z prébki moczu. Poranny mocz ze srodkowego strumienia o objetosci ok. 100
mL pobrano od pacjentéw z cukrzycg typu Il po ich wczedniejszym wigczeniu do badania.
Mocz zostat poddany wstepnemu wirowaniu przy predkosci 2000 x g przez 30 min w temp.
pokojowej (wirbwka Hermle Z-300K) w celu usuniecia fragmentéw komoérek, bakterii oraz

innych zanieczyszczen. Po wirowaniu zlano supernatant, ktéry zostat wykorzystany w



PK/6520/RW 5

kolejnym kroku izolacji pecherzykéw zewngtrzkomdrkowych pochodzgcych z moczu (UEV).
Supernatant zostat poddany filtrowaniu metoda HFD (z ang. Hydrostatic Filtration Dialysis) w
celu zageszczenia populacji EVs. Zageszczona populacja EVs zostala poddana
ultrawirowaniu przy predkosci 150 000 x g przez 1.5 h w temp. 4 °C, za$ uzyskany pelet
pecherzykow zawieszono w 60 ul wody demineralizowanej.

Oznaczenie stezenia galektyny-3 w moczu oraz wyizolowanych pecherzykach metoda
ELISA. Stezenie gal-3 w prébkach moczu oraz w UEV z wykorzystaniem testu Human
LGALS3/ Galectin-3 ELISA Kit (Sigma Aldrich, nr kat. RAB0661), zgodnie z zaleceniami
producenta.

W metodzie tej wykorzystano ptytke 96-dotkowg optaszczong przeciwciatem dla galektyny-3.
Na plytke naniesiono standard biatkowy (w ré6znym stezeniu w celu wykreslenia krzywej
kalibracyjnej) oraz prébki wyizolowanych pecherzykéw badz petnego moczu. Pilytke
inkubowano przez 2.5 godziny, temp. pokojowa, wytrzasanie, a nastepnie ptytka zostata
przeptukana 4 razy za pomocg buforu dotgczonego do zestawu (Wash Buffer). W kolejnym
kroku dodano przeciwciato biotynylowane i ponownie inkubowano (1 godzina, temp.
pokojowa, wytrzgsanie). Po inkubacji ptytka zostata przeptukana 4 razy za pomoca Wash
Buffer. Nastepnie natozono streptawidyne skonjugowang z peroksydazg chrzanowg (HRP).
Pitytke inkubowano przez 45 minut w temp. pokojowej z wytrzgsaniem. Ptytka po inkubaciji
zostata ponownie przeptukana 4 razy. W kolejnym kroku dodany zostat substrat TMB
(3,3’,5,5-tetrametylobenzydyna) dla enzymu HRP, dzieki ktéremu zachodzi reakcja barwna.
Dodanie na koniec roztworu Stop Solution powoduje zahamowanie reakcji. Odczyt
absorbancji zostat przeprowadzony przy diugosci fali 450 nm.

Stezenia dla poszczegdlnych probek zostaty wyliczanone na podstawie wykreslonej krzywej
kalibracyjne;j.

Analiza pétilosciowa biatka gal-3 w UEV z moczu pacjentéw metoda Western Blot. Do
oceny ilosci biatka gal-3 w UEV izolowanych z moczu pacjentéw z cukrzycowa PChNn i
kontroli zastosowano metodg Western Blot. W tym celu z wyizolowanych UEV izolowano
biatko i oznaczano stezenia za pomocg metody BCA. Nastepnie wykonano rozdziat
elektroforetyczny biatek w zelu metodg PAGE-SDS i wykonano bloty za pomocg przeciwciat:
pierwszorzedowe galectin-3 antibody (kat nr. 60207-1-Ig, CloneNo.: 1C1B2; producent
Prointech Germany) i drugorzedowe : HRP-conjugated (Mouse/Rabbit), w zestawie Lumi-
LightPLUS Western Blotting Kit (kat. nr 12015218001, Roche).

Analiza statystyczna. Dla poszczegdélnych grup wyliczono mediane gal-3 oraz rozstep
miedzykwartylowy (Q1-Q3). Warto$¢ p wyliczono za pomocg testu U-Manna-Whitneya w
programie Statistica 13. Do oceny poprawnosci klasyfikatora jakim jest nowy biomarker
galektyna-3 (gal-3), wykonano analize krzywej ROC (ang. Receiver Operating Charactristics)

przy uzyciu narzedzi w programie Statistica 13 z naktadka do analiz medycznych. Ponadto
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do analizy dobroci i trafnosci wybranego modelu wyznaczono pole pod krzywa ROC metodg
AUC (ang. Area Under Curve). Wartos¢ wskaznika AUC przyjmuje wartosci z przedziatu
[0,1], im wieksza tym lepszy model [15].

Wyniki:

Stezenie biatka gal-3 w moczu. Wyniki oznaczen i pordwnanie stezenia gal-3 w moczu
miedzy poszczegdlnymi grupami pokazane sg na Fig. 1. Przedstawiono wyniki uzyskane dla
kontroli (0) oraz poszczegodlnych grup pacjentdw z réznym stopniem uszkodzenia nerek (1-
5). Kwadrat w $rodku box-u oznacza warto$¢ $rednia, zas linia pozioma wartos¢ mediany.

W Tabeli 1 podano wartosci mediany, pierwszego i trzeciego kwartyla (Q1-Q3) oraz warto$¢
p wyliczong za pomoca testu U-Manna-Whitneya (grupa kontrolna zostata poréwnana z

kazda z grup pacjentow).

Tabela. 1. Warto$¢ mediany dla stezenia gal-3 w moczu dla poszczegdlnych grup.

Grupa 0 1 2 3 4 5

Mediana 3,59 18,93 13,25 4,37 3,64 2,89

[ng/mL] (0,25 —-1{(13,85 - (1,97 - 1(3,18 —-1(1,93 -1 (1,71 -
4,16) 25,23) 27,31) 11,06) 5,56) 5,33)

p | 0,01 0,37 0,38 0,53 0,76

llos¢ biatka gal-3 w UEV izolowanych z moczu metoda HFD. llos¢ gal-3 w wyizolowanych
pecherzykach z moczu przedstawiono na Fig. 2. Przedstawiono wyniki uzyskane dla grupy
kontrolnej (0) oraz poszczegodinych grup pacjentéw z réznym stopniem uszkodzenia nerek
(1-5). Kwadrat w $rodku box-u oznacza warto$é srednig, zas linia pozioma warto$¢ mediany.
W Tabeli 2 podano wartosci mediany, pierwszego i trzeciego kwartyla (Q1-Q3) oraz warto$¢
p wyliczong za pomoca testu U-Manna-Whitneya (grupa kontrolna zostata poréwnana z

kazda z grup pacjentow).

Tabela. 2. Warto$¢ mediany dla stezenia gal-3 w pecherzykach dla poszczegolnych grup.

Grupa 0 1 2 3 4 5

Mediana | 4,46 27,42 15,6 13,94 3,47 1,29

[ng/mL] (1,79 -1 (7,49 -1 (3,97 -1(8,89 -1 (1,09 -1 (0,56 -
4,78) 29,13) 21,34) 23,98) 6,38) 2,64)

P | 0,08 0,38 0,08 0,55 0,19
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Identyfikacja gal-3 metodami pélilosciowymi (elektroforeza w zelu poliakrylamidowym
oraz Western Blot). Na podstawie uzyskanych wartosci wzglednej intensywnosci prazka dla
gal-3 metodg Western Blot sporzadzono Fig.3, na ktérej przedstawiono wartosci uzyskane
dla poszczegdlnych grup badanych. Kwadrat w $Srodku box-u oznacza warto$é srednig, za$
linia pozioma warto$¢ mediany.

W Tabeli 3 podano wartosci mediany, pierwszego i trzeciego kwartyla oraz wartos¢ p
wyliczong za pomoca testu U-Manna-Whitneya (grupa kontrolna zostata poréwnana z kazda

Z grup pacjentow).

Tabela. 3. Warto$¢ mediany dla stezenia gal-3 w pecherzykach dla poszczegolnych grup.

Grupa 0 1 2 3 4 5

Mediana 1,15 7,3 7,29 8,32 2,44 5,32

[RBI] (0,98 -1 (3,64 - 1(3,55 - 1(5,6 -1 (2,56 -1 (5,58 -
1,55) 10,93) 8,57) 11,78) 3,41) 6,82)

P | 0,03 0,05 0,05 0,05 0,02

Analiza Reciver Operating Curve (ROC). Dla wyznaczania wartosci cut-off dla stezen gal-
3 u pacjentdéw z cukrzycowg PChN wykonano analize ROC (patrz Tabela 4). Na podstawie
analizy czutosci i specyficznosci wyznaczono wartos¢ cut-off do rdéznicowania stopnia
uszkodzenia nerek G3a/G3b (eGFR ponizej 44 ml/min/1.73cm?), dla wartosci stezen gal-3,
we wszystkich grupach pacjentéw z cukrzycowg PChN. Istotng wartos¢ p (stopa biedu)

uzyskano dla gal-3 przy stezeniu 11,06 ng/mL.

Tabela 4. Wyniki analizy ROC dla stezen gal-3 w moczu petnym u pacjentéw z cukrzycowa
PChN.
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3 ) - a ¥e |FE | H ) 2 ) 2

Gal-3 | 11,06 | 0,960 | 0,786 | 0,214 | 0,826 | 0,571 | 0,985 | 0,214 | 0,040 | 4,480 | 0,05

Wartosé cut-off 11,06 ng/mL réznicuje chorych z cukrzycowym uszkodzeniem nerek z
prawidtowym lub zwiekszonym eGFR, tagodnym obnizeniem i umiarkowanym obnizeniem

eGFR (G1,G2 i G3a) od pacjentdéw z umiarkowanie ciezkim i ciezkim obnizeniem eGFR



PK/6520/RW 8

(G3b, G4, i G5) . Wykres przebiegu krzywej ROC i wyznaczenia AUC z zaznaczonag

wartoscig cut-off ilustruje Fig. 4, na ktérej zaprezentowano wykres przebiegu krzywej ROC,

do wyznaczenia wartosci stezenia gal-3 dla réznicowania pacjentéw z cukrzycowg PChN.

Wyznaczony cut-off wynosi 11,06 ng/mL przy p=0,05.W Tabeli 4 przedstawiono wartosci

pola pod krzywa ROC, wartosé AUC z oceng dobroci testu, wartosé prawdopodobienstwa p

wyznaczono na p<0,000005.

Tabela 4. Wartosé AUC z oceng dobroci testu

AUC Dolny | AUC Gorny
AUC SE z p
95% 95%
0,385 0,031 0,824 0,947 12,256 | 0,0000
Whnioski:

1.

Potwierdzono obecno$é biatka gal-3 w UEV z moczu oraz w peitnym moczu u
pacjentéw we wczesnym stadium cukrzycowej PCnN.

Wykazano ze, we wczesnym stadium cukrzycowej PChN (G1, G2, G3a) wystepuje
wzrost stezenia biatka gal-3 w moczu pacjentéw z cukrzycowa PCnN, po czym
nastepuje spadek stezenia gal-3 u pacjentéw z umiarkowanie ciezkim i ciezkim
obnizeniem eGFR (G3b, G4, i G5)

Wykazano, ze wraz ze wzrostem stopnia zaawansowania uszkodzenia nerek wg
definicji i skali KDIGO 2012 stezenie biatka gal-3 w moczu pacjentéw z cukrzycowg
PChN spada.

Wartosé cut-off 11,06 ng/mL réznicuje chorych z cukrzycowym uszkodzeniem nerek
z prawidtowym lub zwiekszonym eGFR, tagodnym obnizeniem i umiarkowanym
obnizeniem eGFR (G1,G2 i G3a) od pacjentéw z umiarkowanie ciezkim i ciezkim
obnizeniem eGFR (G3b, G4, i G5).

Niskie stezenia gal-3 w moczu u pacjentéw z cukrzycowa PChN i wysoka zawartos¢
biatka gal-3 w UEV sa biomarkerami do opracowania testu diagnostycznego do

réznicowania stopnia uszkodzenia nerek w cukrzycowej PChN.
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