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WYKAZ SKROTOW STOSOWANYCH W PRACY

4-HNE
4-HHE
4-ONE
8-OH-dG
ADO
AGEs
ALEs

AOPPs

apoA-I

apo-B100
apoC

4-hydroksy-2-nonenal — ang. 4-hydroxy-2-nonenal

4-hydroksy-2-heksenal — ang. 4-hydroxy-2-hexenal

4-0kso-2-nonenal — ang. 4-oxo-2-nonenal

8-hydroksy-2-deoksyguanozyna — ang. 8-hydroxy-2-deoxyguanosine
automatyczna dializa otrzewnowa — ang. automatic peritoneal dialysis
zaawansowane produkty glikacji — ang. advanced glycation end products
zaawansowane produkty lipooksydacji — ang. advanced lipooxidation end
products

zaawansowane produkty utleniania biatek — ang. advanced oxidation protein
products

apolipoproteina A-1 — ang. apolipoprotein A-I

apolipoproteina-B100 — ang. apolipoprotein B100

apolipoproteina C — ang. apolipoprotein C



apoC-l1
apoC-Ill
apoE
ARP
ATP
CADO

CaSR
CAT
CCA-IMT

CEL
CETP
cGMP
COX-2
CML
cRAGE

CRP
CSF-1
dnRAGE

EGF
eGFR

eNOS
EPO
sS-N
esRAGE

ET-1
FGF23
GDPs
GOLD

apolipoproteina C-Il — ang. apolipoprotein C-I1

apolipoproteina C-111 — ang. apolipoprotein C-I11

apolipoproteina E — ang. apolipoprotein E

produkty reakcji Amadori — ang. Amadori rearangement products
adenozynotrifosforan — ang. adenosine trisphospate

cigglta ambulatoryjna dializa otrzewnowa — ang. continuous cycling peritoneal
dialysis

receptor wrazliwy na wapn — ang. calcium-sensing receptor

katalaza — ang. catalase

wskaznik ,,intima media” (grubo$¢ btony srodkowej i wewnetrznej w tetnicy
szyjnej wspolnej) —ang. common carotid artery intima-media thickness
karboksyetylolizyna — ang. carboxyethyllysine

biatko przenoszace estry cholesterolu — ang. cholesteryl ester transfer protein
cykliczny guanozynomonofosforan — ang. cyclic guanosine monophosphate
cyklooksygenaza 2 — ang. cyclooxygenase 2

karboksymetylolizyna — ang. carboxymethyllysine

posta¢ cleaved receptora zaawansowanych produktow glikacji — ang. cleaved
receptor for advanced glycation end products

biatko C-reaktywne — ang. C-reactive protein

czynnik stymulujacy tworzenie kolonii 1 — ang. colony-stimulating factor 1
dominujacy negatywny RAGE — dominanat negative receptor for advanced
glycation end products

czynnik wzrostu naskorka — ang. epidermal growth factor

oszacowany wspotczynnik przesaczania klebuszkowego — ang. estimated
glomerulal filtration rate

srodbtonkowa syntaza tlenku azotu — ang. endothelial nitric oxide synthase
peroksydaza eozynofilii — ang. eosinophil peroxidase

pojedynczy ezpiod sercowo-naczyniowy — ang. single cardiovascular episode
endogenny rozpuszczalny receptor zaawansowanych produktéw glikacji —
endogenous secretory receptor for advanced glycation end products

endotelina 1 — ang. endothelin 1

czynnik wzrostu fibroblastow 23 — ang. fibroblast growth factor 23

produkty degradacji glukozy — ang. glucose degradation products

dimer glioksalu i lizyny — ang. gloxal-lysine dimer
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GPx
HO’
H20;
HOCI
HDL

peroksydaza glutationowa — ang. glutathione peroxidase
rodnik hydroksylowy — ang. hydroxyl radical

nadtlenek wodoru — ang. hydrogen peroxide

kwas podchlorawy — ang. hypochlorus acid

lipoproteiny o wysokiej gestosci — ang. high density lipoproteins

HMW-AOPPswiclkoczasteczkowe zaawansowane produkty utleniania biatek — ang. high

ICAM-1

IDL
IGF-1
IL
INF-y
iINOS
KDIGO
Kt/V
LCAT

LDL

molecular weight advanced oxidation protein products

czgsteczka adhezji miedzykomorkowej 1 — ang. intracellular adhesion
molecule 1

lipoproteiny o posredniej gestosci — ang. intermediate density protein
insulinopodobny czynnik wzrostu — ang. insulin-like growth factor 1
interleukina — ang. interleukin

interferon gamma — ang. interferon gamma

indukowalna syntaza tlenku azotu — ang. inducible nitric oxide synthase

ang. Kidney Disease: Improving Global Outcomes

wskaznik adekwatnosci dializy — ang. marker of dialysis adequacy
acylotransferaza  lecytyna:cholesterol — ang. lecithin:  cholesterol
acyltransferase

lipoproteiny o niskiej lipoproteiny — low density lipoproteins

LMW-AOPPs matoczasteczkowe zaawansowane produkty utleniania biatek — ang. high

LOX-1

MAPK
MCP-1
MDA
MG
MIA

MIP
MMP-2
MOLD
MPO

molecular weight advanced oxidation protein products

receptor podobny do lektyny typu 1 wigzacy ox-LDL — ang. lectin like oxidized
LDL receptor-1

kinazy aktywowane mitogenami — ang. mitogen-activated protein kinase
biatko chemotaktyczne monocytéw 1 — ang. monocyte chemotactic protein 1
dialdehyd malonowy — ang. malondialdehyde

metyloglioksal — ang. methylglyoxal

niedozywienie-zapalenie-miazdzyca — ang.  malnutrition-inflammation-
atherosclerosis

biatko zapalne makrofagéw — ang. macrophage inflammatory protein
metaloproteinaza 2 — ang. metaloproteinase 2

dimer metyloglioksalu i lizyny — ang. methylgloxal-lysine dimer

mieloperoksydaza — ang. myeloperoxidase



NF-«xB

NO

nNOS

Nox
NT-proBNP
0"
ONOO
ox-LDL

ox-PL
PAI-1
PBMC

PChN
PCR
PDGF
PG,
PKA
PKC
PMN
PON
PTH
RAA
RAGE

RANK

RANKL

RFA

RFT
SNN

czynnik jadrowy kB zidentyfikowany w limfocytach B — ang. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

tlenek azotu — ang. nitric oxide

neuronalna syntaza tlenku azotu — ang. neuronal nitric oxide synthase
okysydaza NADPH — ang. NADPH oxidase

N-koncowy fragment prohormonu peptydu natriuretycznego typu B — ang. N-
terminal prohormone of brain natriuretic peptide

anionorodnik ponadtlenkowy — ang. superoxide radical

nadtlenoazotyn ang. peroxynitrite

utlenione lipoproteiny o niskiej gestosci — ang. oxidized low density
lipoproteins

utlenione fosfolipidy — ang. oxidized phospholipids

inhibitor aktywatora plazminogenu 1 — ang. plasminogen activator inhibitor-1
komorki jednojadrzaste krwi obwodowej — ang. peripheral blood mononuclear
cells

przewlekta choroba nerek — ang. chronic kidney disease

wspoétczynnik katabolizmu biatka — ang. protein catabolic rate

ptytkopochodny czynnik wzrostu — ang. platlet-derived growth factor
prostacyklina — ang. prostacyclin

kinaza biatkowa A — ang. protein kinase A

kinaza biatkowa C — ang. protein kinase C

komorki wielojadrzaste — ang. polymorphonuclear leukocytes

paraoksonaza — ang. paroxonase

parathormon — ang. parathormon

renina-angiotensyna-aldosteron - ang. renine-angiotensin-aldosterone

receptor zaawansowanych produktow glikacji — ang. receptor for advanced
glycation end products

receptor aktywujacy czynnik jadrowy NF-kB — ang. receptor activator of
nuclear factor NF-«B

ligand receptora aktywujacego czynnik jadrowy NF-«kB — ang. ligand of
receptor activator of nuclear factor NF-«B

reaktywne formy azotu — ang. reactive nitrogen species

reaktywne formy tlenu — ang. reactive oxygen species

schylkowa niewydolno$¢ nerek — ang. end-stage renal disease
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SOD dysmutaza ponadtlenkowa — ang. superoxide dysmutase
SR receptor zmiatajacy — ang. scavenger receptor
SRAGE rozpuszczalny receptor zaawansowanych produktow glikacji — ang. soluble

receptor for advanced glycation end products

TF czynnik tkankowy — ang. tissue factor

TGF-B transformujacy czynnik wzrostu beta — ang. transforming growth factor beta
TNF-a czynnik martwicy nowotworow alfa — ang. tumor necrosis factor alfa

URR wskazniki redukcji mocznika — ang. urea reduction ratio

VCAM-1 naczyniowa czasteczka adhezji migdzykomorkowej 1 — ang. vascular adhesion

molecule 1
VLDL lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci — ang. very low density lipoproteins
VDR receptor dla witaminy D — ang. vitamin D receptor
VEGF czynnik wzrostu $rodbtonka naczyniowego — ang. vascular endothelial growth
factor
VSMC komorki mig$ni gtadkich naczyn — ang. vascular smooth muscle cells
1.  WSTEP

1.1. PRZEWLEKLA CHOROBA NEREK - WPROWADZENIE

Zgodnie z wytycznymi KDIGO 2012 (ang. Kidney Disease: Improving Global Outcomes)
rozpoznanie przewleklej choroby nerek (ang. chronic kidney disease, PChN) wymaga
stwierdzenia nieprawidtlowosci w budowie lub czynnosci nerek, ktore maja znaczenie dla
zdrowia pacjenta i utrzymujg si¢ ponad trzy miesigce [1]. Czestos¢ wystepowania PChN
wzrasta wraz z wiekiem i w grupie powyzej 65 r.z. osiaga 30%. Z tego wzgledu PChN zalicza
si¢ do grupy chorob cywilizacyjnych, ktérych skutki sg powaznym problemem spotecznym
[2]. Znaczacy problem w tej populacji stanowi wysoki odsetek zgonow, ktory w najbardziej
zaawansowanej postaci PChN, tj. w schytkowej niewydolnosci nerek (ang. end-stage renal
disease, SNN), sigga 15% rocznie. Najczestsza przyczyna zgonu s3 choroby uktadu krazenia,

w tym: ostry zespdt wiencowy, udar niedokrwienny moézgu, zatorowos¢ plucna, arytmie,
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infekcyjne zapalenie wsierdzia i nagla $mier¢ sercowa. W SNN choroby o etiologii
miazdzycowej stanowig przyczyng az 35-50% zgonéw [3]. Spadek oszacowanego
wspotczynnika przesgczania kiebuszkowego (ang. estimated glomerulal filtration rate, eGFR)
0 10 ml/min/1,73m? zwicksza ryzyko chordb sercowo-naczyniowych o 5%, tak ze w grupie
chorych leczonych nerkozastepczo ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych jest
dwadziescia razy wigksze, niz w populacji ogolnej [2,5].

Patogeneza PChN jest zlozona i wieloczynnikowa, zwlaszcza ze do uszkodzenia
czynno$ci nerek dochodzi w wyniku wielu choréb, wsrod ktorych znajduja sie zaréwno
choroby o podlozu autoimmunologicznym, jak i metabolicznym oraz naczyniowym i
onkologicznym. Ubytkowi funkcji wydalniczej nerek towarzyszy szereg nieprawidlowosci
dotyczacych gospodarki wodno-elektrolitowej, rownowagi kwasowo-zasadowej, roOwnowagi
redox, uktadu hormonalnego, uktadu krazenia oraz regulacji osi nerki-szpik i nerki-kosci.
Zaburzenia homeostazy wewnatrzustrojowej doprowadzaja do nieodwracalnej modyfikacji
biatek, lipidow, weglowodanow oraz kwasow nukleinowych, zar6wno w wyniku zaktocenia
szlakow metabolicznych, jak i w wyniku powstawania patologicznych zwigzkéw 0 wysokiej
reaktywnosci, ktore wchodza w reakcje z innymi czasteczkami. W mechanizmie dodatniego
sprzezenia zwrotnego zmiana struktury, budowy i funkcji zwigzkéw Kluczowych dla
prawidtowego funkcjonowania komorek oraz narzadéw skuktuje dalszym postepem PChN i

rozwojem ogoélnoustrojowych powiktan [1-4].
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1.2.  STRES OKSYDACYJNY W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

Jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za modyfikacje zwigzkow wielkoczasteczkowych w
przebiegu PChN jest stres oksydacyjny, ktory definiuje si¢ jako przewage wytwarzania
reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, RFT) nad procesami
antyoksydacyjnymi. U chorych z PChN stres oksydacyjny doprowadza do peroksydacji
lipidow oraz utleniania biatek, weglowodanéw 1 kwasow nukleinowych. Modyfikacja
zwigzkow, kluczowych dla prawidlowego funkcjonowania ustroju, moze skutkowa¢ dalszym
uszkodzeniem nerek oraz innych narzadow, co niesie za sobg powazne skutki dla catego
ustroju [1-4]. Schemat ukazujacy zjawisko stresu oksydacyjnego zostal przedstawiony na

rycinie 1 (Ryc. 1).

STRES OKSYDACYNY

ENZYMY ANTYOKSYDACYINE
OKSYDAZA NADPH (Nox)
20, +NADPH —> 2 0,""+ NADP* + 2 H* *  Dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD-1, SOD-2, SOD-3)
MIELOPEROKSYDAZA (MPO) 20,"+2H" 3 H,0,+ 0,
H,0 + Cl--> OH + HCIO . Katalaza (CAT)

2 H,0, 3 H,0+0,

WOLNE RODNIKI . Peroksydaza glutationowa (GPx)
Anionorodnik ponadtlenkowy O, ROOH + 2GSH = ROH + GSSG + H,0
Rodnik wodoronadtlenkowy HO,* ~

Rodnik hydroksylowy HO*®
RFT bez niesparowanego elektronu ANTYOKSYDANTY NIEENZYMATYCZNE

Nadtlenek wodoru H,0,
Hydrofilowe (cytozol, osocze)
kwas askorbinowy, glutation, kw.moczowy, cysteina,
biatka osocza (transferyna, ceruloplazmina)

Tlen singletowy 10,
Ozon O3

ZWIAZKITLENU Z IN.PIERWIASTKAMI Hydrofobowe (bf.komérkowe, lipoproteiny)

Nadtlenoazotyn O=N-O0" tokoferol-a, cholekalcyferol i kalcytriol, kwas a-liponowy,
Tlenek azotu NO * bilirubina i biliwerdyna,

Kwas podchlorawy HOCI
Rodnik alkoksylowy RO*

Ryc. 1. Stres oksydacyjny jako stan braku réwnowagi pomiedzy wytwarzaniem RFT a

procesami antyoksydacyjnymi. Opracowanie wlasne.
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1.2.1. WZMOZONA SYNTEZA RFT W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

Reaktywne formy tlenu stanowig heterogenng grupe¢ czasteczek, do ktorej zalicza sie: wolne
rodniki z niesparowanym elektronem w atomie tlenu, np. anionorodnik ponadtlenkowy (ang.
superoxide radical, O,") oraz rodnik hydroksylowy (ang. hydroxyl radical, HO"); czasteczki
nieposiadajace niesparowanego elektronu, ale charakteryzujace si¢ znacznym potencjalem
utleniajgcym, jak np. nadtlenek wodoru (ang. hydrogen peroxide, H,O;) czy tlen singletowy
oraz zwigzki tlenu z innymi pierwiastkami, jak np. nadtlenoazotyn (ang. peroxynitrite,
ONOOQO ) i kwas podchlorawy (ang. hypochlorus acid, HOCI) [6-7].

Przyczyny wzmozonej aktywno$ci wolnorodnikowej w przebiegu PChN sg
wieloczynnikowe. Kluczowym enzymem zwigzanym z produkcja RFT jest oksydaza NADPH
(ang. NADPH oxidase, Nox), wystgpujaca w czterech izoformach (Nox1, Nox2, Nox3, Nox4)
[6-9]. W PChN szczegolng rolg przypisuje si¢ zlokalizowanej w nerce izoformie 4 Nox
(Nox4), ktérej wzmozona aktywno$¢ skutkuje nasileniem syntezy O, [18]. Spontaniczna lub
enzymatyczna dysmutacja O, prowadzi do syntezy H,0,, ktéry charakteryzuje sie¢ nizszym
potencjatem utleniajacym, ale latwo przenika przez btony komoérkowe 1 umozliwia
rozprzestenianie si¢ stresu oksydacyjnego w organizmie. H;O, stanowi substrat dla
mieloperoksydazy (ang. myeloperoxidase, MPO) — enzymu odpowiedzialnego za utlenianie
janow chlorkowych (CI") do kwasu podchlorawego (HOCI), ktory moze modyfikowac¢ kolejne
czasteczki [6-9].

PChN promuje powstwanie RFT takze w wyniku rozwoju przewlektego stan
zapalnego, ktory wynika z nasilenia reakcji wybuchu tlenowego w pobudzonych komarkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (ang. peripheral blood mononuclear cells, PBMC) i
komorkach wielojadrzastych (ang. polymorphonuclear leukocytes, PMN). U pacjentow z
PChN stwierdza si¢ wysoka aktywnos¢ Nox2, kluczowego enzymu wybuchu tlenowego [10-
12]. Nie zaobserwowano natomiast podobnej prawidlowosci w przypadku MPO — u
pacjentow z PChN stwierdzono odwrotng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem MPO a stezeniami
mocznika i kreatyniny lub tez prawidlowe st¢zenia MPO. Z drugiej strony, opisywano wzrost
stezenia MPO u chorych leczonych nerkozastgpczo, a na modelach zwierzecych
udowodniono, ze niedobér MPO op6znia progresj¢ PChN [13].

Rozwoj przewleklego stanu zapalnego w PChN zwigzany jest z hipercytokinemig oraz
kumulacja toksyn mocznicowych w wyniku spadku klirensu nerkowego. Wzrost obcigzenia
wstepngo w uktadzie krazenia oraz kwasica nieoddechowa i nieprawidtowe funkcjonowanie

uktadu immunulogicznego stymuluja wydzielanie cytokin prozapalnych [14]. Na rycinie 2
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(Ryc. 2) przedstawiono powigzania pomiedzy przewlektym stanem zapalnym i stresem

oksydacyjnym w PChN.
PRZEWLEKLY STAN ZAPALNY
kwasica
OKSYDAZA NADPH lfl?ri?\it nieoddechowa, MIELOPEROKSYDAZA
Nox S przewodnienie (MPO)
20, + NADPH H,0, + CI-
=2 zaburzenie funkcji ->
2 0, + NADP* + 2 H* ukfadu OH-+ HOCI
immunologicznego
STRES
OKSYDACYIJNY

Ryc. 2. Przewlekly stan zapalny i stres oksydacyjny w PChN. Opracowano na podstawie [20,
22].

Kolejnym zrodtem RFT u chorych z PChN sa mitochondria, gdzie wyciek elektronow
z tancucha oddechowego powoduje, ze zamiast petnej redukcji tlenu dochodzi do syntezy
O2". U chorych w SNN stwierdzono spadek aktywnosci oksydazy cytochromowej w PBMC
[15]. Z kolei u pacjentow leczonych nerkozastgpczo zaobserwowano szereg nieprawidtowosci
dotyczacych genow bialek zwigzanych z biogeneza i dziataniem mitochondriow [15-16].
Wzmozona produkcja RFT powoduje glgbokie zahamowanie syntezy adenozynotrifosforanu
(ang. adenosine trisphospate, ATP) co prowadzi do hipertrofii pozostatych sktadnikow

tancucha oddechowego i dalszego nasilenia syntezy RFT [16].
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1.2.2. SPADEK AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYNEJ W PRZEWLEKLEJ
CHOROBIE NEREK

Patogeneza PChN zwigzana jest z niedostateczng sprawnoscig systemow antyoksydacyjnych.
Jednym z priorytetowych enzymow odpowiedzialnych za ochron¢ przed stresem
oksydacyjnym jest dysmutaza ponadtlenkowa (ang. superoxide dismutase, SOD), ktora
przeprowadza dysmutacje O, do H,0,. Z kolei reakcje dysmutacji H,O, do H,O katalizuje
katalaza (ang. catalase, CAT). Innym wazng rodzing enzymoéw antyoksydacyjnych jest
rodzina peroksydazy glutationowej (ang. ang. glutathione peroxidase, GPx), ktéra odpowiada
za redukcje¢ H,0; 1 nadtlenkéw organicznych [7-8].

Wraz z obnizaniem GFR obserwuje si¢ spadek aktywnosci SOD i CAT [10]
korelujacy ze stopniem zaawansowania PChN [17]. W przypadku GPx zanotowano wzrost
aktywnos$ci izoformy zlokalizowanej w erytrocytach (GPx1), podczas gdy aktywno$¢
osoczowej postaci enzymu (GPx3) obnizata si¢ wraz ze spadkiem GFR. Rozbiezno$¢ te
ttumaczy fakt, ze gldownym zrédlem wydzielniczej GPx3 sa komorki nablonka kanalikéw
proksymalnych, ktore ulegaja uszkodzeniu we wezesnych stadiach PChN [7, 18].

Jedng z przyczyn deficytu aktywnosci antyoksydacyjnej w PChN moga by¢
nieprawidlowosci dotyczace gospodarki pierwiastkow Sladowych, takich jak cynk [19-21] i
selen [21-23], ktore sg niezbedne dla prawidlowego funkcjonowania enzymow
antyoksydacyjnych. Z drugiej strony, cze$¢ badaczy nie wykazuje znaczacych roéznic w
stezeniu tych pierwiastkow pomiedzy osobami zdrowymi a pacjentami z PChN [24-26].

Oprécz enzymoé6w antyoksydacyjnych w ochronie ustroju przed dzialaniem RFT biorg
udzial nieenzymatyczne antyoksydanty. Antyoksydanty hydrofobowe (tokoferol-a,
cholekalcyferol, bilirubina, biliwerdyna) chronig btony komoérkowe 1 lipoproteiny. Natomiast
hydrofilowe antyoksydanty, takie jak kwas askorbinowy, kwas moczowy, cysteina i glutation,
zlokalizowane sg w cytozolu lub rozpuszczone w osoczu [27].

U pacjentow z PChN niedobor niskoczasteczkowych antyoksydantow moze rozwingé
si¢ w wyniku: zaburzen wchtaniania spowodowanych obrzgkiem btony sluzowej przewodu
pokarmowego, zaburzen taknienia wynikajacych z powiktan hormonalnych PChN oraz w
przebiegu ograniczen dietetycznych stosowanych u chorych nefrologicznych [28-30] .

Szczeg6lng role w patogenezie PChN odgrywa witamina D, ktoérej aktywno$¢
antyoksydacyjna przewyzsza aktywno$¢ innych zwigzkéw hydrofobowych [31]. Istnieje
szereg doniesien dokumentujacych wptyw aktywnego metabolitu witaminy D, kalcytriolu, na

wzrost aktywnosci SOD [32], zwigkszenie ekspresji genu reduktazy glutationu [32] i wplyw
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na syntez¢ RFT w komorce poprzez wigzanie si¢ z jadrowym receptorem witaminy D (ang.
vitamin D receptor, VDR) [33]. Zaburzenia metabolizmu witaminy D wigzg si¢ z Szeregiem
innych nieprawidtowosci gospodarki wapniowo-fosforanowej, takich jak nieprawidlowe
stezenia parathormonu (ang. parathormon, PTH), biatka Klotho i czynnika wzrostu
fibroblastow (ang. fibroblast growth factor, FGF23) [34-35].

1.2.3. METODY LECZENIA NERKOZASTEPCZEGO A STRES OKSYDACYJNY

Nasilenie stresu oksydacyjnego wynika nie tylko z patomechanizmu PChN, ale takze z metod
leczenia nerkozastepczego, ktore zaburzaja rownowage redox ustroju.

W przypadku dializ otrzewnowych komorki mezotelium w hiperglikemicznym
srodowisku sg zrodtem H,O; i O, [36]. Niskie pH oraz wysoka osmolalno$¢ wptywajg na
PBMC i PMN, co nasila produkcj¢ RFT [37-39].

Z Kkolei pojedyncza sesja hemodializy powoduje wzrost stezenia wyktadnikow stresu
oksydacyjnego, ktorego zrodiem sa komorki PMN [40]. Kontakt krwi z powierzchnig
niepokrytg prawidtowym §rédbtonkiem skutkuje pobudzeniem kaskady krzepnigcia, uktadu
kalikreina-kinonogen i uktadu dopeiniacza oraz aktywacje PMN i sekrecje cytokin
prozapalnych [40-41]. Dodatkowe zrodio stresu oksydacyjnego stanowi stosowanie heparyny,
co powoduje wzrost aktywnosci MPO [42].

Kazda z technik leczenia nerkozastepczego moze skutkowaé utratg rozpuszczalnych w
wodzie zwiazkdéw niskoczasteczkowych, do ktorych zalicza si¢ duza czg$¢ antyoksydantow 1
mikroelementow  niezbednych do prawidtowego funkcjonowania enzymow
antyoksydacyjnych [43]. Jednak gtéwnym problemem wielu pacjentow leczonych
nerkozastgpczo jest wysokie stezenie zelaza, ktore $wiadczy o przetadowaniu organizmu tym
pierwiastkiem [44]. Znaczenie metod leczenia nerkozastepczego w powstawaniu stresu

oksydacyjnego zostalo przedstawione na rycinie 3 (Ryc. 3).
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DIALIZA OTRZEWNOWA
PLYN - hiperosmolarnosc,
bufor mleczanowy, niskie pH,
wysokie stezenie glukozy
KONTAKT Z CIALEM OBCYM
(cewnik Tenckhoffa)

DOZYLNA

UTRATA ] SUPLEMENTACIJA
ANTYOKSYDANTOW | STRES 2ELAZA,

MIKROELEMENTOW OKSYDACYINY PRZELADOWANIE

W CZASIE DIALIZY USTROJU ZELAZEM

HEMODIALIZA
ANTYKOAGULACIA

KONTAKT Z CIALEM OBCYM
(dializator, uktad dializacyjny,
cewnik\graft naczyniowy)

Ryc. 3. Znaczenie metody leczenia nerkozastepczego w powstawaniu stresu oksydacyjnego.

Opracowanie wilasne.

1.3. MODYFIKACJE BIALEK W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

W warunkach stresu oksydacyjnego dochodzi do utleniania bialek, co wigze si¢ z modyfikacja
potranslacyjng reszt aminokwasowych tancucha polipeptydowego. Modyfikacje bialek
doprowadzaja do zmiany struktury czasteczki, utraty aktywno$ci enzymatycznej oraz
zdolnosci do rozpoznawania i taczenia si¢ z ligandem. W efekcie w komodrce obserwuje sig¢
zaktocenie szlakéw sygnatowych, nieprawidtowe dziatania enzymow, biatek regulatorowych i
czynnikow transkrypcyjnych, co moze doprowadzi¢ do $mierci komorki. Modyfikacja biatek
macierzy pozakomorkowej i biatek osocza zmienia ich wlasciwosci fizykochemiczne, co
skutkuje zaktoceniem transportu hormonéw, witamin i mikroelementéw, prowadzi do
dyslipidemii, zaburzen metabolicznych i nieprawidtowosci gospodarki wodno-elektrolitowej.
W ten sposob stres oksydacyjny doprowadza — poprzez modyfikacje biatek — do zaburzen

ogoblnoustrojowej homeostazy [6-7].
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Modyfikacja biatek w warunkach stresu oksydacyjnego obejmuje szerokie spektrum
zmian, od tworzenia wigzan dityrozynowych i mostkéw disarczkowych, poprzez reakcje
glikooksydacji i karbonylacji oraz nitracji i S-nitrozylacji, na karbamylacji konczac. Typy
oksydacyjnych modyfikacji biatek, do ktérych dochodzi w PChN, przedstawiono na rycinie 4
(Ryc. 4). Badanie kumulacji zmodyfikowanych biatek nie tylko pozwala oceni¢ zaburzenie
réwnowagi redox w ustroju, ale rownocze$nie umozliwia analize¢ wptywu modyfikacji biatek
na patogenez¢ PChN. Zwigzki powstajace w wyniku dzialania RFT moga przczyniaé si¢ do
rozwoju powiktan takich jak miazdzyca, dyslipidemia, osteodystrofia nerkowa oraz

niedokrwisto$¢ i amyloidoza dializacyjna.

MPO/H,0,/HCIO |

[ Nox _L

UTLENIANIE | | GLIKOOKSYDACIA powstawanie
BIALEK autooksydacja cukréw, PEROKSYDACJA synteza reaktywnych
utlenianie LIPIDOW kwasu form azotu
T produktéw reakcji UTLENIANIE cyjanowego (RFA)
x Amadori aminokwaséw
tworzenie & & i
mostkow .
disiarczkowych METYLOGLIOKSAL METYLOGLIOKSAL reszt amino-
i GLIOKSAL DIALDEHYD MALONOWY kwasowych
o 3-DEOKSYGLUKOZON ~ 4-HYDROKSY-NONENAL biatek
dityrozynowych 4-HYDROKSY-HEKSENAL
-5-5-
-~Tyr=Tyr- powstawanie zwigzkow

‘l' dikarboiowch /
AOPPs e = Y .

rea!(cja z grl..lpami R —— rea.kcja z grl-.lpami nitracja
ammov.vyml =NH, kntbonylowych amlnov.vyml =NH, biatek
biatek biatek 1ate
¥ -C(0)- l
wigzaniez AG ES . ¥
receptorem karboksymetylolizyna blaika 3-
RAGE (cmL) i
Carbalayetyllzyns karbamylowane | | ™trotyrozyna
(CEL)

Ryc. 4. Oksydacyjne modyfikacje bialek. Opracowanie wlasne.

Kolorem czerwonym zaznaczono te, ktore byty przedmiotem oceny w rozprawie doktorskie;.
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1.3.1. ZAAWANSOWANE PRODUKTY UTLENIANIA BIALEK

Pod wplywem dziatania RFT dochodzi do utlenienia biatek osocza, a produkty tych reakcji
zostaly zidentyfikowane w osoczu pacjentow nefrologicznych przy pomocy metody
opracowanej przez Witko-Sarsat et al. [45-47]. W powstawaniu AOPPs kluczowg role
odgrywa Nox i MPO, ktore doprowadzaja do syntezy HOCI. Moze on wchodzi¢ w reakcj¢ z
amoniakiem lub grupami aminowymi reszt aminokwasowych, co skutkuje pojawieniem si¢
chloraminy, kolejnego wysoce reaktywnego zwigzku, ktory odpowiedziany jest za
modyfikacje biatek. Zaréwno HOCI, jak i chloramina, uszkadzaja biatka osocza, zmieniajac
ich sktad i strukturg [45-47]. W 1996 r., wykorzystujac metode opracowang przez Witko-
Sarsat et al., wykazano wysokie stezenia AOPPs w osoczu pacjentow z PChN [45]. Ponadto
stwierdzono u nich obecno$¢ w osoczu dwodch szczytéw absorbancji, przy dlugosci fali 280 1
340 nm, co zwigzane bylto z wystepowaniem biatek o masie czasteczkowej, odpowiednio, 670
kDa i 70 kDa. Grupy te, okreslane jako wielkoczasteczkowe AOPPs (ang. high molecular
weight advanced oxidation protein products, HMW-AOPPs) oraz matoczasteczkowe AOPPs
(ang. low molecular weight advanced oxidation protein products, LMW-AOPPSs), nie
pojawialy si¢ w porownywalnych stezeniach u oséb zdrowych. Dominujacym sktadnikiem
obu frakcji okazata si¢ albumina, ktora w HMW-AOPPs tworzyta wielkoczasteczkowe
agregaty, natomiast w LMW-AOPPs wystepowata w postaci utlenionego monomeru albo tez
produktow degradacji utlenionej albuminy. Polimeryzacja albuminy byta mozliwa dzigki
tworzeniu mostkow disiarczkowych oraz wigzan krzyzowych dityrozyny. Analiza sktadu
aminokwasowego dowiodta, ze pod wptywem RFT dochodzi gléwnie do modyfikacji reszt
tyrozyny, tryptofanu, aminokwasoéw zasadowych (lizyna, arginina) oraz aminokwasow
zawierajacych siarke (metionina, cysteina). Stwierdzono réwniez istotny wzrost zawartosci
grup karbonylowych oraz zmiany w strukturze przestrzennej, takie jak zmniejszenie liczby a-
helis [45-47].

Albumina — gtowne biatko osocza ulegajagce modyfikacjom w warunkach stresu
oksydacyjnego — fizjologicznie wystepuje w postaci zredukowanej z wolng grupg tiolowa w
pozycji Cys-34. Stres oksydacyjny doprowadza do przewagi formy utlenionej albuminy, w
ktérej wysoce reaktywna grupa tiolowa Cys-34 tworzy wigzanie disiarczkowe z glutationem
(HNA-(Glut)) lub cysteing (HNA-(Cys)). Grupa tiolowa (-SH) moze tez ulec utlenieniu do
grupy sulfenowej (-SOH), sulfinowej (-SO,H) lub sulfonowej (-SO3H), co daje inng postaé
utlenionej albuminy, HNA(oxi). Dalszy atak RFT powoduje kolejne modyfikacje, przy czym

najbardziej podatne sg reszty aminokwasowe aminokwasow zasadowych, aromatycznych i
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zawierajacych atom siarki (cysteina, tyrozyna, metionina, lizyna, arginina, histydyna, prolina i
tryptofan). Oprocz utlenienia wolnej grupy tiolowej Cys-34, najczeséciej wystepujace
oksydacyjne modyfikacje albuminy obejmuja modyfikacje N-konca albuminy i utlenianie
Trp-214. Grupy karbonylowe powstaja w wyniku utlenienia grup tiolowych. P6znym etapem
modyfikacji jest tworzenie wigzan krzyzowych, co skutkuje formowaniem AOPPs [48-49].

Utleniona albumina stanowi zasadniczy skladnik AOPPs, ale zawieraja one takze
pochodne innych bialek osocza, ktére ulegly dzialaniu RFT. Tworzenie nadtlenkow biatek
prowadzi do modyfikacji reszt aminokwasowych, rozrywania tancuchoéw polipeptydowych,
tworzenia dimerdéw 1 agregatow zmodyfikowanych biatek. Takim przemianom moga podlegac
apolipoproteiny (apolipoproteina A-I), biatka transportowe (transtyretyna, haptoglobina),
enzymy (al-antytrypsyna) i sktadowe dopetniacza (C3) [50]. Cze$¢ badaczy postuluje
strategiczng rol¢ fibrynogenu w formowaniu AOPPs. Udowodniono, ze fancuchy a, B 1y tego
biatka stanowig znaczacy sktadnik HMW-AOPPs, a w obecnosci HOCI tworza wigzania
krzyzowe, zwigzane z tworzeniem dityrozyny [51-52]. Schemat powstawania AOPPS
przedstawiono na rycinie 5 (Ryc. 5).

N
il 2 0,+ NADPH =i 2 0, + NADP* + H* I
20, +2 H = H,0,+ 0,

spontaniczna dysmutacja

H,0,+ CI" —eMPO 5. OH-+HOCI

kwas pod
HCIO + NH; == H,0 + NH,CI

\ chloramina

fibrynogen

Ryc. 5. Powstawanie zaawansowanych produktéw utleniania biatek (AOPPs). Opracowanie

wlasne.
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Fizjologicznie, AOPPs wystepuja takze w osoczu u oséb zdrowych, a ich stezenie
wzrasta wraz z wiekiem i masg ciala. Za ich eliminacj¢ z krazenia odpowiada szereg
mechanizmow doprowadzajacych do degradacji w lizosomach i proteasomach. AOPPs s3
rozpoznawane przez multiligandowe receptory dla zaawansowanych produktow glikacji (ang.
receptor for advanced glycation end products, RAGE), obecne na powierzchni komorek
srédblonka, miegsni gladkich, fibroblastow, monocytéw/makrofagow i hepatocytow. W
warunkach stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego dochodzi do wzmozonej ekspresji RAGE.
Interakcja RAGE z AOPPs powoduje rekrutacje czynnika jadrowego kB zidentyfikowanego
w limfocytach B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-
kB) z potaczenia z bialkiem inhibitorowym IkB, co umozliwia ekspresj¢ gendw cytokin
prozapalnych (IL-1a, IL-1B, IL-6, 1L-10, TNF-a i B), chemokin (biatko zapalne makrofagow
(ang. macrophage inflammatory protein, MIP), adhezyn (naczyniowa czasteczka adhezji
miedzykomorkowej 1 (ang. vascular adhesion molecule 1, VCAM-1), czasteczka adhezji
miedzykomorkowej 1 (ang. intracellular adhesion molecule 1, ICAM-1) i enzyméw
(cyklooksygenaza-2 (ang. cyclooxygenase 2, COX-2), fosfolipaza A2). Nasilenie procesu
zapalnego zwigzane z pobudzeniem receptora RAGE jest silniej wyrazone w przypadku jego
oddziatywania z AOPPs, niz przy wigzaniu z AGEs, co przyczynia si¢ do rozwoju powiktan
PChN [52-53].

AOPPs bezposrednio przyczyniaja si¢ do uszkodzenia nerek, co, w mechanizmie
dodatniego sprzezenie zwrotnego, przyspiesza postep choroby. Wykazano, ze receptor RAGE
obecny na podocytach, po potaczeniu z AOPPs, doprowadza — poprzez stymulacje szlaku
kinazy biatkowej C (ang. protein kinase C, PKC) — do wzmozonej aktywno$ci Nox i nasilenia
wewnagtrzkomdorkowej syntezy O, . Kolejnym efektem pobudzenia receptora RAGE na
podocytach jest aktywacja szklaku p53-Bcl-2/Bax, co skutkuje zaleznym do kaspazy-3
wyciekiem cytochromu ¢ z mitochondriow i apoptoza komorki [53]. Z kolei w kanalikach
nerkowych AOPPs oddzialujag na komoérki nabtonka dzigki wigzaniu si¢ z receptorami SR
klasy B, np. CD36 [54]. Udowodniono, zaréwno in vitro, jak in vivo, ze AOPPs w komorkach
nabtonka kanalikow nerkowych powoduja pobudzenie wewnatrznerkowego ukladu renina-
angiotensyna-aldosteron (ang. renine-angiotensin-aldosterone, RAA) poprzez stymulacje
receptora CD36, szlak kinazy PKC, aktywacje Nox i jadrowego czynnika transkrypcyjnego
NF-kB [55]. AOPPs stymulujg tez wzmozone wydzielanie transformujacego czynnika
wzrostu beta (ang. transforming growth factor beta, TGF-B), co promuje transformacj¢
fenotypowa w kierunku fibroblastéw. Réwnolegle w $rédmiazszu obserwuje si¢ nasilong

synteze¢ kolagenu 1 fibronektyny, wynikajaca z pobudzajacego dziatania AOPPs na aktywno$¢
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Nox [56]. Tak wigc koncowym efektem kumulacji AOPPs u pacjentow nefrologicznych jest

zwloknienie nerek [57].

1.3.2. METYLOGLIOKSAL, KARBOKSYMETYLOLIZYNA,
KARBOKSYETYLOLIZYNA, ZAAWANSOWANE PRODUKTY GLIKACJI

Glikacja jest nieenzymatycznym, wieloetapowym procesem, w ktorym grupy karbonylowe
cukréw reaguja z grupami aminowymi reszt aminokwasowych biatek, kwasow nukleinowych
1 fosfolipidow. In vivo mozna wyrdzni¢ kilka etapow glikacji. Na poczatku reakcja grupy
karbonylowej czasteczki cukru z grupg aminowg biatka powoduje powstanie aldiminy
(zasady Schiffa), co przebiega stosunkowo szybko, tak wigc stan rownowagi zostaje
osiggnicty w ciggu kilku godzin. W ciggu kolejnych kilku tygodni, w wyniku reakcji
Amadori, aldimina ulega przeksztalceniu w bardziej trwaly zwigzek — ketoaming. Reakcja
Amadori moze zachodzi¢ w fizjologicznym pH, ale promuje ja pH zasadowe i obecnos¢
anionéow fosforanowych. Produkty reakcji Amadori (ang. Amadori rearangement products,
ARP) stanowig tzw. wczesne produkty glikacji. W niskim pH enolizacja prowadzi do
przeksztalcenia ARP w zwigzki 1,2-dikarbonylowe, podczas gdy wyzsze pH sprzyja
enolizacji, finalnie dajacej zwiazki 2,3-dikarbonylowe. Dehydratacja zwiazkow 2,3-
dikarbonylowych prowadzi do syntezy zwiazkow a-dikarbonylowych (glioksal, MG, 3-
deoksyglukozon). Moga one powstawac takze bezposrednio z ARP w wyniku utlenienia i
defragmentacji, ktore katalizowane sa w duzej mierze przez jony metali przejSciowych. ARP i
zwigzki dikarbonylowe reaktywno$cig przewyzszaja wyjSciowe cukry, dlatego tez tatwo
uszkadzaja kolejne czasteczki bialek, tworzac AGEs [58-59]. Poczatkowe etapy, zwigzane z
powstawaniem zasad Schiffa i ARP sg odwracalne, natomiast kolejne reakcje prowadza do
trwalych modyfikacji. Nalezy pamigtaé, ze zarowno zwiazki dikarbonylowe, jak i AGEs
dostarczane sg rowniez do organizmu z pozywieniem. Znajduja si¢ w pokarmach poddanych
fermentacji, pieczeniu lub smazeniu, a takze w napojach 1 pokarmach o duzej zawarto$ci
cukrow. W srodowisku zrodlem zwigzkow dikarbonylowych jest rOwniez dym papierosowy i
spaliny pojazdow [60]. Wzory strukturalne wybranych zwigzkéw dikarbonylowych oraz

AGEs przedstawiono na rycinach 6 i 7 (Ryc. 6, Ryc. 7).
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Ryc. 6. Wzory strukturalne zwiagzkow dikarbonylowych. Opracowano na podstawie [172].
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karboksyetylolizyna (CEL) pentozydyna

Ryc. 7. Wzory strukturalne AGEs. Opracowano na podstawie [172].

Stres oksydacyjny, rozwijajacy si¢ w PChN, ma swoje zrédlo nie tylko w
nieprawidlowym metabolizmie cukréw. Lipooksydacja, na rowni z glikacja, przyczynia si¢ do
formowania zwigzkoéw dikarbonylowych [61-62]. U pacjentow z PChN lipooksydacja nie
zalezy od podwyzszonego stgzenia trojglicerydow, podobnie jak glikacja nie wynika z
hiperglikemii [61]. Stwierdza si¢ natomiast korelacje produktow peroksydacji lipidow, takich
jak dialdehyd malonowy-lizyna, z CML (Ryc. 8) zaliczang do AGEs [63]. Peroksydacja
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lipidow jest samonapedzajacym si¢ procesem, ktory zapoczatkowuja RFT, w tym wysoce
reaktywny HO'. Sktada si¢ ona z trzech faz: inicjacji, elongacji i terminacji (Ryc. 8). Na
koncowym etapie powstaja trzy grupy zwiazkoéw karbonylowych: a,B-nienasycone aldehydy
(4-hydroksy-2-nonenal (ang. 4-hydroxy-2-nonenal, 4-HNE), 4-hydroksy-2-heksenal (ang. 4-
hydroxy-2-hexenal, 4-HHE); dialdehydy (dialdehyd malonowy ang. malondialdehyde, MDA)
oraz ketoaldehydy (MG). Wszystkie cechuja si¢ znaczng reaktywnoscig, a ich reakcje z
grupami aminowymi bialek prowadza do tworzenia zaawansowanych produktow
lipooksydacji (ang. advanced lipooxidation end products, ALEs). Jest to rownie
niejednorodna grupa jak AGEs, obejmujaca m.in. cykliczne karbinoloaminy i hemiacetale.
Peroksydacja dotyczy nie tylko wolnych kwasow tluszczowych, ale i fosfolipidow.
Powstajace wowczas produkty, cho¢ syntetyzowane sa3 w wyniku tego samego typu reakcji,
maja jednak odmienne witasciwosci fizykochemiczne (np. lipofilno$¢), rézng dystrybucje

wewnatrzkomorkowa i wechodzg w reakcje z innego typu biatkami [60-61].

peroksydacja lipidow

-R-CHO / -R,-CO (cukry) +-NH, (biatka) >

ALDIMINA —N=CH- (zasada Schiffa) +H,O ‘

G. Inicjacja )
ALDIMINA (zasada Schiffa) —N=CH- > XD EER
KETOAMINA —N-CH,- (produkt reakcji Amadori) 2. Propagacja
L'+ 0, LOO
LOO +LH - LOOH + L’
KETOAMINA —N-CH,- (produkt reakcji Amadori) 2> 3. Terminacja
—> ZWIAZKI11,2-DIKARBONYLOWE 2xLO0O lub 2x L
—> ZWIAZKI 2,3-DIKARBONYLOWE \'Ub LOO + L )

- ZWIAZKI a-DIKARBONYLOWE (glioksal, metyloglioksal,

3-deoksyglukozon) ‘

- a,B-nienasycone
=== -NH,
— i
. e U

aldehydy (4-HNE,4-HHE)
Ryc. 8. Powstawanie zaawansowanych produktow glikacji (AGEs). Opracowanie wlasne.

- dialdehydy (MDA)

- — ketoaldehydy
glioksal, (metyloglioksal )
metyloglioksal,

Usuwanie AGEs z krazenia zwigzane jest z ich interakcjag z kilkoma typami

receptoréw. Zalicza si¢ do nich: receptory zmiatajace klasy A (SR-Al) i klasy B (CD36),
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receptory AGE (AGE-R1, AGE-R2, AGE-R3) oraz multiligandowy receptor RAGE. W
ustroju istnieje szereg ukladow enzymatycznych odpowiedzianych za rozklad ARP,
zwigzkéw dikarbonylowych 1 AGEs. Bardzo wazng role pelni cytoplazmatyczny uktad
glioksalaz (GLO1 1 GLO2), ktérego funkcjonowanie wymaga obecnos$ci glutationu. Niedobor
tego antyoksydanta lub spadek aktywnosci reduktazy glutationowej skutkuje zahamowaniem
rozktadu MG (Ryc. 9) do mleczanu. Z kolei NADPH-zalezna reduktaza aldolowa, kolejny
enzym eliminujacy glioksal i MG, moze funkcjonowac przy niedoborze glutationu — wowczas
MG jest przeksztatlcany do hydroksyacetonu, podczas gdy obecnos¢ glutationu warunkuje
rozklad do aldehydu mlekowego. Mozliwe jest rowniez przeksztalcenie MG do pirogronianu
w wyniku dzialania dehydrogenazy aldehydowe;j, ale znaczenie tego enzymu w metabolizmie
zwigzkow dikarbonylowych in vivo nie zostalo jednoznacznie wykazane [64]. AGEs
polaczone z biatkami, jako zwiazki wielkoczasteczkowe, ulegaja degradacji w proteasomach.
W wyniku proteolizy moga powstawa¢ zmodyfikowane aminokwasy, ktore przedostaja si¢ do
krazenia. Cze$¢ AGEs wykazuje znaczng oporno$¢ na dziatanie proteaz z powodu obecnosci
wigzan krzyzowych i tworzenia agregatow. Prowadzi to do kumulacji w ustroju AGEs
polaczonych z biatkami. Zmodyfikowane aminokwasy, podobnie jak zwiazki dikarbonylowe,
jesli znajduja si¢ w osoczu, sg filtrowane przez kiebuszki nerkowe i w wiekszosci zostaja
wydalone z moczem. Jedynie niewielka cze$¢ AGEs podlega reabsorpcji i degradacji na
poziomie kanalika proksymalnego [58, 65]. Schemat powstawania AGEs przedstawiono na
rycinie 8 (Ryc. 8).

Reaktywne zwigzki dikarbonylowe sa nie tylko pos$rednim ogniwem w procesie
syntezy AGEs 1 ALEs. Maja one takze bezposredni wptyw na postep PChN 1 jej powiktan.
Zaobserwowano, ze MG nasila oksydacyjne modyfikacje biatek, stymulujac reakcje wybuchu
tlenowego w PBMC poprzez aktywacj¢ kinazy p38 z grupy MAPK [66]. Opisano takze
wplyw MG in vitro na komoérki migéni gladkich naczyn, komorki wysp beta trzustki i neurony
kory osrodkowego uktadu nerwowego oraz na nablonek kanalikoéw nerkowych, gdzie MG
powodowat rozprzegniecie mitochondrialnego tancucha oddechowego z uwolnieniem RFT
[67].

Podobnie jak MG, AGEs réwniez s3 zaangazowane w patogenez¢ PChN.
Wewnatrzkomorkowo AGEs nasilaja zaburzenia roéwnowagi redox zaréwno przez
stymulowanie Nox [68], jak i poprzez wpltyw na mitochondrialng produkcje RFT [69].
Kolagen potaczony z AGEs jest mniej podatny na dziatanie enzymdéw hydrolitycznych, a
elastyna po pofaczeniu z AGEs zmienia swoje wilasciwosci fizykochemiczne. W efekcie

obserwuje si¢ zwickszong sztywno$¢ $ciany naczyn oraz zwloknienie kilebuszkow [7-71].
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AGEs zwigzane sg réwniez z powiktaniami leczenia nerkozastepczego. Formowanie GDP i
AGEs w plynach wysokoglukozowych powoduje transformacje fenotypowa komorek
mezotelium w kierunku fibroblastow i utrat¢ funkcji otrzewnej jako blony dializacyjnej [72].
Z kolei u pacjentow hemodializowanych stwierdzono, ze stres karbonylowy koreluje z
rozwojem amyloidozy dializacyjnej, w ktorej ztogi amyloidu zawieraja, oprocz J3,-

mikroglobuliny, takze AGEs [73].

1.3.3. GRUPY KARBONYLOWE BIALEK

Koncepcje stresu karbonylowego wysunal Miyata et al., definiujac go jako wynik nasilonego
utleniania lipidéow i cukrow lub niecadekwatnej inaktywacji reaktywnych zwigzkow
karbonylowych, pochodzacych z oksydacyjnych i nieoksydacyjnych przemian lipidow i
cukrow [63]. Fizjologicznie grupy karbonylowe wystepuja w ustroju w niewielkich
stezeniach, w osoczu ich stezenie ksztattuje si¢ na poziomie 0,4 — 1,0 nmol/mg biatka. W
specyficznych warunkach dochodzi do wzrostu zawartosci grup karbonylowych z 1/3000
reszt aminokwasowych do 2-8/3000 reszt aminokwasowych [74].

Zwiazki odpowiedzialne za tworzenie grup karbonylowych w obrebie biatek moga
mie¢ postaé a,B-nienasyconych aldehydow (4-HNE i 4-HHE), dialdehydéw (MDA) oraz
ketoaldehydow (MG, 4-okso-2-nonenal (ang. 4-oxo-2-nonenal, 4-ONE). Zwiazki
karbonylowe przedostaja si¢ do organizmu z pozywieniem, dymem tytoniowym i
zanieczyszczeniami powietrza, ale decydujacy wplyw ma synteza endogenna. Niewielkie
ilosci zwigzkow karbonylowych powstaja fizjologicznie na drodze glikolizy, sa jednak szybko
zuzywane na kolejnych etapach szlaku metabolicznego. Enzymatyczne utlenianie niektorych
aminokwasow (treoniny, glicyny) takze moze prowadzi¢ do formowania zwigzkéw
karbonylowych. Kolejne zrodto zwigzkéw karbonylowych stanowi szlak poliolowy, ktérego
aktywacja w warunkach hiperglikemii odgrywa znaczacg role w patogenezie cukrzycy.
Natomiast w PChN wzrasta znaczenie uktadu MPO - H,0, - HOCI, ktory w ramach reakcji
wybuchu tlenowego doprowadza do syntezy zwigzkow  karbonylowych z
hydroksyaminokwasow (treonina, seryna, tyrozyna).

Zwiazki karbonylowe powstaja réwniez na drodze nieenzymatycznej. Glikacja
prowadzi do tworzenia zasad Schiffa, a nastepnie ARP, ktoére w wyniku enolizacji, utlenienia,
dehydratacji i fragmentacji ulegajg przeksztatceniu w zwigzki karbonylowe. Cukry mogg by¢
zrédlem zwigzkow karbonylowych nie tylko poprzez reakcje szlaku Amadori. Alternatywna

droge stanowi szlak Namiki, polegajacy na fragmentacji zasady Schiffa, oraz szlak Wollffa,
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zwigzany z autooksydacjg cukréw katalizowang przez jony metali przejsSciowych. W PChN
postuluje si¢ znaczacg rolg szlaku Wolffa, w ktérym zwigzki karbonylowe powstaja
niezaleznie od hiperglikemii, w warunkach nasilonego stresu oksydacyjnego. Druga
nieenzymatyczng S$ciezka syntezy zwigzkoéw karbonylowych jest proces lipooksydacji, w
ktorym wielonienasycone kwasy tluszczowe ulegaja fragmentacji pod wpltywem RFT.
Reakcje zwigzkow karbonylowych z nukleofilowymi grupami biatek, kwaséw nukleinowych
i fosfolipidow prowadza do powstania AGES i ALES. Trzecim efektem dziatania zwigzkow
karbonylowych jest wzrost liczby grup karbonylowych w polipeptydach i biatkach [74-75].
Zaleznosci pomigdzy stresem karbonylowym a stresem oksydacyjnym, z
uwzglednieniem mechanizméw prowadzacych do stresu karbonylowego, zostaty

przedstawione na rycinie 9 (Ryc. 9).

GLIKOOKSYDACIA
szlakiem Amadori
(glikacja, rrAmadori,
enolizacja, zwigzki
dehydratacja) karbonylowe GLKOLEZA
egzogenne
(dym tytoniowy,
pokarm) SZLAK
GLIKO-OKSYDA(:'J:Q POLIOLOWY
szlakiem Namiki
(glikacja,
: zwiazki zwiazki
fsraﬁr;entaqa zasady Kiirbeylaies karbonylowe UTLENIANIE
chitfa) endogenne endogenne | AMINOKWASOW
DROGA DROGA
\ NIEENZYMATYCZNA ENZYMATYCZNA (Gly, Tre)
GLIKOOKSYDACIA ,
szlakiem Wolffa/ \ | REAKCJA
(autooksydacja ~ Me”~ karbonylacja WYBUCHU
cukréw) s~ _ bezposrednia TLENOWEGO
- - RFT + reszty AA
(Glu, Asp, Pro) MPO-H,0,-HCIO
LIPOOKSYDACJA (Ser, Tyr, Tre)
kwasow
ttuszczowych

Ryc. 9. Schemat zaleznosci pomiedzy stresem karbonylowym a stresem oksydacyjnym.

Opracowanie wlasne.
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Karbonylacja jest procesem niecodwracalnym, a bialka, ktore jej ulegly, sag
degradowane w proteasomach. Za rozktad biatek odpowiedzialne sg dwa typy proteasomow:
268, zalezny od ubikwityny i ATP, oraz 20S, niezalezny do ubikwityny i ATP. W warunkach
stresu oksydacyjnego zdolnos¢ komorki do rozktadu biatek jest obnizona, gdyz aktywno$é
proteasomu 26S maleje, a aktywnos$¢ proteasomu 20S nie zmienia si¢, mimo nasilonego
gromadzenia w komorce zmodyfikowanych biatek. Prowadzi to do kumulacji
karbonylowanych biatek w ustroju, co uposledza ich funkcje, przyczyniajac si¢ do nasilenia
zaburzenia homeostazy wewnatrzustrojowej. Dochodzi wtedy do utarty aktywnosci enzymow
1 hamowania szlakéw metabolicznych oraz do zaburzenia interakcji pomigdzy
poszczegolnymi biatkami lub biatkami i1 ich niskoczasteczkowymi ligandami. Ponadto
karbonylacja reszt lizynowych moze doprowadzi¢ do opornosci na ubikwitynacje, co skutkuje
wydluzeniem czasu poOttrwania 1 gromadzeniem biatek w ustroju. Karbonylacja biatek
zwigzana jest ze stresem retikulum endoplazmatycznego i1 z autofagia oraz z wprowadzaniem
komoérki na droge apoptozy. W szczegdlny sposdb karbonylacja moze przyczyni¢ si¢ do
zwigkszenia stresu oksydacyjnego poprzez uszkodzenie biatek kluczowych dla

funkcjonowania mitochondriéw i rozprzegnigcia tancucha oddechowego [76-77].

1.3.4. ROZPUSZCZALNA POSTAC RECEPTORA DLA ZAAWANSOWANYCH
PRODUKTOW GLIKACJI

RAGE, receptor zaliczany do rodzinny immunoglobulin, obecny jest na wielu typach
komorek: monocytach/makrofagach, podocytach, komoérkach $rodblonka i adipocytach.
Zbudowany jest z czesci cytozolowej, czesci transblonowej 1 czgsci zewnatrzkomorkowej, w
ktérej wyrdznia si¢ domene zmienng (V), odpowiadajaca za wigzanie ligandu, oraz dwie
domeny state (C1 i C2) [78]. Gen kodujacy RAGE, znajdujacy si¢ na chromosomie 6,
wchodzi w sktad genow gtownego uktadu zgodnos$ci tkankowej [79]. Pre-mRNA genu RAGE
moze ulega¢ alternatywnemu splicingowi, w wyniku czego powstaja izoformy RAGE o
krotszym tancuchu polipeptydowym. W efekcie na powierzchni komorek srodbtonka, oprocz
RAGE o pelnej dtugosci, wystepuje takze RAGE pozbawiony domeny V, ktéry zwigzany jest
z hamowaniem wzrostu $rodblonka i angiogenezy. Z kolei RAGE pozbawiony czesci
cytozolowej, czyli dominujacy negatywny RAGE (ang. dominant negative receptor for
advanced glycation end products, dnRAGE), wigze ligandy, ale nie przekazuje sygnatu do

wnetrza komorki, co powoduje wyciszenie stymulacji RAGE o pelnej dlugosci tancucha [78].
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Postaci rozpuszczalne RAGE (ang. soluble receptor for advanced glycation end
products, sSRAGE) znajdujg si¢ w osoczu i pozbawione sg domeny transbtonowej oraz
cytozolowej (Ryc. 10). Zalicza si¢ do nich dwa typy: endogenny rozpuszczalny RAGE (ang.
endogenous secretory receptor for advanced glycation end products, esRAGE) i cleaved
RAGE (ang. cleaved receptor for advanced glycation end products, CRAGE). esRAGE
powstaje w wyniku alternatywnego splicingu pre-mRNA genu RAGE. C-koncowy odcinek
zawiera unikalng sekwencje¢ ztozong z 16 aminokwasow, ktora odpowiada za immunogenno$¢
esRAGE. esRAGE moze ulec potranslacyjnej modyfikacji, ktora polega na N-glikozylacji, w
wyniku czego w osoczu wystepuje dominujaca posta¢ glikozylowana (o masie 50kDa) i
posta¢ niezmodyfikowana (o masie 46 kDa). Natomiast cRAGE uwalniany jest do osocza w
wyniku dzialania metaloproteinaz macierzy pozakomoérkowej na czasteczki RAGE
zakotwiczone w blonach komorkowych. Izoformy cRAGE obejmuja postaci pozbawione nie
tylko domeny cytozolowej i transbtonowe;j, ale takze postaci niezwierajagce domeny V, ktore
nie majg zdolnosci wigzania ligandu. U o0s6b zdrowych stosunek osoczowego stezenia
SRAGE do esRAGE wynosi 5:1 [80-81]. Czasteczki sRAGE mogg ulec czasowemu
zakotwiczeniu na powierzchni komorek lub macierzy pozakomoérkowej dzigki powinowactwu
do tancucha siarczanu heparanu. Dopiero po zwigzaniu z ligandem dochodzi do zmniejszenia
powinowactwa do siarczanu heparanu i odlgczenia receptora. Kompleks sSRAGE - ligand jest
nastepnie uwalniany do osocza, a finalnie ulega degradacji w watrobie 1 $ledzionie. W ten
sposob sRAGE — zarowno jako eSRAGE, jak i jako CRAGE — zmniejsza ryzyko zwigzania
ligandu z natywnym RAGE na powierzchni komorki i rozwoju odpowiedzi komodrkowej

[70,78]. Na rycinie 10 przedstawiono schemat powstawania SRAGE.
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Ryc. 10. Schemat powstawania SRAGE. Opracowano na podstawie [210].

RAGE jest receptorem multiligandowym. Wiaze si¢ z produktami dziatania RFT:
zarowno z AGEs, jak 1 z AOPPs. Do grupy ligandow RAGE zalicza si¢ rowniez biatka z
rodziny S100/kalgranulin  (S100A7, S100B, S100A12, S100P), ktorych cecha
charakterystyczng budowy jest motyw EF wigzacy jony wapnia. Sa one wydzielane przez
aktywowane neutrofile 1 monocyty/makrofagi. Poszczegolne biatka S100/kalgranuliny wigza
si¢ z RAGE w rdzny sposob [82]. Biatka z grupy S100/kalgranulin moga dziata¢ na komorki
srédbtonka 1 migs$ni gladkich jako cytokiny prozapalne. Wplywaja réwniez na rozrost i
apoptoz¢ neurondow osrodkowego uktadu nerwowego. Wykazano tez udziat biatek
S100/kalgranulin w procesie rozwoju nowotworow (raka piersi, jelita grubego, pluc,
neuroblastomy) [82]. Kolejnym ligandem RAGE jest biatko HMGBI, ktére wystepuje w
jadrze komorkowym jako niehistonowe biatko wiazace DNA. Potranslacyjna modyfikacja
umozliwia przesunigcie HMGBI1 do cytozolu, gdzie jest uznawana za marker niedojrzatych
neurondow. HMGB1 moze takze ulec sekrecji pozakmorkowej przez aktywowane neutrofile,
monocyty/makrofagi 1 komoérki srodblonka albo tez ulec uwolnieniu z martwiczych komorek,
w wyniku czego pojawia si¢ w osoczu. HMGBI 1aczy si¢ z C-koncowym fragment RAGE,
aktywujac szlaki kinaz aktywowanych mitogenami (ang. mitogen-activated protein kinase,
MAPK), w tym kinaz JNK i kinaz ERK. Udowodniono udziat HMGBI1 zaréwno w procesie
rozrostu nowotworow i tworzenia przerzutow, jak i w procesie zapalenia [83]. Ponadto RAGE

moze wigza¢ si¢ z patologicznymi biatkami: prekurosorem amyloidu A w amyloidozie
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wtornej oraz peptydami prionowymi. Powinowactwo do RAGE wykazuja takze bialka
btonowe takie jak biatko Mac-1, zaliczane do integryn obecnych na powierzchni leukocytow.
Interakcja RAGE — Mac-1 powoduje gromadzenie leukocytow w ognisku zapalnym [78].

Pobudzenie transbtonowego RAGE przez potaczenie z ligandem skutkuje aktywacja
szlakow zwigzanych z kinazami MAPK. Konsekwencja tego procesu jest uwolnienie
czynnika transkrypcyjnego NF-«B z potaczenia z biatkiem inhibitorowym (IxB). Fosforylacja
biatka inhibitorowego (IkB) powoduje dysocjacj¢ kompleksu, co umozliwia transport
czynnika transkrypcyjnego NF-xB do jadra i transkrypcje genow cytokin (IL-1a, IL-1p, IL-6,
IL-10, TNF-o i pB), chemokin (MIP), czastek adhezyjnych (VCAM-1, ICAM-1),
immunoglobulin i enzymow (COX-2, fosfolipaza A2, lizozym). Czynnik transkrypcyjny NF-
kB odpowiada takze za transkrypcje gendow niektorych enzymoéw antyoksydacyjnych jak
mitochondrialna SOD-2 [84-85]. Nalezy zauwazy¢, ze promotor genu RAGE takze moze
wigza¢ si¢ z czynnikiem transkrypcyjnym NF-kB, co w mechanizmie dodatniego sprz¢zenia
zwrotnego nasila ekspresje genu RAGE 1 zwigksza obecno$s¢ RAGE na powierzchni komorki
[86]. Kolejnym nastepstwem potaczenia RAGE z ligandem jest aktywacja Nox. Wykazano,
ze w komorkach $rodbtonka oraz monocytach/makrofagach skutkiem pobudzenia RAGE jest
wzrost produkcji RFT w wyniku nasilonej aktywnosci Nox [87].

sRAGE wiaze si¢ z ligandami, dzigki czemu zmniejsza prawdopodobienstwo ich
interakcji z RAGE na powierzchni komorek. Jest to mechanizm obronny, ktory rozwija si¢ w
odpowiedzi na gromadzenie si¢ w ustroju potencjalnych ligandow RAGE, w wyniku stresu

oksydacyjnego i karbonylowego, stanu zapalnego oraz spadku funkcji nerek [70].

1.3.5. 3-NITROTYROZYNA

Reaktywne formy azotu (ang. reactive nitrogen species, RFA), analogicznie jak RFT, cechuja
si¢ znacznym potencjatem utleniajgcym 1 krotkim okresem pottrwania, wynikajagcym z ich
zdolnosci do wchodzenia w reakcje z innymi czasteczkami. Do RFA zalicza si¢ zar6wno
wolne rodniki, jak i zwigzki nieposiadajace niesparowanego elektronu. RFT 1 RFA reaguja ze
soba, co prowadzi do powstawania kolejnych, wysoce reaktywnych zwigzkéw i dalszego
zaburzenia rownowagi redox w ustroju.

Kluczowym zwigzkiem w procesach zwigzanych z RFA jest tlenek azotu (NO). W
warunkach prawidtowych jest on syntetyzowany przez syntaze tlenku azotu (NOS) z L-
argininy i tlenu przy udziale kofaktorow: fosforanu dinukletydu nikotynamidoadeninowego

(NADPH), dinukletydu flawinoadeninowego (FAD), mononukleotydu flawinoadeninowego
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(FMN), tetrahydrobiopteryny (BH,4). Syntaza tlenku azotu wystepuje w trzech izoformach, z
ktorych dwie — neuronalna (ang. neuronal nitric oxide synthase, nNOS) i §rodbtonkowa (ang.
endothelial nitric oxide synthase, eNOS) — s3 enzymami konstytutywnymi, odpowiedzialnymi
za stalg, fizjologiczng synteze NO w komorce. Natomiast indukowalna syntaza tlenku azotu
(ang. inducible nitric oxide synthase, iNOS) syntetyzowana jest w wyniku dziatania szeregu
cytokin prozapalnych (IL-1, TNF-a, INF-y) i generuje kilkadziesigt raz wigcej NO niz
izoformy konstytutywne. NO — jako czasteczka mata, hydrofobowa, o stosunkowo dlugim
okresie poitrwania w porownaniu z innymi RFT i RFA — tatwo przenika przez btony i
rozprzestrzenia si¢ w ustroju. W warunkach stresu oksydacyjnego wzrasta dostgpnos¢ RFT,
ktore reagujg z NO. Produktem reakcji NO z O," jest ONOO', ktory z kolei reaguje z
kolejnymi czgsteczkami (jak dwutlenek wegla) i jonami (jak jon wodorowy). ONOO  jako
kwas nadtlenoazotawy (ONOOH) ma zdolno$¢ przenikania przez btony, co ulatwia jego
rozprzestrzeniania. Moze on ulec reakcji homolitycznego rozktadu do dwutlenku azotu (NO3’)
i HO". Z kolei homoliza nitrozonadtlenoweglanu (ONOOCO, ") prowadzi do powstania NO;’
i anionorodnika weglanowego (CO3™). Natomiast w obecnosci silnego utleniacza, jakim jest
HO’, NO ulega utlenieniu do kationu nitrozoniowego (NO™) [88-89]. Ochronna rola enzyméw
antyoksydacyjnych jest znacznie ograniczona ze wzgledu na duza reaktywno$¢ powstajacych
zwigzkdw. Dysmutacja O, katalizowana przez SOD przebiega znacznie wolniej, niz reakcja
02" z NO [90]. W efekcie obserwuje sie znaczacy wzrost RFA w ustroju, co doprowadza do
uszkodzenia zwigzkow wielkoczasteczkowych. Zaréwno ONOO ', jak i jego pochodna -
nitrozonadtlenowgglan (ONOOCO, ), maja zdolno$¢ modyfikacji reszt aminokwasowych. S-
nitrozylacja reszt metioniny i cysteiny prowadzi do powstawania sulfotlenku, podczas gdy
nitracja reszt tryptofanu i tyrozyny skutkuje pojawianiem si¢ grupy nitrowej (-NO;) w
pierScieniu aromatycznym. Tluszcze, cukry 1 kwasy nukleinowe réwniez moga ulegac
atakowi RFA, co prowadzi do nitracji kwaséw tluszczowych, powstawania nitrozowych
pochodnych glukozy oraz 8-nitro-guaniny [89,91].

Biologiczna wydajno$¢ nitracji reszt tyrozynowych wynosi 1-5 na 10000 reszt [92].
Jednak u pacjentéw z PChN, ze wzgledu na zwigkszong produkcje RFT i RFA, stwierdza si¢
kumulacj¢ produktow stresu azotowego. Nitracja obejmuje biatka osocza takie jak: albumina,
tancuchy a, B iy fibrynogenu, ceruloplazmina, transferyna, haptoglobina, alfa-1-antytrypsyna,
czynnik D dopelniacza oraz immunoglobuliny [93].

3-nitrotyrozyna (Ryc. 11) powstaje najczes$ciej na drodze posredniej modyfikacji
reszty tyrozynowej (Ryc. 12).
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Ryc. 11. Wzo6r strukturalny 3-nitrotyrozyny. Opracowano na podstawie [241].

W pierwszym etapie powstawania 3-nitrotyrozyny dochodzi do ataku ONOO na
reszt¢ tyrozynowa, CO skutkuje powstaniem nietrwatego rodnika tyrozylowego, ktory
nastepnie ulega przeksztatceniu do 3-nitrotyrozyny. Alternatywna droga przemian obejmuje
dimeryzacje¢ rodnika tyrozylowego, co prowadzi do pojawienia si¢ 3,3-dityrozyny i tworzenia
wigzan krzyzowych w obregbie czasteczki biatka [91,94]. Znaczacy udzial w syntezie 3-
nitrotyrozyny odgrywaja enzymy z grupy peroksydaz: MPO oraz peroksydaza eozynofilii
(ang. eosinophil peroxidase, EPO), ktore produkowane sg przez leukocyty w stanie zapalnym
oraz w przebiegu reakcji nadwrazliwosci. Katalizuja one utlenianie azotynu (NOy):
jednoelektronowe — do dwutlenku azotu (NO;") oraz dwuelektronowe — do ONOO™ [95].

Badania na modelach zwierzecych uwodnily znaczace réznice co do udziatu
peroksydaz w formowaniu 3-nitrotyrozyny w zaleznosci od lokalizacji i etiologii stanu
zapalnego. Ponadto zaobserwowano, ze nasilenie syntezy 3-nitrotyryzny nie Kkoreluje z
nasileniem powstawania innych produktéw dziatania peroksydaz: 3-chlorotyrozyny i 3-
bromotyrozyny. Ze wzgledu na mozliwos¢ ograniczonego doptywu NO;, peroksydazy in
vivo odgrywaja wigksza role w nitrowaniu reszt aminokwasowych bialek pozakomorkowych,
niz wewnatrz komorki [95]. Nitrowanie moze tez przebiega¢ z udzialem jondéw metali
przejsciowych. W pierwszym etapie ONOO tworzy kompleks z kationem metalu
przejsciowego, dzieki czemu powstaje spolaryzowany no$nik kationu nitroniowego (NO3").
Nastepnie spolaryzowany no$nik przeprowadza atak na reszt¢ tyrozynowa, co skutkuje

powstaniem 3-nitrotyrozyny [92].
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Ryc. 12. Powstawanie 3-nitrotyrozyny. Opracowanie wilasne.

Wptyw RFA na poszczegdlne typy komorek nerki zalezy od sprawno$ci ich
mechanizmow antyoksydacyjnych. Cze$¢ prac wskazuje na komorki mezangium kitebuszka
jako najbardziej odporne na atak RFA ze wzgledu na dobrze rozwinigty system obronny,
ktory umozliwia prawidlowe funkcjonowanie komorek nawet przy znacznej aktywnoSci
iNOS. Z kolei komoérki srdédblonka w klebuszku oraz podocyty wydaja si¢ szczegodlnie
wrazliwe na atak RFA. W efekcie dochodzi zar6wno do apoptozy komorek kiebuszka, jak i
do transformacji fenotypowej w kierunku fibroblastow [96]. Badania graftow, ktore ulegty
procesowi przewlektego odrzucania, takze dostarczyly dowoddéw na zrdéznicowanie skutkow
dziatania RFA w poszczegolnych tkankach nerki. Znaczne nasilenie nitracji dotyczyto
mitochondrialnej SOD-2 w nabtonku kanalikoéw nerkowych [97]. Stwierdzono réwniez, ze
kumulacja 3-nitrotyrozyny w odrzuconych graftach dotyczy gléwnie $rodmigzszu i
kanalikow, a nie klebuszkow [98]. Na modelach zwierzecych rowniez udowodniono, ze
uszkodzenie nerek wigze si¢ y dyianiem RFA. U szczuréw podanych 5/6 nefrektomii
zaobserwowano gromadzenie 3-nitrotyrozyny w pozostatej tkance nerki, a takze w innych

narzadach (serce, aorta, mozg, watroba) [99]. Badania modeli zwierzgcych potwierdzity takze
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wplyw RFA — ocenianego przez gromadzenie si¢ 3-nitrotyrozyny w tkankach - na wtdknienie
nerek w przebiegu PChN [100-101].

1.3.6. GRUPY KARBAMYLOWE BIALEK

Karbamylacja to nieenzymatyczna modyfikacja bialek, analogiczna do procesu glikacji, ale
zachodzaca przy udziale kwasu cyjanowego. Kwas cyjanowy powstaje jako produkt
dysocjacji mocznika. W warunkach fizjologicznych stosunek st¢zenia kwasu cyjanowego do
stezenia mocznika wynosi przeci¢tniej mniej niz 1:100 [102]. Wraz z spadkiem wydolnos$ci
nerek i akumulacja mocznika dochodzi do koncentracji kwasu cyjanowego. Jednak u
pacjentow ze SNN stezenie kwasu cyjanowego jest ok. tysigc razy nizsze, niz wynikatoby to
ze stgzenia mocznika. U chorych hemodializowanych obserwuje si¢ stezenie kwasu
cyjanowego siegajace 141 + 45 nmol/l przed zabiegiem hemodializy, podczas gdy u
zdrowych kwas cyjanowy osiaga st¢zenie 45 + 22 nmol/l [103]. Przyczyng tej rozbiezno$ci
stanowi duza reaktywno$¢ kwasu cyjanowego. Tautomer kwasu cyjanowego, kwas
izocyjanowy, tatwo wchodzi w reakcj¢ z szeregiem roznych typdéw grup funkcyjnych bialek.
Kwas cyjanowy moze rowniez powstawaé przy udziale MPO, enzymu wybuchu tlenowego,
ktorego aktywno$¢ rosnie w przebiegu stanu zapalnego. MPO, w obecnosci H,0O,, katalizuje
utlenianie tiocyjanianu, pochodzacego z pokarméow lub z dymu tytoniowego, do kwasu
cyjanowego [104]. In vitro kwas izocyjanowy najtatwiej reaguje z grupami tiolowymi i
fenolowymi, ale reakcje te sag odwracalne i1 nie zmieniajg trwale struktury biatka. Odmiennie
zachowuja si¢ grupy aminowe, ktore w wyniku reakcji z kwasem izocyjanowym ulegaja
nieodwracalnej przemianie do grup karbamoilowych (-CONH;). Najszybciej wchodzg w
reakcje karbamylacji grupy o-aminowe, podczas gdy grupa g-aminowa lizyny reaguje z
kwasem izocyjanowym okoto 100 razy wolniej. Z tego wzgledu wolne aminokwasy ulegaja
gtownie o-karbamylacji, podczas gdy zroédtem homocytruliny (e-amino-karbamylowanej
lizyny) jest przede wszystkim katabolizm biatek o dlugim czasie pottrwania, ktorych reszty
lizynowe zdazyly ulec e-karbamylacji (Ryc. 13). Kwas izocyjanowy moze takze reagowac z
grupami karboksylowymi, natomiast in vitro nie stwierdza si¢ reakcji pomiedzy kwasem
izocyjanowym a grupami hydroksylowymi. Oprocz kwasu izocyjanowego zrddlem grup

karbamoilowych moze by¢ takze karbamoilofosforan [105-106].
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Ryc. 13. Budowa strukturalna biatek karbamylowanych. Opracowano na podstawie [221].

Rol¢ mechanizmu ochronnego,

strukturalnych i1 enzymatycznych, petnia wolne aminokwasy, do ktérych kwas izocyjanowy
ma wyzsze powinowactwo, niz do reszt aminokwasowych w tancuchu polipeptydowym. W
SNN obserwuje si¢ wzrost stezenia karbamylowanych wolnych aminokwaséow w stosunku do
niezmodyfikowanych wolnych aminokwasow. Najczesciej karbamylacji ulega izoleucyna i
treonina, natomiast najnizszy wskaznik karbamylacji wykazuja tyrozyna i fenyloalanina [106-

107]. Schemat ukazujacy powstawanie biatek karbamylowych zostal przedstawiony na

rycinie 14 (Ryc. 14).

zmniejszajacego
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Ryc. 14. Powstawanie bialek karbamylowanych. Opracowanie wiasne.

Karbamylacja jest procesem zmieniajagcym strukture biatka, prowadzacym do
zaburzenia funkcji 1 wplywajacym na katabolizm biatka. Ulegaja jej zarowno biatka
osoczowe, jak i biatka macierzy. Na modelu zwierzecym udowodniono, ze karbamylowana
albumina cechuje si¢ wigkszg nefrotoksyczno$cig, niz albumina niezmodyfikowana. W
kanalikach eksponowanych na karbamylowang albuming dochodzi do wigkszego zwtoknienia
okotocewkowego oraz zwigkszonej obecnosci fibronektyny, czynnikow wazokonstrykcyjnch:
endoteliny-1 (ang. endothelin 1, ET-1) oraz czynnikow wzrostu, w tym plytkopochodnego
czynnika wzrostu (ang. platlet-derived growth factor, PDGF), czynnika wzrostu naskorka
(ang. epidermal growth factor, EGF) i TGF-p [108]. Z kolei in vitro wykazano, ze
karbamylowana albumina stymuluje proliferacj¢ komoérek mezangium kiebuszkéw
nerkowych oraz sprzyja ich transformacji fenotypowej w kierunku fibroblastow.
Rownoczesny wzrost syntezy kolagenu | i IV nasila wioknienie kigbuszkow i uposledzenie
funkcji wydalniczej nerki [109]. Ocena materialu biopsyjnego od chorych z PChN wykazata,
ze homocytrulina (e-amino-karbamylowana lizyna) gromadzi si¢ glownie w komorkach
mezangium 1 btonie podstawnej kigbuszka oraz w komorkach nabtonka kanalikéw, natomiast
bardzo rzadko pojawia si¢ w torebce Bowmana. Ponadto nie stanowi ona elementu

sktadowego  ztogow  zawierajacych  immunoglobuliny lub  komplement, ale
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najprawdopodobniej jej obecno$s¢ wynika z karbamylacji biatek tkanki nerki in situ. Nie
stwierdzono natomiast gromadzenia homocytruliny w bioptatach od chorych z izolowanym
biatkomoczem i prawidlowym stezeniem mocznika ani w bioptatach od zywych dawcow
nerek [110]. Badania na modelach zwierzecych rowniez potwierdzajg kumulacje w obrebie
nerek zarowno homocytruliny, jak i biatek karbamylowanych, wraz z rozwojem SNN [112].

Uszkodzenie narzadow spowodowane karbamylacja w duzej mierze zwigzane jest z
modyfikacja biatek macierzy pozakomoérkowej, ktore cechuja si¢ dtugim okresem pottrwania.
Karbamylowany in vitro kolagen charakteryzuje si¢ lokalnymi zaburzeniami struktury
potrojnej helisy, co wigze si¢ z jego opornoscia na dziatanie wigkszosci metaloproteinaz
macierzy pozakomorkowej, przy zwickszonej wrazliwosci na dzialanie metaloproteinazy 2
(MMP-2) [113]. Ré6wnoczesnie opisano hamujgcy wptyw karbamylacji na aktywno$¢ MMP-2
[110]. W efekcie karbamylacja wptywa nie tylko na whasciwosci fizykochemiczne kolagenu,
ale 1 zakfoca jego katabolizm, co prowadzi do zwigkszonego gromadzenia macierzy
pozakmoérkowej 1 nasilonego wldknienia. Nieprawidtowa struktura karbamylowanego
kolagenu utrudnia réwniez tworzenie fibryli oraz interakcje czasteczki kolagenu z
neutrofilami [114]. Karbamylacja biatek przyczynia si¢ tez do zaburzen hemostazy typowych
dla PChN, w ktorej obserwuje si¢ zarowno sktonnos¢ do wykrzepiania, jak i objawy skazy
krwotocznej. Z jednej strony, karbamylowane LDL wykazuja powinowactwo do receptora
podobny do lektyny typu 1 wigzacego ox-LDL (ang. lectin like oxidized LDL receptor-1,
LOX-1), a roéwnocze$nie nasilaja ekspresje genu receptora LOX-1, genu czynnika
tkankowego (ang. tissue factor, TF) oraz genu inhibitora aktywatora plazminogenu-1 (ang.
plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1), co wiaze si¢ z przesunigciem rGwnowagi w strong
zwickszonej aktywno$ci prozakrzepowej. Efekt trombogenny wykazuja zaréwno
karbamylowane LDL wyizolowane z osocza chorych z SNN, jak i karbamylowane LDL
zsyntetyzowane in vitro [115]. Z drugiej strony, karbamylacja fibrynogenu zmienia sam
proces formowania si¢ skrzepliny poprzez wplyw na polimeryzacje fibryny i tworzenie
wigzan krzyzowych. Zakldceniu ulega réwniez proces degradacji fibryny. W efekcie
obserwuje si¢ obnizong wytrzymalo$s¢ mechaniczng skrzepliny oraz nasilong migracje
neutrofili w miejsce wykrzepiania, co przyczynia si¢ do skazy krwotocznej [116].
Karbamylowana albumina hamuje produkcje RFT w reakcji wybuchu tlenowego
przeprowadzanej przez neutrofile, ktore oddziatujg z kolagenem, co skutkuje spadkiem
odpornosci i zwiekszong podatnoscig na zakazenia u chorych z PChN [117].

2. ZALOZENIA I CELE PRACY

38



Zaburzenie rownowagi redox w przebiegu PChN skutkuje nasileniem stresu oksydacyjnego i
karbonylowego, co prowadzi do modyfikacji wielu czasteczek, w tym bialek niezbednych do
prawidtowego funkcjonowania organizmu. Ocena kumulacji zmodyfikowanych biatek w
osoczu nie tylko stanowi posredni wyktadnik nasilenia zaburzenia réwnowagi redox w
ustroju, ale rownoczesnie pozwala na analiz¢ wplywu stresu oksydacyjnego i jego
pochodnych (glikacji, stresu karbonylowego i karbamylacji) na patogeneze PChN. Ponadto
zwigzki powstajace w wyniku dzialania RFT na bialka mogg oddziatywaé¢ na rozwdj
odlegtych nastepstw PChN takich jak przewlekly stan zapalny, dyslipidemia, osteodystrofia
nerkowa oraz zaburzenia gospodarki zelazowej i niedozywienie. Z kolei powiktania, do
ktorych dochodzi u pacjentow z PChN, moga wpltywa¢ na nasilenie oksydacyjnych
modyfikacji biatek.

W pracy wyznaczono nastgpujace cele:

1. Ocena wplywu stopnia zaawansowania PChN na nasilenie modyfikacji bialek w

wyniku stresu oksydacyjnego.

2. Poroéwnanie wptywu metody leczenia nerkozastepczego na modyfikacje biatek.

3. Ocena zwigzku pomiedzy wybranymi modyfikacjami bialek w PChN a powiktaniami

typowymi dla PChN

4. Poroéwnanie wybranych modyfikacji biatek u pacjentéw z PChN i pacjentow z O

najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie.
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3. MATERIALY I METODY
3.1. CHARAKTERYSTYKA GRUP BADANYCH - KWALIFIKACJA DO
BADANIA

Badaniem obj¢to 195 oséb, w tym 126 chorych z rozpoznang PChN, pozostajacych pod
opieka Poradni Nefrologicznej, Poradni Dializ Otrzewnowych lub Stacji Dializ przy Szpitalu
Klinicznym im. H. Swiecickiego w Poznaniu (grupa NEFRO) oraz 69 oséb, ktore stanowity
grupe porownawczg. Rekrutacja do badania trwata rok.

W grupie NEFRO, w zaleznosci od stopnia uposledzenia funkcji nerek oraz rodzaju
leczenia nerkozastgpczego, zgodnie z kryteriami rozpoznania i klasyfikacji PChN wg KDIGO
2012, utworzono kilka podgrup. Przydziat do grup opierat si¢ na wielkosci GFR, wyliczonego
zgodnie z zaleceniami KDIGO 2012 — wg wzoru MDRD opartego o pomiar st¢zenia
kreatyniny w surowicy, wyrazonego w [mg/dl] eGFR = 186 x [stezenie kreatyniny w mg/dl]
LI % [wiek] 2% x [0,724] dla plci zenskie;j.

e GRUPA PRE (n = 48) - chorzy w okresie pre-dializacyjnym (stadium G3b-G4 PChN)

z umiarkowanym lub ciezkim zmniejszeniem eGFR (€GFR 44-29 ml/min/1,73m?),

e GRUPA SNN (n = 78) — chorzy w okresie SNN (eGFR < 15 ml/min/1,73 m?) leczeni
nerkozastepczo. W zalezno$ci od stosowanej metody leczenia nerkozastepczego
wyrdzniono tutaj dwie podgrupy, tj.:

e podgrupa DO (n = 35) obejmujaca chorych leczonych metoda dializy
otrzewnowej, z wykorzystaniem standardowych plynéw opartych na
mleczanach i glukozie. W podgrupie tej poczatkowo, ze wzglgdu na technike
leczenia wydzielono dwie grupy, tj.: a) grupe (n = 15) leczonych technika
automatycznej dializy otrzewnowej (ang. automatic peritoneal dialysis, ADO),
w ktorej w godzinach nocnych cykler wykonywal automatyczng wymiane
ptynu w jamie otrzewnej, przy czym Sredni czas wymiany wynosit 10 godzin,
a U czeSci pacjentow w ciggu dnia stosowano dodatkowo 7,5% roztwor
ikodekstryny; b) grupe chorych (n = 20) stosujacych technike ciaglej
ambulatoryjnej dializy (ang. continuous cycling peritoneal dialysis, CADO),
wykonujacych codziennie 3 — 5 wymian ptynu dializacyjnego w jamie
otrzewnej, objetoscig 1,5 — 2,5 litra. U cze$ci pacjentéw stosowano dodatkowo
7,5% roztwor ikodekstryny w pojedynczej, dtugiej wymianie. Gdy grupy byly
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analizowane oddzielnie nie wykazano statystycznie istotnych roznic pomiedzy
tymi dwoma technikami, by¢ moze ze wzgledu na matg liczebnos¢ grup, stad
grupa pacjentow dializowanych otrzewnowo przedstawiona zostala w
rozprawie jako catosc i jako cato$¢, czyli grupa DO, byta analizowana.

e podgrupa HD (n = 43) obejmujaca chorych leczonych metoda powtarzane;j
hemodializy. Zabiegi hemodializ wykonywane byly u kazdego pacjenta trzy
razy w tygodniu, za posrednictwem przetoki t¢tniczo-zylnej z naczyn wtasnych
lub sztucznych. Czas trwania hemodializ wynosit co najmniej 10
godzin/tydzien, z wykorzystaniem standardowych wodoroweglanowych
pltynow dializacyjnych oraz polisulfonowych dializatoréw
niskoprzeptywowych (low-flux). Przeplyw krwi w czasie hemodializy wynosit
200-350 ml/min, przy $rednim przeptywie ptynu dializacyjnego 500 ml/min.

Najczestsza przyczyng PChN w grupie NEFRO stanowita nefropatia nadci$nieniowa.
Podgrupy w obrgbie grupy NEFRO dobierano tak, aby nie réznity sie zakresie
przyjmowanych lekow. Najczesciej stosowane leki obejmowaly diuretyki petlowe, inhibitory
antagonistow konwertazy angiotensyny, antagonistow receptora angiotensyny II, blokery
kanatéw wapniowych, leki hipotensyjne o dzialaniu osrodkowym (chlorowodorek klonidyny,
metyldopa), leki blokujgce receptory o, wigzacze wapniowe (weglan wapnia lub octan
wapnia), witaming D 1 jej pochodne (alfakalcydol). Czes¢ pacjentow otrzymywata takze leki
stymulujace erytropoeze w iniekcjach podskornych (chorzy z grupy PRE 1 DO) lub dozylnych
(chorzy z grupy HD).

Grupa poréwnawcza (n = 69) objeta dwie grupy dopasowane pod wzgledem pfci i wieku
do grupy NEFRO:

e grupa eS-N (n = 37) - zakwalifikowano tu chorych z co najmniej jednym
epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie, przyjetych do szpitala w celu
wykonania planowej koronarografii, u ktérych zarbwno w wywiadzie, jak i w
czasie wiaczenia do badania, nie stwierdzono cech uposledzenia funkcji nerek.
Badania w tej grupie mialy ukazywa¢ zmiany, do jakich dochodzi pod

wplywem chorob uktadu sercowo-naczyniowego, przy sprawnej funkcji nerek.
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e grupa ZDR (n = 32) — utworzyly ja zdrowe osoby, bez jawnych cech
uposledzenia funkcji nerek i1 ukladu krazenia w wywiadzie oraz w chwili

wlaczenia do badania.

Wszystkie osoby zakwalifikowane do badania zostaty poinformowane o jego celu 1 wyrazity
pisemng zgode na jego przeprowadzenie. Projekt badania przedstawiono Komisji Bioetycznej
przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu i uzyskano
akceptacj¢ na jego przeprowadzenie (decyzja nr 275/16 z dnia 03 marca 2016 r.). Wsréd
wszystkich badanych przeprowadzono wywiad lekarski, wykonano badanie przedmiotowe i

zapoznano si¢ z dostgpng dokumentacjg medyczng.

Schemat podzialu grupy osob zakwalifikowanych do badania przedstawiono na
rycinie 15 (Ryc. 15).

grupa badanych
(n=195)

Ryc. 15. Schemat podziatu grupy oso6b zakwalifikowanych do badania.
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Przyjeto nastepujace kryteria zakwalifikowania do badania dla wszystkich badanych:

ukonczony 18 rok zycia,

pisemne wyrazenie zgody na udziat w badaniu,

niepalenie papieroséw od co najmniej 10 lat w wywiadzie,

nienaduzywanie alkoholu od co najmniej 10 lat w wywiadzie,

brak cukrzycy oraz nieprawidlowej glikemii na czczo i/lub nieprawidlowej tolerancji
glukozy,

brak aktywnego procesu zapalnego,

brak choroby nowotworowej albo choroba nowotworowa, ktorej leczenie zakonczono
co najmniej 10 lat temu,

brak leczenia immunosupresyjnego w wywiadzie,

stabilna funkcja watroby (nie wigcej niz dwukrotnie podwyzszona aktywnosé
transaminaz), antygen HBs i przeciwciata anty-HCV ujemne,

przeciwciala anty-HIV ujemne.

Ponadto, w przypadku pacjentoéw z grupy NEFRO, zastosowano nastepujace dodatkowe

warunki wiaczenia do badania:

brak dodatkowych wspotistniejacych chordb, niewynikajacych w sposob bezposredni
lub posredni z PChN,

brak, w momencie wlaczenia do badania, ostrych powiktan sercowo-naczyniowych, tj.
ostrej niewydolno$ci krazenia, przetlomu nadci$nieniowego, ostrego zespotu

wiencowego.

Jednoczes$nie, w zaleznos$ci od stosowanej techniki leczenia nerkozastepczego, ustalono

dodatkowe kryteria wiaczenia dla kazdej z podgrup:

» w grupie HD:
minimum 6 miesigcy leczenia powtarzang hemodializa, 3 razy w tygodniu, przez
minimum 10 godzin/tydzien,
przetoka tetniczo-zylna jako dostgp naczyniowy do hemodializ,

oszacowany wskaznik adekwatnosci dializy (eKt/V) co najmniej 1,2.
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> w grupie DO:
e czas leczenia DO minimum 6 miesiecy,

e Kt/V>1,8 Utydzien/1,73m>.

W przypadku pacjentéow z grupy eS-N dodatkowe warunki obejmowaty:

e brak jawnych cech upo$ledzenia funkcji nerek w wywiadzie oraz w chwili wlaczenia
do badania, funkcja nerek oceniona na podstawie eGFR oraz wskaznika
albumina/kreatynina w moczu,

e dusznica bolesna w wywiadzie,

e udokumentowana obecno$¢ co najmniej jednego ostrego zespolu wiencowego w
wywiadzie,

e przyjecie do Oddzialu Klinicznego Intensywnej Terapii Kardiologicznej i Chordb
Wewnetrznych w celu wykonania planowej korononarografii,

e w dniu zakwalifikowania do badania bez cech ostrego zespolu wiencowego,

e brak dodatkowych wspdtistniejacych chorob, czyli takich, ktére nie wynikaja w

sposob bezposredni lub posredni z choroby wieficowej.

Z kolei dla grupy ZDR dodatkowe warunki obejmowaty:

e brak jawnych cech uposledzenia funkcji nerek w wywiadzie oraz w chwili wlaczenia
do badania, funkcja nerek oceniona na podstawic eGFR oraz wskaznika
albumina/kreatynina w moczu,

e Dbrak jawnych cech uposledzenia funkcji uktadu krazenia w wywiadzie oraz w chwili
wlaczenia do badania, oszacowane na podstawie prawidlowej warto$ci ci$nienia
tetniczego (<140/90 mmHg), braku odchylen w badaniu podmiotowym i
przedmiotowym,

e nieprzyjmowanie na stale zadnych lekow.

Wszystkie grupy scharakteryzowano pod wzgledem wieku 1 plci. Wyniki oceny

demograficznej grup zostaty przedstawione w Tabeli 1.
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Tabela 1. Charakterystyka grupy badanych pod wzgledem danych demograficznych

Grupa badanych (n=195)
NEFRO (n=126)
PChN
ZDR eS-N SNN p*
G3b-G4
(n=32) (n=37)
PRE DO HD
(n=48) (n=35) (n=43)
Podstawowe informacje
_ 57,88 59,84 62,65 52,83 55,07
wiek [lata] 0,04
+10,11 + 8,33 +10,72 + 18,33 + 15,47
kobiety/mezczyzni [n] | 12/20 12/25 18/25 15/20 15/28 ns

* Analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze ilosciowym wykonano nieparametrycznym
testem Kruskala-Wallisa, analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze jakosciowym wykonano
test y°. Dane ilo§ciowe przedstawiono w postaci $rednich wartosci wraz z odchyleniem standardowym
($rednia + odchylenie standardowe). Warto$¢ p zostala zaokraglona do czesci setnych, jesli roznice
pomiedzy grupami byly istotne statystycznie (p-value < 0,05). W przypadku, gdy nie wykazano
istotnie statystycznych réznic pomiedzy grupami (p-value > 0,05) wprowadzono oznaczenie ,,nS”.

3.2. METODYKA BADAN
3.2.1. POBIERANIE I PRZECHOWYWANIE PROBEK KRWI

Probki krwi od wszystkich osob zakwalifikowanych do badania byty pobierane w mozliwie
zblizonym okresie czasu, tak aby nie roznity si¢ znaczaco okresem przechowywania.

Procedura pobraniowa byla identyczna we wszystkich badanych grupach. U
wszystkich 0sob probki krwi byly pobierane na czczo, w godzinach pomigdzy 8:00 a 9:00.
Jedynie pobranie krwi od pacjentow dializowanych musiato by¢ zsynchronizowane z
harmonogramem dializ.

Pacjenci hemodializowani mieli pobierang krew rano (przed podaniem heparyny)
przed drugg dializa w tygodniu, w dniu, w ktorym mieli zaplanowane wykonanie rutynowych
badan kontrolnych krwi. Pacjenci dializowani otrzewnowo — zaréwno leczeni technika ADO,
jak i technikg CADO — mieli pobierang krew rano, w czasie rutynowej, wykonywanej raz na 6

tygodni, wizyty kontrolnej w poradni.
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Wszystkie probki byty przechowywane w temperaturze -80°C 1 przetwarzane w taki

sam sposob. Analizy poszczegdlnych parametréw byly wykonywane stale przez te same

osoby w zblizonych warunkach atmosferycznych.

3.2.2. OZNACZANIE PARAMETROW

We wszystkich grupach oznaczano szereg parametrow laboratoryjnych:

morfologi¢ krwi - oceniono przy uzyciu analizatora hematologicznego Sysmex K-
4500 firmy ICN;

parametry gospodarki zelazowej: stezenie zelaza i caltkowitg zdolno$¢ wigzania zelaza
— zbadano przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy
Roche Diagnostics, utajong zdolno$§¢ wigzania zelaza wyznaczono na podstawie
réwnania, W ktorym od catkowitej zdolnosci zelaza odjgto warto$¢ stgzenia zelaza w
0soczu, stezenie ferrytyny — 0znaczono przy uzyciu analizatora biochemicznego
Modular E-170 firmy Roche Diagnostics;

stezenie glukozy — oceniono przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra
400 plus firmy Roche Diagnostics;

parametry gospodarki lipidowej: st¢zenie cholesterolu catkowitego, cholesterolu
frakcji lipoprotein o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins, HDL-C) oraz
trojglicerydow (ang. triglycerids, TG) — oceniono przy uzyciu analizatora
biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy Roche Diagnostics, natomiast stezenie
cholesterolu frakcji lipoprotein o niskiej gestosci LDL (ang. low density lipoproteins,
LDL-C) wyznaczono na podstawie rownania Friedewalda: LDL-C [mmol/l] =
cholesterol catkowity — HDL-C — TG/2,2;

parametry gospodarki watrobowej: aktywnos$¢ transaminazy alaninowej, transaminazy
asparaginianiowej, fosfatazy zasadowej — zbadano przy uzyciu analizatora
biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy Roche Diagnostics;

stezenie kreatyniny metoda kolorymetryczng wg Jaffe — oceniono przy uzyciu
analizatora biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy Roche Diagnostics, stezenie
mocznika - przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy
Roche Diagnostics;

stezenie albumin i biatka catkowitego — zbadano przy uzyciu analizatora

biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy Roche Diagnostic;
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parametry gospodarki wapniowo-fosforanowej: stezenie wapnia catkowitego i
zjonizowanego oraz stezenie fosforanow — zbadano przy uzyciu analizatora
biochemicznego Cobas Integra 400 plus firmy Roche Diagnostics; stezenie PTH - przy
uzyciu analizatora biochemicznego Modular E-170 firmy Roche Diagnostics, st¢zenie
biatka Klotho i FGF23 - testem immunoenzymatycznym (ELISA) przy uzyciu
zestawoOw firmy Shanghai Sunred Biological Company Co;

wybrane parametry stanu zapalnego: stezenie wysoce czulego biatka C-reaktywego
(hsCRP) w surowicy krwi oznaczano metodg immunonefelometryczng, przy uzyciu
testow o wysokiej czutosci high sensitivity C-reactive protein (hsCRP) firmy DADE
Behring, USA i nefelometru DADE Behring Analyzer II;

wybrane parametry stresu oksydacyjnego: stezenie AOPPs, AGEs, CML, 3-
nitrotyrozyny — oznaczono testem immunoenzymatycznym (ELISA) przy uzyciu
zestawOéw firmy Shanghai Sunred Biological Technology Co.; stgzenie grup
karbonylowych biatek — zbadano testem immunoenzymatycznym (ELISA) przy
uzyciu zestawoéw firmy Cell Biolabs Inc.; stezenie MG oraz CEL — oceniono
kompetycyjnym testem immunoenzymatycznym (competetive ELISA) przy uzyciu
zestawow firmy Cell Biolabs Inc.; stezenie grup karbamylowych biatek — oceniono
testem immunoenzymatycznym podwojnego wigzania (sandwich ELISA) przy uzyciu
zestawow firmy Cell Biolabs Inc.; stezenie sSRAGE - zbadano testem

immunoenzymatycznym (Quantikine ELISA) przy uzyciu zestawéw R&D Systems.
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3.3. ANALIZA STATYSTYCZNA

Obliczenia statystyczne zostaty przeprowadzone, przy uzyciu programu komputerowego ,,R”,
we wspotpracy z Instytutem Informatyki Politechniki Poznanskie;.

Analizowane dane przedstawiono w postaci $rednich warto$ci wraz z odchyleniem
standardowym ($rednia = odchylenie standardowe), a zmienne, ktorych rozklad nie byt
zgodny z rozkladem normalnym, zaprezentowano w postaci mediany. W pracy przyjeto
poziom istotnos$ci statystycznej p < 0,05.

Analizy poréwnawcze pomigdzy grupami wykonano w podziale na 5 grup (ZDR, eS-
N, PRE, DO, HD). Dla zmiennych ilosciowych przeprowadzono ocen¢ zgodno$ci z
rozktadem normalnym przy wykorzystaniu testu Shapiro-Wilka.

Przy zatozeniu braku zgodnosci z rozkltadem normalnym (p < 0,05) do analizy
poréwnawczej zastosowano nieparametryczny test Kruskala-Wallisa. Wykorzystujac test
Wilcoxona, uzyskano informacje, ktore pary grup sg istotnie statystycznie rézne. Wykonano
rowniez analiz¢ pordwnawcza kazdej z grup ze wszystkimi pozostalymi grupami, aby
dokona¢ interpretacji w poréwnaniu do wszystkich analizowanych grup. Natomiast dla
zmiennych jakosciowych wykonano test xz.

Ponadto wykonano analizg korelacji pomiedzy wybranymi wyktadnikami stresu
oksydacyjnego a poszczegdlnymi parametrami laboratoryjnymi. Przed przystgpieniem do
analizy korelacji dla wszystkich parametrow wykonano test zgodnos$ci z rozktadem
normalnym oraz przeprowadzono ocen¢ zaleznos$ci liniowej. Dla potwierdzenia zalozen i
obliczenia warto$ci p wykorzystano test Shapiro-Wilka. Dla wszystkich wyktadnikow stresu
oksydacyjnego i wszystkich parametrow laboratoryjnych wykonano test korelacji Pearsona i
Spearmana. Powyzsze wyniki zostaly wykorzystane do analizy korelacji, gdzie dla zmiennych
wykazujacych zalezno$ci liniowe (p < 0,05 dla testu Pearsona) i jednocze$nie zgodnych z
rozkladem normalnym (p > 0,05 dla testu Shapiro-Wilka) wykorzystano wspotczynnik
korelacji liniowej Pearsona. Natomiast dla zmiennych o charakterze niezgodnym z
powyzszymi zatozeniami (brak zaleznosci liniowej lub brak zgodnosci z rozktadem
normalnym) wykorzystano nieparametryczny odpowiednik Kkorelacji Pearsona, czyli
wspotczynnik korelacji Spearmana. W przypadku testu korelacji Pearsona i Spearmana, przy
p <0.05, wspdtczynnik korelacji r interpretowano nastgpujaco:

e >0 - korelacja dodatnia

e 1 =0- brak korelacji
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r <0 - korelacja ujemna

Site korelacji interpretowano zgodnie z ponizszymi przedziatami:

-1 <r<-0,7 — bardzo silna korelacja ujemna

-0,7 <r <-0,5 - silna korelacja ujemna

-0,5 <r <-0,3 — korelacja ujemna o umiarkowanym nat¢zeniu
-0,3 <r < -0,2 — staba korelacja ujemna

-0,2 <r < 0,2 — brak korelacji

0,2 <r < 0,3 —staba korelacja dodatnia

0,3 <r < 0,5 - korelacja dodatnia o umiarkowanym natezeniu
0,5 <r<0,7 —silna korelacja dodatnia

0,7 <r <1 - bardzo silna korelacja dodatnia
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4. WYNIKI

41. OCENA PARAMETROW LABORATORYJNYCH W POSZCZEGOLNYCH
GRUPACH
Wyniki st¢zen poszczegdlnych parametrow laboratoryjnych w grupie badanej, z

uwzglednieniem podziatu na pig¢ gldéwnych grup zostaly przedstawione w tabeli 2 (Tabela 2).

Tabela 2. Charakterystyka grup pod wzgledem oceny parametrow laboratoryjnych.

Grupa badanych (n=195)
PChN (n=126)
ZDR eS-N PChN p*
SNN
(n=32) (n=37) G3b-G4
PRE (n=48) DO (n=35) | HD (n=43)
Morfologia krwi obwodowej
13,91 13,77 11,06 11,50 10,84
HGB [g/dl] 0,00
+0,86 +1,23 +1,11 +1,70 +1,21
1 4,73 4,29 3,64 3,68 3,42
RBC [107/1] 0,00
+0,48 + 0,80 +0,61 + 0,54 + 0,46
43,67 40,55 32,11 33,06 32,35
HCT [I/1] 0,00
+2,75 + 3,77 +2,98 + 4,40 + 3,31
o 5,45 6,38 6,71 7,78 6,54
WBC [107/1] 0,00
+0,98 + 1,65 +2,24 +2,78 + 1,59
o 313,72 210,43 219,67 242,83 183,79
PLT [10°/1] 0,00
+ 73,69 + 39,84 + 73,03 + 97,68 + 64,51
Parametry wydolnosci nerek
) 27,80 42,61 98,17 97,46 92,91
mocznik [mg/dl] 0,00
+ 8,77 + 13,43 + 23,75 + 28,54 + 42,30
_ 0,62 0,85 2,58 7,16 7,95
kreatynina [mg/dl] 0,00
+0,11 +0,17 +0,99 + 2,67 +2,69
eGFR 111,75 96,22 23,73 7,66 7,60 o
[ml/min/1,73m?] + 24,07 +22,44 + 8,76 + 3,05 + 3,14 ’
Parametry biochemiczne
s6d [mmol/1] 138,59 137,73 140,85 137,23 138,07 0,00
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Grupa badanych (n=195)
PChN (n=126)
ZDR eS-N PChN p*
SNN
(n=32) (n=37) G3b-G4
PRE (n=48) DO (n=35) | HD (n=43)
+2,92 + 3,84 +3,18 + 3,69 +2,92
4,00 5,69 4,80 4,54 4,89
potas [mmol/l] 0,00
+ 0,42 + 1,32 + 0,57 + 0,65 +0,70
79,27 87,92 83,46 82,34 78,72
glukoza [mg/dl] 0,00
+ 10,54 +6,78 +9,26 +9,88 +9,47
kwas moczowy 5,88 5,32 6,99 5,81 6,24 oy
[mg/dl] +1,31 +1,03 +1,69 +1,29 +1,42 ’
6,81 6,71 6,75 6,56 6,46
biatko catkowite [g/dl] 0,00
+0,49 +0,43 +0,42 + 0,45 +0,27
. 4,36 4,29 4,32 4,20 4,13
albumina [g/dl] 0,00
+0,31 +0,28 +0,27 + 0,29 +0,17
AST [U/] 18,00 18,00 17,50 15,00 18,00 ns
ALT [U/l] 17,00 17,00 17,00 17,00 18,00 ns
fosfataza zasadowa
73,10 76,80 82,00 73,00 72,00 ns
[un
Gospodarka wapniowo-fosforanowa
wapn catkowity 8,78 8,57 9,34 9,73 9,09 T
[mg/dI] + 0,56 +0,46 +0,71 +1,95 +0,59 ’
wapn zjonizowany 4,38 432 4.67 4,98 4,54 o
[mg/dI] +0.30 +0.26 +0.36 +0.95 +0.29 ’
3,42 3,54 4,78 4,49 7,33
PO,4 [mg/dl] 0,00
+0,49 + 0,47 +0,98 + 0,57 +3,16
38,51 41,92 152,20 321,30 416,82
PTH [pg/ml] 0,00
+10,51 + 8,95 +144,86 | £13855 | +£322,86
428,41 634,56 704,70 756,00 803,45
FGF-23 [pg/ml] 0,00
+15791 | +£134,03 | £202,08 | £218,22 | +220,62
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Grupa badanych (n=195)

PChN (n=126)

ZDR eS-N PChN p*
SNN
(n=32) (n=37) | G3b-G4
PRE (n=48) DO (n=35) | HD (n=43)
8,77 5,20 3,35 4,75 6,04
klotho [ng/ml] 0,00
+4,61 +4,16 +2,44 +3,81 + 3,03
Stan zapalny
2,04 5,26 7,92 5,74 10,69
hsCRP [mg/1] 0,00
+1,44 +3,44 +4,09 +3,72 + 2,60
Gospodarka zelazowa
111,03 113,03 83,60 78,97 87,79
zelazo [pg/dl] 0,00
+ 20,44 + 22,57 + 27,46 +29,84 + 38,60
197,97 197,84 185,98 164,89 95,21
UIBC [ng/dl] 0,00
+ 25,25 + 26,17 + 70,30 +45,10 + 72,41
309,94 310,86 272,67 247,29 179,72
TIBC [pg/dl] 0,00
+ 41,27 + 43,86 + 65,54 +44,19 + 69,77
106,64 115,00 387,08 372,63 1204,44
ferrytyna [ng/ml] 0,00
+ 40,75 + 46,37 +387,90 | £180,15 | +£902,61
Gospodarka lipidowa
cholesterol catkowity | 176,75 191,16 198,06 189,03 163,30 .
[mg/dI] +2306 | +4595 | +4684 | +3671 | +49,66 ’
68,97 44,97 45,54 55,20 45,21
HDL-C [mg/dI] 0,00
+ 6,46 +9,09 + 19,21 + 19,69 + 23,57
87,60 104,59 122,63 94,78 92,32
LDL-C [mg/1] 0,00
+ 24,66 +45,10 + 42,07 + 39,50 + 44,46
105,71 138,82 144,38 147,91 127,53
TG [mg/dl] 0,00
+ 35,57 + 72,27 + 36,99 + 47,05 +44,17

Dane przedstawiono w postaci $rednich wartosci wraz z odchyleniem standardowym ($rednia +
odchylenie standardowe), a dla zmiennych, ktorych rozktad nie byt zgodny z rozktadem normalnym

przedstawiono mediang)

* Analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze ilosciowym wykonano nieparametrycznym
testem Kruskala-Wallisa, analizy poréwnawcze dla zmiennych o charakterze jakosciowym wykonano
test y°. Warto$¢ p zostala zaokraglona do czesci setnych, jesli roznice pomiedzy grupami byty istotne
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statystycznie (p < 0,05). W przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic pomiedzy
grupami (p > 0,05) wprowadzono oznaczenie ,,ns”.

42. OCENA STEZENIA WYKEADNIKOW WYBRANYCH MODYFIKACIJI
BIALEK | ICH KORELACIJI Z PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI
OCENIANYMI W POSZCZEGOLNYCH GRUPACH

Wyniki stezen poszczegdlnych wyktadnikow modyfikacji biatkowych w grupie badanej, z
uwzglednieniem podziatu na pi¢¢ gtownych grup, zostaty przedstawione w Tabeli 3. (Tabela
3).

Tabela 3. Stgzenia ocenianych modyfikacji biatkowych w badanej grupie, z uwzglgdnieniem

podziatu na pie¢ gldéwnych grup.

Grupa badanych (n=195)
PChN (n=126)
PChN
ZDR | eS-N SNN p*
G3b-G4
(n=32) | (n=37)
PRE DO
HD (n=43)
(n=48) (n=35)
Oceniane modyfikacje biatkowe
0,005 0,01 0,01 0,01 0,02
CML [pg/mg bialka] 0,00
+0,001 | £0,01 | +0,01 +0,01 +0,01
0,05 0,07 0,16 0,67 0,39
CEL [pg/mg bialka] 0,00
+0.02 | £0.07 | *0.15 +0.44 +0.40
0,03 0,06 0,11 0,24 0,17
MG [pg/mg biatka] 0,00
+0.01 | £0.03 | £0.07 +0.15 +0.10
28.38 | 27.88 28.57 37,38 46,92
AGE [ng/mg bialka] 0,00
+34.74 | £8.93 | +18.59 +21.22 +25.70
0,04 0,04 0,04 0,06 0,05
RAGE [pg/mg biatka] 0,00
+0,02 | +£0,01 | +0,02 +0,01 + 0,02
3,81 11,00 10,91 12,94 17,86
3-NT [umol/mg biatka] 0,00
+1,82 | £557 | £9,57 + 8,10 + 12,06
AOPP [pmol/mg biatka] 0,77 1,15 1,13 1,59 1,84 0,00
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Grupa badanych (n=195)
PChN (n=126)
PChN
ZDR | eS-N SNN p*
G3b-G4
(n=32) | (n=37)
PRE DO
HD (n=43)
(n=48) (n=35)
+0,18 | £0,43 +0,33 +0,51 + 0,64
grupy karbonylowe biatek | 3,12 4,56 5,07 5,83 1,77 o
[nmol/mg biatka] +0,80 | £0,99 + 1,64 +1,44 +1,41 '
grupy karbamylowe biatek | 0,92 0,23 0,15 0,29 0,18 o
[ng/mg biatka] +0,99 | +0,33 | +0,18 + 0,49 + 0,27 '

Dane przedstawiono w postaci $rednich wartoéci wraz z odchyleniem standardowym (Srednia +
odchylenie standardowe). * Analizy porownawcze dla zmiennych o charakterze iloSciowym wykonano
nieparametrycznym testem Kruskala-Wallisa. Warto$¢ p zostata zaokraglona do czesci setnych, jesli
rdéznice pomiedzy grupami byty istotne statystycznie (p < 0,05).

42.1. OCENA STEZENIA AOPPs i KORELACJE STEZENIA AOPPs Z
PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

Srednie stezenie AOPPs bylo najnizsze w grupie ZDR. W grupie eS-N érednie stezenie
AOPPs wzrastato, ale nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy w poréwnaniu z grupg
ZDR. W grupie NEFRO zaobserwowano wzrost sredniego stezenia AOPPs wraz ze spadkiem
wydolnosci nerek: srednie st¢zenie w grupie PRE bylo znaczaco nizsze niz w grupach DO 1
HD. Najwyzsze $rednie stezenie AOPPs dotyczyto grupy HD. Grupy ZDR, DO i HD
odrozniaty si¢ istotnie w porownaniu do pozostatych grup. Nie stwierdzono statystycznie
istotnych ro6znic pomiedzy grupg DO a HD.

Rozktad zmian st¢zenia AOPPs w poszczegolnych grupach przedstawiono na rycinie
16 (Ryc. 16).
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Ryc. 16. Poréwnanie st¢zenia AOPPs dla 5 grup badanych.

Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu AOPPs

przedstawiono na rycinach 17-18 (Ryc. 17-18) i dla utatwienia analizy w tabeli 4 (Tabela 4).
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Ryc. 17. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu
AOPPs.
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Ryc. 18. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w stezeniu
AOPPs, uwzgledniajace porownanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W
przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych roznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,nNS”.

Tabela 4. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w stgzeniu

AOPPs.

AOPPs ZDR eS-N PRE DO HD
[umol/mg
biatka]
ZDR ns <0,05 <0,05 <0,05
eS-N ns ns <0,05 <0,05
PRE <0,05 ns <0,05 <0,05
DO <0,05 <0,05 <0,05 ns
HD <0,05 <0,05 <0,05 ns

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyr6zniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zalozeniu poziomu istotno$ci
statystycznej dla p < 0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych r6znic pomigdzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

Analiza korelacji pomigdzy AOPPs a badanymi parametrami laboratoryjnymi
pozwolita na wykazanie nastepujacych istotnych zaleznosci: w grupie DO zaobserwowano

ujemng korelacje AOPPs ze stgzeniem HDL-cholesterolu (HDL-C), a w grupie HD: dodatnig
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korelacje ze stezeniem PTH i stezeniem biatka Klotho. Zalezno$ci te przedstawiono na
rycinach 25-29 (Ryc. 19-21).
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Ryc. 19. Zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem AOPPs a stezeniem HDL-cholesterolu (HDL-C) w

grupie DO.
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Ryc. 20. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem AOPPs a stgzeniem PTH w grupie HD.
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Ryc. 21. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem AOPPs a st¢zeniem biatka Klotho w grupie HD.

Z kolei w grupie PRE wykazano umiarkowang dodatnig zalezno$¢ AOPPs ze
stezeniem trojglicerydow, ale grupa PRE pod wzgledem stezenia AOPPs nie odrdzniata si¢ w
sposob statystycznie istotny od wszystkich pozostatych grup.

Natomiast w grupie eS-N st¢zenie AOPPs wykazywato umiarkowang ujemng
zaleznos$¢ ze stezeniem biatka catkowitego 1 albuminy.

Zaleznosci pomigdzy stezeniem AOPPs a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi,

dla ktorych zaleznosci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 5 (Tabela 5).

Tabela 5. Wyniki testu korelacji dla AOPPs i wybranych parametrow laboratoryjnych, dla

ktorych zaleznos$ci te okazaty si¢ by¢ statystycznie istotne.

Korelacje

r p* test korelacji | sita korelacji

eS-N (n=37)

biatko catkowite [g/dl] -0,4259989 | 0,008566387 | Spearman | umiarkowana

albumina [g/dl] -0,4259989 | 0,008566387 | Spearman | umiarkowana
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Korelacje
r p* test korelacji | sita korelacji
PRE (n=48)
TG [mg/dl] 0,3005083 | 0,03795509 | Spearman | umiarkowana
DO (n=35)
HDL-C [mg/dl] -0,4131579 | 0,01363121 | Spearman | umiarkowana
HD (n=43)
PTH [pg/ml] 0,3248225 | 0,03356631 | Spearman | umiarkowana
klotho [ng/ml] 0,4493918 | 0,002502017 | Spearman | umiarkowana

*Wyrézniono warto$¢ p, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zatozeniu poziomu istotnos$ci statystycznej dla p < 0,05.

4.2.2. OCENA STEZENIA MG, CEL, CML I AGEs ORAZ KORELACIJE ICH
STEZENIA Z PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

4221 MG

Srednie stgzenie MG bylo najnizsze w grupie ZDR. Zaobserwowano stopniowy wzrost
sredniego stezenia MG w pozostatych grupach: poczynajac od grupy eS-N, przez grupe PRE,
nastepnie — grupe HD, a konczac — na grupie DO. Grupa eS-N roéznita si¢ w sposob
statystycznie istotny od grupy ZDR oraz od wszystkich pozostatych grup NEFRO. W ocenie
calo$ciowej kazda z grup, za wyjatkiem grupy PRE, odrdzniala si¢ w sposob statystycznie
istotny od wszystkich pozostatych grup lacznie. Rozklad stezenia MG przedstawiono na
rycinie 22 (Ryc. 22).
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Ryc. 22. Poréwnanie stgzenia MG dla 5 grup badanych.

Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu MG

przedstawiono na rycinie 23-24 (Ryc. 23-24) i dla utatwienia analizy w tabeli 6 (Tabela 6).
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Ryc. 23. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu
MG.
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Ryc. 24. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w st¢zeniu
MG, uwzgledniajace poréwnanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W
przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,ns”.

Tabela 6. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu

MG.

MG ZDR eS-N PRE DO HD
[ug/mg
biatka]
ZDR <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
eS-N <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
PRE <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
DO <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
HD <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyr6zniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozeniu poziomu istotnosci
statystycznej dla p < 0,05.

W przypadku oceny stgzenia MG, w grupach odrézniajacych si¢ w sposob istotny od

pozostatych grup, zaobserwowano nast¢pujace zaleznosci: w grupie DO — umiarkowang
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dodatnig korelacj¢ ze stgzeniem glukozy oraz silng dodatnig korelacj¢ ze stezeniem biatka
Klotho. W grupie HD stezenie MG wykazywato zalezno$¢ ze stezeniem kreatyniny i
warto$cig eéGFR oraz z parametrami gospodarki zelazowej (st¢zenie ferrytyny, warto§¢ TIBC
i UIBC). Z kolei w grupie e€S-N nie stwierdzono istotnych zaleznosci. Istotne zaleznos$ci
przedstawiono na rycinach 25-29 (Ryc. 25-29).
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Ryc. 25. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem MG a st¢zeniem glukozy w grupie DO.
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Ryc. 26. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem MG a stg¢zeniem biatka Klotho w grupie DO.
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Ryc. 27. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem MG a wartoscig TIBC w grupie HD.
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Ryc. 28. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem MG a wartoscig UIBC w grupie HD.
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Ryc. 29. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem MG a stgzeniem ferrytyny w grupie HD.

Zaleznosci pomiedzy stezeniem MG a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi, dla
ktorych zaleznos$ci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 7 (Tabela 7).

Tabela 7. Wyniki testu korelacji dla MG i wybranych parametrow laboratoryjnych, dla

ktorych zaleznos$ci byty statystycznie istotne.

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
DO (n=35)
glukoza [mg/dI] 0,4280761 | 0,01030631 | Spearman |umiarkowana
klotho [ng/ml] 0,5146678 |0,001560139| Spearman silna
HD (n=43)
kreatynina [mg/dl] 0,7178104 | 6,04E-08 | Spearman | bardzo silna
eGFR [ml/1,73m%/min] -0,6599442| 1,48E-06 | Spearman silna
UIBC [pg/dl] 0,406596 |0,006817023| Spearman |umiarkowana
TIBC [pg/dl] 0,5670347 | 7,35E-05 | Spearman silna
ferrytyna [ng/ml] -0,4355052(0,003512769| Spearman |umiarkowana

*Wyrézniono warto$¢ p, gdy réznice pomigdzy grupami byty statystycznie istotne, przy
zalozeniu poziomu istotnosci statystycznej dla p < 0,05.
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4222. CEL

Srednie stezenie CEL byto najnizsze w grupie ZDR. W pozostatych grupach $rednie stezenie
CEL wzrastato stopniowo: poczynajac od grupy eS-N, przez grupe PRE, nastepnie — grupe
HD, a konczgc — na grupie DO. Grupa eS-N nie rdznita si¢ w sposob statystycznie istotny od
grupy ZDR. W ocenie calosciowej kazda z grup, za wyjatkiem grupy PRE, odrozniata si¢ w
sposob statystycznie istotny od wszystkich pozostatych grup tacznie. Rozktad stezenia CEL w
badanych grupach przedstawiono na rycinie 30 (Ryc. 30).

£
<ol
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0 .
7NR ChiNS PRF non HN
ZDR eS-N PRE DO HD

Ryc. 30. Poréwnanie stezenia CEL dla 5 grup badanych.

Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w stezeniu CEL

przedstawiono na rycinach 31-32 (Ryc. 31-32) i dla utatwienia analizy w tabeli 8 (Tabela 8).
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Ryc. 31. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomig¢dzy grupami w zakresie réznic w stezeniu
CEL.
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Ryc. 32. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomigedzy grupami w zakresie réznic w stezeniu
CEL, uwzgledniajace porownanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W

przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych rdéznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,nNS”.
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Tabela 8. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu

CEL.

CEL ZDR eS-N PRE DO HD
[ng/mg
biatka]
ZDR ns ns <0,05 <0,05
eS-N ns <0,05 <0,05 <0,05
PRE ns <0,05 <0,05 <0,05
DO <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
HD <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyrozniono warto$¢ p, gdy
r6éznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zalozeniu poziomu istotnosci
statystycznej dla p < 0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

Analiza stezeh CEL wykazata w grupie PRE umiarkowang ujemnag zalezno$¢ ze
stezeniem biatka catkowitego 1 albuminy oraz wartoscia WBC, a w grupie HD —
umiarkowang zalezno$¢ z wartoscig RBC 1 HCT oraz ze st¢zeniem LDL-cholesterolu i HDL-

cholesterolu. Zaleznosci pomig¢dzy stezeniem CEL a wybranymi parametrami laboratoryjnymi

przedstawiono na rycinach 33-35 (Ryc. 33-35).

grupa PRE

051
R=-03,p=0.035

0.4

CEL [pa/mg biatka)
o ]
N W

e
ol

0.04

-0.1

50 7.5 10.0 125
WBC [10"9/1]

67




Ryc. 33. Zaleznos¢ pomiegdzy stezeniem CEL a wartoscig WBC w grupie PRE.
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Ryc.34. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem CEL a stgzeniem LDL-cholesterolu (LDL-C) w
grupie HD.
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Ryc.35. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem CEL a stezeniem HDL-cholesterolu (HDL-C) w
grupie HD.
Zalezno$ci pomiedzy stezeniem CEL a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi, dla

ktorych zaleznosci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 9 (Tabela 9).

Tabela 9. Wyniki testu korelacji dla CEL i wybranych parametréw laboratoryjnych, dla

ktorych zaleznos$ci bylty statystycznie istotne

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
PRE (n=48)
WBC [10%/1] -0,3036587| 0,03588934 | Spearman |umiarkowana
biatko catkowite [g/dl] -0,3571398| 0,01270621 | Spearman |umiarkowana
albumina [g/dl] -0,3571398| 0,01270621 | Spearman |umiarkowana
HD (n=43)
RBC [10™/1] 0,3057385 | 0,04617267 | Spearman |umiarkowana
HCT [IN] 0,3034608 | 0,04790473 | Spearman |umiarkowana
HDL-C [mg/dI] -0,4766168(0,001233209| Spearman |umiarkowana
LDL-C [mg/l] 0,4334583 |0,003688594| Spearman |umiarkowana

*Wyrozniono warto$¢ p, gdy roéznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zatozeniu poziomu istotnoS$ci statystycznej dla p< 0,05.

4.2.2.3. CML
Srednie stezenie CML najnizsze bylo w grupie ZDR, a najwyzsze — w grupie HD. Nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic pomigdzy grupami eS-N i DO. W ocenie
calosciowej jedynie grupy ZDR i HD odrozniaty od pozostatych grup w sposéb statystycznie
istotny. Rozktad st¢zenia CML w badanych grupach przedstawiono na rycinie 36 (Ryc. 36).
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Ryc. 36. Poréwnanie stgzenia CML dla 5 grup badanych.
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Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w stezeniu CML

przedstawiono na rycinach 37-38 (Ryc. 37-38) i dla utatwienia analizy w tabeli 10 (Tabela

10).
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Ryc. 37. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomig¢dzy grupami w zakresie

CML.
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Ryc. 38. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu
CML, uwzgledniajace poroéwnanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W
przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,ns”.

Tabela 10. Wyniki testu korelacji dla CEL i wybranych parametrow laboratoryjnych, dla

ktorych zalezno$ci byty statystycznie istotne.

CML ZDR eS-N PRE DO HD
[ng/mg
bialka]
ZDR <0,05 <0,05 ns <0,05
eS-N <0,05 <0,05 ns <0,05
PRE <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
DO ns ns <0,05 <0,05
HD <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyr6zniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozeniu poziomu istotnosci
statystycznej dla p<0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.
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Stezenie CML wykazywato umiarkowang dodatnig zaleznos$¢ z wartoscig UIBC w grupie DO
oraz umiarkowang dodatnig zalezno$¢ ze st¢zeniem zelaza w grupie HD. Zalezno$ci
pomiedzy stezeniem CML a wybranymi parametrami laboratoryjnymi przedstawiono na
rycinach 39-40 (Ryc. 39-40).
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Ryc.39. Zaleznos$¢ pomiedzy stezeniem CML a wartos$cig UIBC w grupie DO.
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Ryc.40. Zalezno$¢ pomiedzy stgzeniem CML a stezeniem zelaza w grupie HD.

Zaleznosci pomiedzy stezeniem CML a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi, dla

ktorych zaleznos$ci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 11 (Tabela 11).

Tabela 11. Wyniki testu korelacji dla CML i wybranych parametrow laboratoryjnych, dla

ktorych zalezno$ci byty statystycznie istotne

Korelacje

r p* test korelacji| sita korelacji
DO (n=35)

UIBC [pg/dl] -0,4191054| 0,01221099 | Pearson |umiarkowana
HD (n=43)

zelazo [pg/dl] 0,4698926 |0,001476627| Spearman |umiarkowana

*Wyrdzniono warto$¢ p, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zatozeniu poziomu istotnos$ci statystycznej dla p< 0,05.
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4.2.2.4 AGEs

Srednie stezenie AGEs najnizsze bylo w grupie eS-N, a najwyzsze — W grupie HD. Grupa
PRE nie odrozniata si¢ od grupy ZDR i1 eS-N. Nie stwierdzono rowniez istotnych roznic
pomiedzy grupami €S-N i1 DO. W ocenie catosciowej jedynie grupy ZDR 1 HD odrdzniaty od
wszystkich pozostaltych grup w sposob statystycznie istotny. Rozktad st¢zenia AGEs z
przedstawiono na rycinie 41 (Ryc. 41).
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Ryc. 41. Poréwnanie st¢zenia AGEs dla 5 grup badanych.
Wyniki poréwnan wielokrotnych pomigdzy grupami w zakresie roznic w stezeniu AGEs

przedstawiono na rycinach 42-43 (Ryc. 42-43) i dla ulatwienia analizy w tabeli 12 (Tabela
12).
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Ryc. 42. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu
AGEs.
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Ryc. 43. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stgzeniu
AGEs, uwzgledniajace poréwnanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W
przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych rdéznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,ns”.
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Tabela 12. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w st¢zeniu

AGEs.

AGEs ZDR eS-N PRE DO HD
[ng/mg
biatka]
ZDR <0,05 ns <0,05 <0,05
eS-N <0,05 ns ns <0,05
PRE ns ns <0,05 <0,05
DO <0,05 ns <0,05 <0,05
HD <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyrozniono warto$¢ p, gdy
r6éznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zalozeniu poziomu istotnosci
statystycznej dla p<0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych r6znic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

W przypadku oceny stezenia AGEs zaleznosci dotyczyly: w grupie DO — wartosci WBC
(zaleznos¢ umiarkowana dodatnia), w grupie HD st¢zenie AGEs wykazywalo zalezno$é¢ z
wartoscig WBC oraz ze ste¢zeniem kwasu moczowego. Zaleznosci pomiedzy st¢zeniem AGEs

a wybranymi parametrami laboratoryjnymi przedstawiono na rycinach 44-46 (Ryc. 44-46).
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Ryc. 44. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem AGEs a wartos§cia WBC w grupie HD.
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Ryc. 45. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem AGEs a warto$cia WBC w grupie HD.
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Ryc. 46. Zalezno$¢ pomiegdzy stezeniem AGEs a stgzeniem kwasu moczowego w grupie HD.

Zaleznosci pomigdzy stezeniem AGES a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi, dla

ktorych zaleznos$ci te byty statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 13 (Tabela 13).
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Tabela 13. Wyniki testu korelacji dla AGEs i wybranych parametréw laboratoryjnych, dla

ktorych zaleznosci byty statystycznie istotne.

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
DO (n=35)
WBC [10%/1] 0.385397 | 0.02223331 | Spearman [umiarkowana
HD (n=43)
WBC [107/1] 0.3913686 |0.009454069| Spearman |umiarkowana
kwas moczowy [mg/dl] -0.3101472| 0.04296422 | Spearman |umiarkowana

*Wyrézniono warto$¢ p, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zatozeniu poziomu istotnos$ci statystycznej dla p< 0,05.

423. OCENA STEZENIA GRUP KARBONYLOWYCH BIALEK ORAZ
KORELACJE ICH STEZENIA Z PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

Srednie stezenie grup karbonylowych biatek najnizsze byto w grupie ZDR. Zaobserwowano
stopniowy wzrost $redniego stgzenia grup karbonylowych biatek w pozostatych grupach:
poczynajac od grupy eS-N, przez grupe PRE, nastgpnie — grupe DO, a konczac — na grupie
HD. Na tle wszystkich grup w sposéb statystycznie istotny wyrdzniaty si¢ grupy ZDR, eS-N i
HD. Grupy te réznily si¢ tez statystycznie istotnie pomiedzy soba. Rozktad stezenia grup
karbonylowych biatek przedstawiono na rycinie 47 (Ryc. 47).
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Ryc. 47. Poréwnanie stezenia grup karbonylowych biatek dla 5 grup badanych.

Wyniki porownan wielokrotnych pomie¢dzy grupami w zakresie réznic w stgzeniu grup
karbonylowych biatek przedstawiono na rycinach 48-49 (Ryc. 48-49) i dla utatwienia analizy
w tabeli 14 (Tabela 14).
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Ryc. 48. Wyniki pordwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w st¢zeniu
grup karbonylowych bialek.
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Ryc. 49. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu
grup karbonylowych biatek, uwzgledniajace poréwnanie kazdej z grup ze wszystkimi
pozostalymi grupami. W przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic (p >
0,05) wprowadzono oznaczenie ,,nS”.

Tabela 14. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w st¢zeniu

grup karbonylowych bialek.

grupy ZDR eS-N PRE DO HD
karbonylowe
[nmol/mg
biatka]
ZDR <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
eS-N <0,05 ns <0,05 <0,05
PRE <0,05 ns <0,05 <0,05
DO <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
HD <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyr6zniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zaloZeniu poziomu istotno$ci
statystycznej dla p<0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych r6znic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

W grupie eS-N stwierdzono umiarkowang zalezno$¢ dodatnig z wiekiem pacjentow, a

w grupie HD — umiarkowang zalezno$¢ dodatnig ze stezeniem zelaza. Zaleznosci pomigdzy
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stezeniem grup karbonylowych biatek a wybranymi parametrami laboratoryjnymi

przedstawiono na rycinie 50 (Ryc. 50).
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Ryc. 50. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem grup karbonylowych bialek a stezeniem zelaza w

grupie HD.

Zaleznosci pomigdzy stezeniem grup karbonylowych bialek a ocenianymi
parametrami laboratoryjnymi, dla ktoérych zaleznosci te byly statystycznie istotne,

przedstawiono w tabeli 15 (Tabela 15).

Tabela 15. Wyniki testu korelacji dla grup karbonylowych biatek i wybranych parametréw

laboratoryjnych, dla ktorych zalezno$ci byly statystycznie istotne.

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
HD (n=43)
zelazo [pg/dl] 0,3052245 | 0,04655898 | Spearman |umiarkowana

*Wyrozniono warto$¢ p, gdy rdznice pomigdzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zatozeniu poziomu istotnos$ci statystycznej dla p< 0,05.
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424, OCENA STEZENIA sRAGE i KORELACJE STEZENIA sRAGE Z
PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

Srednie stezeniec RAGE najnizsze bylo w grupach ZDR, eS-N i PRE. Wyzsze wartosci
sredniego stezenia RAGE dotyczyly grupy HD, a najwyzsze — grupy DO, jednak roznica
pomiegdzy obiema grupami nie byla istotna statystycznie. Grupy ZDR, DO i HD odrdzniaty
si¢ istotnie w porownaniu do pozostalych grup. Rozklad stgzenia SRAGE w badanych

grupach przedstawiono na rycinie 51 (ryc. 51).
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Ryc. 51. Poréwnanie st¢zenia SRAGE dla 5 grup badanych.

Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu SRAGE

przedstawiono na rycinie 52-53 (Ryc. 52-53) i dla utatwienia analizy w tabeli 16 (Tabela 16).
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Ryc. 52. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w st¢zeniu

SRAGE.
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Ryc. 53. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stgzeniu
SRAGE, uwzgledniajace pordwnanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W
przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,nS”.
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Tabela 16. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w st¢zeniu

SRAGE.

SRAGE ZDR eS-N PRE DO HD
[ug/mg
biatka]
ZDR ns ns <0,05 <0,05
eS-N ns ns <0,05 <0,05
PRE ns ns <0,05 <0,05
DO <0,05 <0,05 <0,05 ns
HD <0,05 <0,05 <0,05 ns

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyrozniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozeniu poziomu istotnosci
statystycznej dla p<0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych roéznic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

Stwierdzono szereg istotnie statystycznie zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem RAGE a
innymi parametrami laboratoryjnymi. W grupie PRE wystepowata umiarkowana zalezno$¢ ze
stezeniem kreatyniny (ujemna) oraz wartoscig eGFR (dodatnia). W grupie DO
zaobserwowano ujemng zalezno$¢ stezenia SRAGE od stezenia cholesterolu catkowitego,
biatka catkowitego i albuminy; przy czym zalezno$ci te byty umiarkowane. W grupie HD
stezenie SRAGE wykazywato zalezno$¢ od stezenia mocznika, biatka catkowitego i albuminy
oraz wapnia catkowitego 1 zjonizowanego — byly to zalezno$ci ujemne. Zaleznosci pomiedzy
stezeniem SRAGE a wybranymi parametrami laboratoryjnymi przedstawiono na rycinach 54-
60 (Ryc. 54-60).
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Ryc. 54. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sRAGE a stezeniem kreatyniny w grupie PRE.
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Ryc. 55. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sRAGE a stezeniem biatka catkowitego w grupie

DO.
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Ryc. 56. Zaleznos¢ pomigdzy stezeniem sRAGE a stezeniem albuminy w grupie DO.
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Ryc. 57. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem sRAGE a st¢zeniem cholesterolu catkowitego w

grupie DO.
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Ryc. 58. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sRAGE a stezeniem biatka catkowitego w grupie

HD.
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Ryc. 59. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem sRAGE a stezeniem albuminy w grupie HD.
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Ryc. 60. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem sRAGE a stezeniem mocznika w grupie HD.

Zalezno$ci pomiedzy stezeniem sRAGE a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi, dla

ktorych zaleznosci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 17 (Tabela 17).

Tabela 17. Wyniki testu korelacji dla SRAGE i wybranych parametrow laboratoryjnych, dla

ktorych zaleznos$ci byty statystycznie istotne.

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
PRE (n=48)
kreatynina [mg/dl] -0,3523057| 0,01405675 | Spearman |umiarkowana
eGFR [ml/1.73m?/min] 0,3896875 |0,006184744| Spearman |umiarkowana
DO (n=35)
cholesterol catkowity [mg/dl] |-0,4006502| 0,01707566 | Spearman |umiarkowana
biatko catkowite [g/dl] -0,4356157|0,008906403| Spearman |umiarkowana
albumina [g/dl] -0,4356157|0,008906403| Spearman |umiarkowana
HD (n=43)
mocznik [mg/dl] -0,304072 | 0,04743492 | Spearman |umiarkowana
biatko catkowite [g/dl] -0,3602142| 0,01765654 | Spearman |umiarkowana
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Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
albumina [g/dl] -0,3602142| 0,01765654 | Spearman |umiarkowana
wapn zjonizowany [mg/dl] | -0,308843 | 0,04389387 | Spearman |umiarkowana
wapn catkowity [mg/dl] -0,308843 | 0,04389387 | Spearman |umiarkowana

*Wyrézniono warto$§¢ p, gdy roéznice pomigdzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zalozeniu poziomu istotnosci statystycznej dla p< 0,05.

4.25. OCENA STEZENIA 3-NITROTYROZYNY ORAZ KORELACJE JEJ
STEZENIA Z PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

Srednie stezenie 3-nitrotyrozyny najnizsze byto w grupie ZDR. Wyzsze $rednie stezenie 3-
nitrotyrozyny obserwowano w grupie eS-N. W grupie NEFRO zaobserwowano wzrost
Sredniego stezenia 3-nitrotyrozyny wraz ze spadkiem wydolno$ci nerek: $rednie st¢zenie w
grupie PRE byto nizsze niz w grupach DO i HD. Najwyzsze $rednie stgzenie 3-nitrotyrozyny
dotyczyto grupy HD. Nie stwierdzono natomiast istotnych réznic pomigdzy grupami DO i
HD. Grupy ZDR i HD odréznialy si¢ istotnie w poroéwnaniu do wszystkich pozostalych grup.
Rozktad stezenia 3-nitrotyrozyny w badanych grupach przedstawiono na rycinie 61 (Ryc. 61).
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Ryc. 61. Poréwnanie st¢zenia 3-nitrotyrozyny dla 5 grup badanych.
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Wyniki poréwnan wielokrotnych pomig¢dzy grupami w zakresie roéznic w stezeniu 3-
nitrotyrozyny przedstawiono na rycinach 62-63 (Ryc. 62-63) i dla utatwienia analizy w tabeli
18 (Tabela 18).
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Ryc. 62. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomigdzy grupami w zakresie réznic w stezeniu 3-
nitrotyrozyny.
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Ryc. 63. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w stezeniu
MG, uwzgledniajagce porownanie kazdej z grup ze wszystkimi pozostatymi grupami. W

90



przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic (p > 0,05) wprowadzono
oznaczenie ,,ns”.

Tabela 18. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w st¢zeniu

3-nitrotyrozyny.

3- ZDR eS-N PRE DO HD
nitrotyrozyna
[umol/mg
biatka]

ZDR <0,05 <0,05 <0,05 <0,05

eS-N <0,05 <0,05 ns <0,05

PRE <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
DO <0,05 ns <0,05 ns
HD <0,05 <0,05 <0,05 ns

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyr6zniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozeniu poziomu istotnosci
statystycznej dla p<0,05. ns - oznacza brak statystycznie istotnych r6znic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

Stwierdzono szereg istotnie statystycznie zalezno$ci pomiedzy stgzeniem 3-nitrotyrozyny a
innymi parametrami laboratoryjnymi. W grupie PRE wystepowata umiarkowana zaleznos¢ ze
stezeniem kreatyniny (ujemna) oraz warto$cig eGFR (dodatnia) oraz umiarkowane ujemne
zaleznoSci ze stezeniem biatka catkowitego 1 albuminy. W grupie DO zaobserwowano ujemng
zalezno$¢ stgzenia 3-nitrotyrozyny od stezenia LDL-cholesterolu, biatka catkowitego i
albuminy. Dodatkowo w grupie DO stgzenie 3-nitrotyrozyny wykazywato ujemnag
umiarkowang zalezno$¢ ze stezeniem PTH 1 fosforanow. W grupie HD stezenie 3-
nitrotyrozyny wykazywato zalezno$¢ ze stezeniem PTH i biatka Klotho — byly to korelacje
dodatnie. Zalezno$ci pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a wybranymi parametrami

laboratoryjnymi przedstawiono na rycinach 64-73 (Ryc. 64-73).
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Ryc. 64. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stezeniem kreatyniny w grupie
PRE.

grupa PRE
401 R=-0.43, p=0.0021
30 A
g
o
=
gzo 1
=
=
}_.
Z 101
o
0 -
6.5 7.0 75 8.0
biatko catkowite [g/dl]

Ryc. 65. Zaleznos$¢ pomigdzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a st¢zeniem biatka catkowitego w

grupie PRE.
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Ryc. 66. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stezeniem albuminy w grupie PRE.
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Ryc. 67. Zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem 3-nitrotyrozyny a st¢zeniem biatka catkowitego w

grupie DO.
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Ryc. 68. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stezeniem albuminy w grupie DO.
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Ryc. 69. Zaleznos¢ pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stezeniem fosforanéw (POs) w

grupie DO.
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Ryc. 70. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stezeniem LDL-cholesterolu
(LDL-C) w grupie DO.
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Ryc. 71. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a st¢zeniem PTH w grupie DO.
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Ryc. 72. Zaleznos$¢ pomigdzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stgzeniem PTH w grupie HD.
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Ryc. 73. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a stgzeniem biatka Klotho w grupie
HD.

ZaleznoS$ci pomiedzy stgzeniem 3-nitrotyrozyny a ocenianymi parametrami laboratoryjnymi,

dla ktorych zaleznosci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli 19 (Tabela 19).
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Tabela 19. Wyniki testu korelacji dla 3-nitrotyrozyny i wybranych parametrow

laboratoryjnych, dla ktérych zaleznosci byly statystycznie istotne.

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
PRE (n=48)
kreatynina [mg/dl] |-0,4388351| 0,001807681 | Spearman |umiarkowana

eGFR

) ,. | 0,3883292 | 0,006382564 | Spearman |umiarkowana
[MI/minl.73m?]

biatko catkowite

[g/dl]
albumina [g/dl] |-0,4336776| 0,002074693 | Spearman |umiarkowana

DO (n=35)
LDL-C [mg/l] |-0,3704145| 0,0284955 | Spearman |umiarkowana

-0,4336776| 0,002074693 | Spearman |umiarkowana

biatko catkowite

[g/dl]
albumina [g/dl] |-0,4594116| 0,005498209 | Spearman |umiarkowana

PTH [pg/ml] -0,3623293| 0,03243551 | Spearman |umiarkowana
PO, [mg/dl] -0,37232 | 0,02762664 | Spearman |umiarkowana
HD (n=43)
PTH [pg/ml] 0,3310293 | 0,0301372 | Spearman |umiarkowana
klotho [ng/ml] | 0,4861476 |0,0009492886| Spearman |umiarkowana

-0,4594116| 0,005498209 | Spearman |umiarkowana

*Wyr6zniono warto$¢ p, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy
zatozeniu poziomu istotnoS$ci statystycznej dla p< 0,05.

42.6. OCENA STEZENIA GRUP KARBAMYLOWYCH BIALEK ORAZ
KORELACJE ICH STEZENIA Z PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

Srednie stezenie grup karbamylowych biatek najnizsze byto w grupie PRE. Wzrost $redniego
stezenia grupa karbamylowych bialek obserwowano, kolejno, w grupach: HD, eS-N, DO.
Najwyzsze $rednie stezenie grup karbamylowych biatek charakteryzowato grupe ZDR. Grupa
ZDR byta jedyng grupa, ktéra odrozniata si¢ od innych grup w sposoéb statystycznie istotny.
Rozktad stezenia grup karbamylowych biatek przedstawiono na rycinie 74 (Ryc. 74).
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Ryc. 74. Poréwnanie st¢zenia grup karbamylowych biatek dla 5 grup badanych.

Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w stgzeniu grup
karbamylowych biatek przedstawiono na rycinach 75-76 (Ryc. 75-76) i dla utatwienia analizy
w tabeli 20 (Tabela 20).
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Ryc. 75. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomig¢dzy grupami w zakresie rdéznic w stezeniu

grup karbamylowych biatek
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Kruskal-Wallis, p = 0.00083

e ns ns ns ns

arupy karbamylowe biatek [CBL-BSA] pg/mg biatka

ZDR eS-N PRE DO HD

Ryc. 76. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie rdznic w stezeniu
grup karbamylowych biatek, uwzgledniajace porownanie kazdej z grup ze wszystkimi
pozostatymi grupami. W przypadku, gdy nie wykazano istotnie statystycznych réznic (p >
0,05) wprowadzono oznaczenie ,,nS”.

Tabela 20. Wyniki porownan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie roznic w st¢zeniu

grup karbamylowych biatek.

grupy ZDR eS-N PRE DO HD
karbamylowe
[ng/mg
biatka]
ZDR <0,05 <0,05 <0,05 <0,05
eS-N <0,05 ns ns ns
PRE <0,05 ns ns ns
DO <0,05 ns ns ns
HD <0,05 ns ns ns

Analizy poréwnawcze wykonano testem Kruskala-Wallisa. Wyr6zniono warto$¢ p, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zaloZeniu poziomu istotno$ci
statystycznej dla p<0,05. NS oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami
pod wzgledem analizowanego parametru.

Analiza zalezno$ci st¢zenia grup karbamylowych bialek wykazata umiarkowana
ujemng zalezno$¢ od st¢zenia mocznika i kreatyniny w grupie PRE. W grupie DO st¢zenie

grup karbamylowych biatek wykazywalo ujemng zalezno$¢ od stezenia cholesterolu
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catkowitego, a dodatnia — od wartosci UIBC. Zaleznos$ci pomiedzy stezeniem grup
karbamylowych biatek a wybranymi parametrami laboratoryjnymi przedstawiono na rycinach
77-80 (ryc.77-80).

grupa PRE

1.2
R=-0.3,p=0.037

0.8 1

0.0

grupy karbamylowe biatek [CBL-BSA] pa/mg biatka

2 3 4 5
kreatynina [mag/dl]

Ryc. 77. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem grup karbamylowych biatek a st¢zeniem kreatyniny
w grupie PRE.
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Ryc. 78. Zaleznos$¢ pomigdzy stezeniem grup karbamylowych bialek a stezeniem mocznika w

grupie PRE.
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Ryc. 79. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem grup karbamylowych biatek a st¢zeniem cholesterolu

catkowitego w grupie DO.
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Ryc. 80. Zalezno$¢ pomiedzy stezeniem grup karbamylowych biatek a wartoscia UIBC w

grupie DO.

Zaleznosci pomigdzy stezeniem grup karbamylowych bialek a ocenianymi parametrami

laboratoryjnymi, dla ktorych zaleznosci te byly statystycznie istotne, przedstawiono w tabeli

21 (Tabela 21).

Tabela 21. Wyniki testu korelacji dla grup karbamylowych biatek i wybranych parametrow

laboratoryjnych, dla ktorych zaleznosci byty statystycznie istotne

Korelacje
r p* test korelacji| sita korelacji
PRE (n=48)
mocznik [mg/dl] -0,401336 |0,004696181| Spearman | umiarkowana
kreatynina [mg/dl] -0,3017209| 0,03714871 | Spearman | umiarkowana
DO (n=35)
UIBC [pg/dl] 0,3508804 | 0,0387651 | Spearman | umiarkowana
cholesterol catkowity [mg/dl] |-0,4364004 |0,008770494| Spearman umiarkowana

*Wyrozniono warto$¢ p, gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy

zalozeniu poziomu istotnosci statystycznej dla p< 0,05.
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5. DYSKUSJA

5.1.  WYKLADNIKI OCENIANYCH MODYFIKACJI BIALEK W
PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

5.1.1. AOPPs W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

W obecnym badaniu stwierdzono znaczaca réznice w st¢zeniu AOPPs pomigdzy chorymi w
okresie SNN a badanymi o prawidlowej funkcji nerek, przy rownoczesnym braku roéznicy
pomig¢dzy grupg chorych z co najmniej pojedynczym epizodem sercowo-naczyniowym w
wywiadzie a grupa zdrowych. Sugeruje to istotny udzial uposledzenia funkcji nerek w
kumulacji AOPPs. Roéwnocze$nie w zadnej z grup pacjentdéw nefrologicznych nie
zaobserwowano korelacji pomiedzy stezeniem AOPPs a stgzeniem kreatyniny i mocznika
oraz warto$ciag eGFR, co wskazuje na prawdopodobny udziat w kumulacji AOPPs innych
czynnikow, niezwigzanych z nagromadzeniem w ustroju produktéw przemiany materii.

W klasycznych pracach Witko-Sarsat et al. stgzenie AOPPs wzrastalo wraz z
postepem PChN. U pacjentow z klirensem kreatyniny 20-40 ml/min stwierdzono wzrost o 18-
21% w poréwnaniu do chorych o klirensie rownym 41-80 ml/min. Maksymalna kumulacja
AOPPs wystepowala przy spadku klirensu ponizej 20 ml/min — w tej grupie stgzenie AOPPs
rosto o ponad 70% w poroéwnaniu do grupy 0 Klirensie 41-80 ml/min [46]. PdzZniejsze prace
takze przedstawiajg znaczacy statystycznie wzrost stezenia AOPPs u pacjentow w SNN [118-
120]. Jedynie Fragedaki et al. nie wykazali istotnych statystycznie roznic w stezeniu AOPPs
pomigdzy osobami zdrowymi a grupa hemodializowanych [121]. Tym niemniej nalezy
pamigtac, ze praca ta obejmowala niewielkg liczbg badanych (25 pacjentow dializowanych) o
krotszym czasie dializoterapii, niz w pozostatych pozostatych badaniach.

Jeden z elementow roznicujacych chorych w réznych stadiach zaawansowania PChN
moze stanowi¢ diureza resztkowa, ktorej wptyw na st¢zenie AOPPs, badali Furuya et al. W
ich pracy spadek diurezy ponizej 300 ml na dobg wigzat si¢ ze znaczgco wyzszym stezeniem
AOPPs [122]. Obserwacje Gonzalez et al. nie potwierdzity wptywu diurezy resztkowej na
stezenie AOPPs, ale badanie dotyczylo pacjentow podczas pierwszego roku leczenia
nerkozastepczego metoda dializ otrzewnowych, tak wigc badani charakteryzowali sig¢
stosunkowo duza diurezg [268]. W rozprawie nie brano pod uwage wplywu diurezy
resztkowej na stezenie AOPPs.

W obecnym badaniu stgzenie AOPPs w grupie chorych w okresie pre-dializacyjnym,
czyli o nizszym stopniu zaawansowania PChN, r6znito si¢ w sposob statystycznie istotny od

stezenia AOPPs w grupach o prawidtowej funkcji nerek. Z kolei chorzy w okresie SNN nerek
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prezentowali statystycznie wyzsze stezenia AOPPs w poroOwnaniu ze wszystkim badanymi
grupami. Natomiast porownanie metod leczenia nerkozast¢pczego wykazato, ze cho¢ $rednie
stezenia AOPPs wydawaly si¢ by¢ nieco wyzsze w grupie hemodializowanych niz w grupie
dializowanych otrzewnowo, to jednak nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic
pomiedzy tymi grupami. Sugeruje to dominujacy wpltyw stopnia zaawansowania PChN w
rozwoju stresu oksydacyjnego i gromadzeniu AOPPs, niezaleznie od stosowanej techniki
leczenia nerkozastgpczego. Ward et al. udowodnili, ze pojedyncza sesja hemodializy przy
uzyciu dializatorow typu high-flux nie powodowata spadku stezenia AOPPs, ktore
utrzymywalo si¢ na wysokim poziomie, typowym dla pacjentéw w SNN, zaré6wno przed
hemodializa, jak i po hemodializie. Podobne wnioski wykazuje praca Kuchty et al. W
odréznieniu od aminotioli i mocznika, AOPPs, jako zwigzki o stosunkowo duzej masie
czasteczkowej, nie moga zosta¢ usunigte w procesie dyfuzji ani konwekcji przez btong
dializatora. Ponadto stopien ich uszkodzenie przez RFT jest na tyle duzy, ze niemozliwe staje
si¢ odwrécenie oksydacyjnej modyfikacji. Dlatego tez hemodializa nie zmniejsza kumulacji
AOPPs u pacjentow w SNN [120, 124, 125]. Z kolei w pracy Wu et al. zaobserwowano, ze w
czasie hemodializy wzrost aktywnosci MPO 1laczy si¢ ze wzrostem stgzenia AOPPs.
Wskazuje to na reakcje wybuchu tlenowego, przeprowadzang przez komorki wielojadrzaste
krwi obwodowej, jako zrodto RFT i oksydacyjnego uszkodzenia biatek. Tym niemniej nalezy
zauwazyc¢, ze efekt ten dotyczyl wylacznie chorych dializowanych przy uzyciu dializatoréw z
regenerowanej celulozy, ktore cechuja si¢ niskg biozgodnos$cig. Dializatory polisulfonowe,
ktére stosowane byty rdwniez u pacjentow w obecnej pracy, powodowaly mniejszy wzrost
aktywnosci MPO, co przekladato si¢ na brak istotnego wzrostu stgzenia AOPPs po
hemodializie w poréwaniu do ste¢zenia przed zabiegiem hemodializy [126].

Wptyw dializ otrzewnowych na kumulacj¢ AOPPs takze badany byt kilkukrotnie.
Boulanger et al. zaobserwowali, zZe rozpoczgcie dializ otrzewnowych u pacjentow w stadium
G5 PChN powodowato po 6 i 12 miesigcach leczenia spadek stezenia AOPPs, przy wzroscie
stezenia AGEs [127]. Wyniki interpretowano jako dowod na zdolnos¢ dializy otrzewnowej do
zmniejszania stresu oksydacyjnego u pacjentow w SNN. Tym niemniej podobny spadek
stezenia AOPPs u dializowanych otrzewnowo nie byl opisywany w innych badaniach
[45,123]. Czg$¢ autorow wykazata, ze stezenie AOPPs jest podwyzszone wytacznie u chorych
w programie hemodializ, podczas gdy pacjenci leczeni dializg otrzewnowa metoda CADO
prezentuja stezenia AOPPs porownywalne z osobami zdrowymi [128]. Jednak wigkszo$¢ prac
udowodnita, ze AOPPs gromadza si¢ takze u pacjentow dializowanych otrzewnowo, ale w

nizszych stg¢zeniach niz w grupie hemodializowanych [129-132]. W rozprawie, choc
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tendencja byta podobna, ostatecznie nie wykazano istotnych statystycznie roznic w zakresie

stezen AOPPs w zalezno$ci od metody leczenia nerkozastepczego.

5.1.2. MG, CEL, CML, AGEs W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

Przy ocenie rozkladu stezen wyktadnikow modyfikacji biatkowych w poszczegolnych
grupach w obecnych badaniach szczegdlng uwage zwraca podobienstwo pomigdzy rozktadem
stezenia MG 1 CEL oraz podobienstwo pomi¢dzy rozkladem st¢zenia CML i AGEs.

W przypadku MG i CEL zaobserwowano znaczace réznice pomi¢dzy poszczegdlnymi
grupami badanych, z maksymalnymi warto$ciami $rednich stezen w grupie dializowanych
otrzewnowo. Rdznica pomigdzy rozktadem stezen MG a rozktadem stgzen CEL dotyczyla
jedynie grupy chorych z co najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie,
ktéra w przypadku oceny st¢zenia CEL nie réznita si¢ od oséb zdrowych, przeciwnie niz w
przypadku oceny stezenia MG.

Z kolei rozktad stezen CML i1 AGEs uwidocznil maksymalne warto$ci $rednich stgzen
w grupie hemodializowanych. Znaczacy byl takze fakt, ze grupy chorych z co najmniej
jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie i chorych w stadium G3b-G4 PChN
oraz grupa dializowanych otrzewnowo nie wyr6znialy si¢ w sposéb istotny w porownaniu do
wszystkich pozostatych grup.

Reasumujac, w przypadku MG znaczacg akumulacj¢ stwierdzono zaré6wno u chorych
z co najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie, jak i u chorych w SNN,
z maksymalng kumulacja w grupie dializowanych otrzewnowo. Kumulacja CEL dotyczyta
glownie pacjentow w SNN, réwniez z maksymalng kumulacja w grupie dializowanych
otrzewnowo. Z kolei w przypadku CML i1 AGEs znaczaca kumulacja obejmowala przede
wszystkim chorych w SNN leczonych metoda hemodializ. Podobny rozklad zaobserwowano
w pracy Machowskiej et al., gdzie oceniajac gromadzenie AGEs, stwierdzono stopniowe
narastanie ich st¢zenia, poczynajac od stopnia Gl i G2 PChN az do SNN. W tej ostatniej
grupie najwyzsze stezenia AGEs dotyczyly pacjentow w programie hemodializ, podczas gdy
pozostali chorzy cechowali si¢ nizszymi st¢zenia AGEs, niezaleznie od tego czy byli leczeni
dializami otrzewnowymi, czy nalezeli do grupy predializacyjnej [133].

Gromadzenie si¢ AGEs w PChN jest wypadkowa wielu procesow, obejmujacych
zaburzenia metaboliczne, nasilenie stresu oksydacyjnego i karbonylowego oraz czynniki
jatrogenne zwigzane z metodami leczenia nerkozastepczego. Kumulacja AGEs nie wynika

wylacznie ze spadku GFR i ubytku czynnych nefrondw. Jednym z kluczowych czynnikoéw
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jest zaburzenie rownowagi pomig¢dzy tworzeniem i usuwaniem AGEs. W obecnosci RFT
dochodzi do autooksydacji cukrow i nasilonej syntezy zwigzkéw dikarbonylowych, ktore
tatwo reaguja z grupami aminowymi biatek, co skutkuje nasilong modyfikacja biatek
potaczong z produkcjg AGEs. Z drugiej strony, obserwuje si¢ utrudniony rozklad zwigzkow
dikarbonylowych i biatek, ktore ulegly glikacji, co wynika z niedoboru glutationu 1 innych
tiolowych antyoksydantéw. Dodatkowo stwierdzono, ze w warunkach stresu oksydacyjnego
dochodzi do spadku ekspresji AGE-R1 i AGE-R2, ktére zwigzane sg z usuwaniem i
rozktadem AGEs przez monocyty/makrofagi, natomiast obserwuje si¢ regulacje w gore
receptorow RAGE [61, 63, 65].

Szereg badan opisuje gromadzenie AGEs u pacjentow poddawanych leczeniu
nerkozastgpczemu [121, 132, 135, 136, 137], przy czym w wigkszos$ci prac chorzy leczeni
dializg otrzewnowa charakteryzuja si¢ nizszymi ste¢zeniami AGEs, niz chorzy w programie
hemodializ [129, 135, 138]. Podobng prawidtowo$¢ obserwuje si¢ w przypadku zwiazkow
dikarbonylowych [135, 139]. Nalezy jednak pamigtac, ze zarowno zwiazki diakarbonylowe,
jak 1 AGEs, stanowig niezwykle heterogenna grupeg, zarowno pod wzgledem drég syntezy,
budowy chemicznej, stopnia zwigzania z biatkami, reaktywnosci, jak i drog usuwania z
ustroju. Rozbiezno$ci pomigdzy poszczegdlnymi wyktadnikami oksydacyjnych modyfikacji
biatek widoczne s3 takze w obecnej pracy. Oceniajac wyniki obecnego badania, nalezy
zwroci¢ uwage, ze MG zaliczany jest do zwigzkow dikarbonylowych, ktore cechuja sig¢
znaczng reaktywnoscig. Stezenie MG moze ulega¢ szybszemu obnizeniu, niz st¢zenie CEL,
CML i innych AGEs, gdyz tatwo wchodzi w reakcje z grupami aminowymi aminokwasow i
biatek. Z drugiej strony, MG jako zwigzek diakarbonylowy zwigzany jest silnie nie tylko ze
stresem oksydacyjnym, ale i ze stresem karbonylowym, prowadzacym do stresu retikulum
endoplazmatycznego, apoptozy i1 autofagii. Oba te procesy wspoOlistnieja, napedzajac si¢
wzajemnie, ale niosa rozne implikacje biochemiczne i kliniczne.

Znaczna dywergencja szlakow powstawania poszczegdlnych AGEs czesciowo
tltumaczy zroznicowanie rozktadu stezen wyktadnikoéw ocenianych modyfikacji biatek.
Poszczegdlne weglowodany charakteryzuja si¢ r6zng zdolno$cia wchodzenia w reakcje z
grupami aminowymi. Fruktoza jest bardziej reaktywna od glukozy, a metabolity fruktozy
(fruktozo-6-fosforan, aldehyd 3-fosfo-glicerynowy) réwniez cechuje znaczna reaktywnosc.
Roézne jest takze powinowactwo zwigzkoéw zawierajacych grupe karbonylowg do reszt
aminokwasowych: cukry tatwiej wchodza w reakcje z lizyna, a zwigzki dikarbonylowe — z
argining. CML syntetyzowana jest w wyniku reakcji glioksalu z lizyng albo poprzez

utlenienie produktu reakcji Amadori, moze tez powstawa¢ w efekcie dzialania 3-
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deoksyglukozonu na lizyn¢ i przeksztalcenia koncowych produktéw reakcji. Z kolei MG
reagujac z lizyng, daje CEL, co moze tlumaczy¢ podobienstwo rozktadu stezen tych
zwigzkow w obecnej pracy. Do AGEs zalicza si¢ tez pyrraling, powstajaca w wyniku reakcji
3-deoksyglukzonu z lizyng, pentozydyng, ktora jest produktem reakcji pentozy z reszta lizyny
lub argininy, hydroimidazolon, dimer glioksalu i lizyny (GOLD) oraz dimer metyloglioksalu i
lizyny (MOLD) [58-60].

Technika leczenia nerkozastgpczego wptywa na wysokos$¢ stezenia i rodzaj AGEs,
ktore kumuluja si¢ w ustroju chorych w SNN. U o0s6b hemodializowanych nie stwierdza si¢
korelacji st¢zenia CML 1 pentozydyny ze st¢zeniami fruktozolizyny, produktu reakcji
Amadori, ktory powstaje w warunkach hiperglikemii [63, 135]. Natomiast dializa otrzewnowa
wigze si¢ z ekspozycja organizmu na wysokie st¢zenia glukozy, co prowadzi do
powtarzajacych si¢ epizodow hiperglikemii i1 sprzyja powstawaniu AGEs w ustroju.
Dodatkowo sterylizacja ptynéw dializacyjnych w wysokiej temperaturze powoduje
powstawanie produktow degradacji glukozy, ktére inicjuja reakcje grup karbonylowych
cukréw z grupami aminowymi reszt aminokwasowych bialek, kwasow nukleinowych i
fosfolipidow. Powstate w ten sposob zwiazki moga ulec reabsorpcji z jamy otrzewnej do
uktadu krazenia i uktadu limfatycznego [140].

Roéznica w  kumulacji AGEs pomiedzy hemodializowanymi a dializowanymi
otrzewnowo moze tez by¢ zwigzana z odmienng budowg btony, przez jaka dokonuje si¢
proces dyfuzji i ultrafiltracji. W pracy Weiss et al., ktora objeta pacjentow z PChN oceniano
stezenie pentozydyny, CML, glioksalu, MG, glukozonu i 3-deokysglukozonu.
Zaobserwowano, ze stezenie pentozydyny bylo 15 do 25 razy wyzsze u pacjentow
dializowanych, niz u pacjentow z cukrzyca 1 proteinurig, przy czym maksymalna kumulacja
dotyczyta chorych w programie hemodializ. Opisywane roznice najprawdopodobniej
wynikaty z wielko$ci porow stosowanej btony dializacyjnej. W btonie otrzewnej Srednica
poréw wynosi 40 — 200 A, co w badaniach wigzato sie z nizszymi stezeniami pentozydyny u
pacjentow dializowanych otrzewnowo. Wsrdd pacjentow hemodializowanych nizsze stezenia
pentozydyny uzyskali ci, ktdrzy leczeni byli z wykorzystaniem dializatoréw polisulfonowych
o $rednicy porow 31 A, niz chorzy, u ktérych stosowano dializatory polisulfonowe o érednicy
poréw 14 A. Odmiennosci tych nie wykazano w doniesieniu do CML — jej stezenie rosto 5 do
6-krotnie w grupie dializowanych [135].

Hemodializa rowniez nie wykazuje jednakowej wydajno$ci w oczyszczaniu 0socza z
poszczegolnych AGEs. W badaniach Agalou et al. najmniejszy spadek stezenia w trakcie
hemodializy dotyczyl CEL i pentozydny, w odrdznieniu od CML, ktora byta sprawnie
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usuwana przez hemodialize [141]. Moze to wynika¢é z rdznego stopnia zwigzania
poszczeg6lnych AGEs z biatkami osocza i elementami strukturalnymi komorek.

Zwiazek AGEs ze stresem oksydacyjnym w patogenezie PChN zostal opisany w wielu
badaniach. Fragedaki et al. udowodnili, ze stezenie CML rosnie u pacjentow
hemodializowanych i koreluje z stopniem uszkodzenia materialu genetycznego limfocytow
krwi obwodowej, definiowanym na podstawie testu mikrojadrowego. Zardwno stezenie
AGEs, jak i1 czgstos¢ powstawania mikrojader, obnizaty si¢ w przypadku pacjentéw leczonych
codzienng hemodializa w porownaniu z grupa o standardowej czgstosci hemodializy (3 x w
tygodniu) [121]. Wptyw AGEs na DNA potwierdzaja badania in vitro, w ktorych opisano
uszkodzenie DNA komorek nabtonka kanalikow nerkowych §wini po ekspozycji na CML i
MG potaczone z albuming surowicy bydlecej (BSA). Poniewaz uszkodzenie DNA nie
pojawialo si¢ po potraktowaniu komodrek proteazami, sugeruje si¢, ze oddzialywanie AGEs i
zwigzkéw dikarbonylowych na material genetyczny komorki jest reakcja, w ktorej

posredniczg receptory blonowe, takie jak RAGE [142].

5.1.3. GRUPY KARBONYLOWE BIALEK W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE
NEREK

W obecnej pracy S$rednie stezenie grup karbonylowych biatek stopniowo wzrastato,
poczynajac od grupy zdrowych, przez grupg chorych z PChN w stadium G3b-G4, nastepnie
grup¢ dializowanych otrzewnowo, by osiagnag¢ maksimum w grupie hemodializowanych.
Grupa pacjentow z €O najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie
prezentowala wyzsze Srednie stezenie grup karbonylowych biatek, niz grupa zdrowych, ale
nizsze niz grupy nefrologiczne. Co wigcej, nie stwierdzono statystycznie istotnych rdznic
pomiedzy grupa pacjentdow z CO najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w
wywiadzie a grupa chorych z PChN w stadium G3b-G4. Wskazuje to na znaczacy udziat
zaawansowania PChN w nasileniu karbonylacji biatek. W badaniach na kulturach komoérek
rdzenia wewngtrznego nerek myszy opisano, ze wysokie stezenie mocznika nasila
karbonylacje biatek, a rownocze$nie powoduje utlenienie DNA. Nie stwierdzono natomiast,
aby modyfikacja bialek byla efektem przemiany mocznika do izocyjanianu i1 modyfikacji
opartej na karbamylacji. Sugeruje to, ze wysokie stezenie mocznika, typowe dla PChN, moze
nasila¢ karbonylacje biatek poprzez nasilenie produkcji RFT [143].

Istnieje szereg doniesien, opisujacych gromadzenie si¢ bialek, ktore ulegly

karbonylacji, u pacjentéw z PChN. Prace te dotyczg zardwno pacjentéw hemodializowanych
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[120, 144-148], jak i pacjentow w programie dializ otrzewnowych [147, 149, 150]. Pacjenci z
PChN w okresie predializacyjnym réwniez prezentuja podwyzszone stezenie grup
karbonylowych, ale w mniejszym stopniu niz pacjenci leczeni nerkozastgpczo [147-150]. W
badaniu Mitrogianniego et al. karbonylacja narastata, poczynajgc od grupy zdrowych, poprzez
grupe pacjentow predializacyjnych, osiggajac maksimum w grupie hemodializowanych, a w
grupie chorych dializowanych otrzewnowo stezenie grup karbonylowych w biatkach osocza
nie rdznito si¢ znaczaco do 0s6b zdrowych [148]. Z kolei w pracy Aveles et al. u pacjentow z
PChN w stadiach G2-GS5 stezenie grup karbonylowych korelowato z ubytkiem funkcji nerek
[151]. Puchades et al. takze porownywali stezenie grup karbonylowych, wykazujac ich
rosngcg koncentracjc w grupach — Kkolejno — zdrowych ochotnikéw, chorych
predializacyjnych, chorych dializowanych otrzewnowo i chorych hemodializowanych [147].
Podobne, stopniowe narastanie zawartosci grup karbonylowych w biatkach osocza wraz z
postepem uszkodzenia nerek, zaobserwowali Donate et al. [150].

W obecnej pracy sposrdd wszystkich grup nefrologicznych jedynie grupa
hemodializowanych odr6zniata si¢ statystycznie istotnie na tle innych grup pod wzgledem
stezenia grup karbonylowych biatek. Najwyzsze $rednie st¢zenie grup karbonylowych biatek
dotyczyto wilasnie tej grupy pacjentow. Ward et al. udowodnili, Zze pojedyncza sesja
hemodializy przy uzyciu dializatoréw typu high-flux powoduje wzrost liczby zredukowanych
grup sulfhydrylowych i niewielki wzrost liczby grup karbonylowych. Dowodzi to, ze
hemodializa zmniejsza stres oksydacyjny poprzez usuwanie potencjalnych utleniaczy grup
sulfhydrylowych, takich jak MG i aminotiole oraz mocznika, ktory stanowi substrat dla
syntezy kwas izocyjanowego reagujacego z grupami sulthydrylowymi. Poniewaz tworzenie
wigzan disiarczkowych w wyniku utleniania grup sulthydrolowych jest reakcja odwracalna,
tak wiec po hemodializie obserwowano wzrost stezenia grup sulthydrylowych. Wiadomo
jednak, ze karbonylacja biatek nie moze ulec prostemu odwrodceniu, dlatego tez stezenie grup
karbonylowych nie ulegato obnizeniu, a wrecz przeciwnie — Ward et al. opisali nieduzy
wzrost, spowodowany nasileniem stresu oksydacyjnego na poczatku sesji hemodializy [49].
Cze$¢ prac potwierdza obserwacje Ward et al, dotyczaca wzrostu stgzenia grup
karbonylowych po zabiegu hemodializy [120, 152]. Jednak w badaniu Mayer et al. stgzenie
grup karbonylowych utrzymywalo si¢ na stalym, wysokim poziomie zaréwno przed, jak i po

hemodializie [153]. Autorzy ttumacza to op6znieniem w modyfikacji biatek po hemodializie.

5.1.4. sRAGE W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK
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W obecnej pracy $rednie stezenia SRAGE w poszczegolnych grupach nie wykazywaty
znacznej dywergencji. Tym niemniej zaobserwowano statystycznie istotne réznice dotyczace
pacjentow w SNN w poréwnaniu do grupy zdrowych i grupy z co najmniej jednym epizodem
sercowo-naczyniowym w wywiadzie. Z kolei porownujac grupy dializowanych otrzewnowo i
hemodializowanych, nie stwierdzono statystycznie istotnej roznicy w zakresie st¢zen SRAGE
pomiedzy grupami. W grupie chorych z PChN w stadium G3b-G4 st¢zenie SRAGE nie
wykazywalo statystycznie istotnej réznicy w poréwnaniu z grupa chorych z €0 najmniej
jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie i z grupa zdrowych. Sugeruje to, ze w
przebiegu PChN dochodzi do kumulacji sSRAGE dopiero na etapie SNN, niezaleznie od
stosowanej metody leczenia nerkozastepczego.

Szereg prac opisywato wzrost stezenia SRAGE w osoczu, zaréwno w SNN, jak i na
wczesniejszych etapach choroby [154-159]. W badaniu Semby et al. u badanych z wyjSciowo
prawidtowym eGFR podwyzszone st¢zenie SRAGE 1 esRAGE stanowito predyktor spadku
eGFR w obserwacji rocznej [154]. Studium Semby et al. dotyczyto wylacznie kobiet w wieku
powyzej 65r.z., ale jego obserwacje potwierdzity pdzniejsze badania Dalala et al., w ktorych
objeto szescioletnia obserwacja kobiety 1 mezczyzn powyzej 65 r.z. W tej grupie takze
wyjsciowo podwyzszone stezenie esSRAGE wigzalo si¢ z wyzszym ryzykiem rozwoju PChN
[160].

Trudno jednoznacznie okresli¢, czy wysokie st¢zenia sRAGE wynikaja z
patomechanizmu PChN i rozwoju jej powikltan, czy sa jedynie konsekwencja spadku funkcji
nerek. Rebholz et al. objeli obserwacja pacjentow, wsrdd ktérych wyodrebniono grupe
badanych o wyjsciowo prawidtowej funkcje nerek (eGFR > 60 ml/min/ 1,73m2), a z ktorych
cze$¢ rozwingta PChN (eGFR < 60 ml/min/1,73 mz) lub rozpoczeta leczenie nerkozastepcze.
Rebholz et al. wykazali korelacje pomiedzy wyjsciowym stgzeniem sRAGE a ryzykiem
rozwoju PChN 1 SNN, u chorych bez cukrzycy. Jednak po uwzglednieniu wartosci eGFR
wplyw wyjsciowego stezenia SRAGE na wystepowanie PChN ulegal znaczacemu ostabieniu,
a w przypadku SNN — do zerowej korelacji. Sugeruje to, ze podwyzszone stezenie SRAGE
wynika bezposrednio z zaburzenia funkcji nerek [156]. Potwierdza to praca Kalousovej et al.
na grupie hemodializowanych, u ktorych stezenie SRAGE korelowato negatywnie z diureza
resztkowa [161].

Studium Kalousovej et al. udowodnito tez, ze poszczegdlne metody leczenia w rdzny
sposob wpltywaja na gromadzenie SRAGE w ustroju [155]. U pacjentéw dializowanych
otrzewnowo sRAGE jest filtrowany przez blon¢ otrzewnej, a jego stezenie w dializacie

koreluje zaré6wno ze st¢zeniem sSRAGE w osoczu, jak i z nasileniem utraty biatka do dializatu.
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Z kolei u chorych w programie hemodializ stezenie SRAGE rosnie o 50% w czasie
pierwszych pigtnastu minut sesji hemodializy, a nastepnie ulega stopniowemu obnizeniu si¢,
az do konca hemodializy. Podobne zmiany w stezeniu SRAGE obserwowane sg w czasie
hemodiafiltracji. Tym niemniej nie odnotowano znaczacego wpltywu techniki leczenia
nerkozastepczego na sumaryczne stezenie SRAGE. Zaréwno w badaniu Kalousovej et al.
[155], jak i w pracy Isoyamy et al. [159], kumulacja SRAGE w jednakowym stopniu
dotyczyta wszystkich chorych w SNN, zaro6wno hemodializowanych, jak i leczonych dializa
otrzewnowg. Podobnie w obecnej pracy nie stwierdzono statystycznie istotnych roznic
pomiedzy grupa dializowanych otrzewnowo i hemodializowanych.

Oceniajac stezenie SRAGE i jego znaczenie u chorych z PChN oraz powigzania z
oksydacyjnymi modyfikacjami biatek nalezy pamigtac, ze ligandy sRAGE stanowig bardzo
heterogenng grupa. Znajduja si¢ wsrdd nich zarowno AOPPs, jak i AGEs. Udowodniono, ze
kumulacja AGEs skutkuje nasilong ekspresj¢ genu RAGE 1 zwigkszona obecnosciag RAGE na
powierzchni komorek, w tym podocytow, komoérek nablonka kanalikow nerkowych, komorek
srodbtonka 1 migéni gladkich naczyn, fibroblastow 1 komoérek mezangium oraz
monocytow/makrofagow [162-164]. Ponadto w SNN wzrost st¢zenia AGEs w osoczu jest
silniej wyrazony niz wzrost stezenia SRAGE. W efekcie zwigkszona obecnos¢ sRAGE w
osoczu nie jest w stanie ochroni¢ organizmu przed wzmozong aktywacja RAGE 1 jej
ogolnoustrojowymi skutkami. Prasad et al. sugeruje, aby postugiwac si¢ raczej stosunkiem
stezenia AGEs do sRAGE niz oceng st¢zenia AGEs, sSRAGE i esRAGE [80]. Metoda ta
wynika z hipotezy, ktora thumaczy kumulacj¢ AGEs i SRAGE w miar¢ postgpu PChN nie
tylko spadkiem funkcji nerek, ale i wzmozong syntezag AGEs i SRAGE. Nie rozstrzygnigto
dotad, jaki jest gtowny mechanizm wzrostu uwalniania SRAGE do osocza: czy jest to
wzmozona ekspresja genu RAGE i syntezy esRAGE czy tez nasilona synteza metaloproteinaz
formujacych cRAGE z czasteczek RAGE na powierzchni komorek.

Ocena znaczenia stezenia SRAGE u pacjentow nefrologicznych 1 jego wpltywu na
odlegte powiklania wymaga takze uwzglednienia dodatkowych czynnikéw, ktore oddziatujg
na stezenie SRAGE. Praca Kalousovej et al. podkresla znaczenie polimorfizmu genetycznego
genu RAGE u chorych hemodializowanych [161]. Znaczaco wyzsze stezenia SRAGE opisano
u chorych z dwoma typami polimorfizmu: —429 T/C (wariant CC), ktory zlokalizowany jest
w promotorze genu i wptywa na jego transkrypcje, oraz 2184 A/G (wariant GG), ktory
dotyczy intronu 8. Szereg prac opisuje tez wplyw lekow na o§ AGEs — RAGE — sRAGE.
Udowodniono, ze ekspresje genu RAGE zmniejszaja leki hipotensyjne z grupy antagonistow

receptora AT1 (telmisartan, kandesartan) i blokerow kanatu wapniowego (nifedypina), leki
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hipolipemizujgce z grupy statyn (simwastatyna, atorwastatyna) oraz leki hipoglikemizujace z
grupy biguanidow (metformina) i tiazolidynodiondéw (pioglitazon). ROwnocze$nie wykazano,
ze inhibitory konwertazy angiotensynowej (perindopryl, ramipryl), statyny (atorwastatyna,
fluwastatyna, lowastatyna) i metformina obnizaja st¢zenie SRAGE [70].

Wraz ze spadkiem funkcji nerek nasilenie syntezy SRAGE oraz jego ligandow naktada
si¢ z zaburzeniem usuwania z ustroju zaréwno AGEs, jak i AOPPs. Kazdy z tych procesow
prowadzi do kumulacji SRAGE, co utrudnia okre$lenie, ktéry z mechanizméw dominuje w

SNN.

5.15. 3-NITROTYROZYNA W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE NEREK

W obecnej pracy stwierdzono kumulacje 3-nitrotyrozyny u chorych z PChN, przy czym
maksymalne gromadzenie 3-nitrotyrozyny dotyczyto pacjentéw hemodializowanych. Srednie
stezenie 3-nitrotyrozyny bylo wyzsze w grupie dializowanych otrzewnowo, niz w grupie
chorych z PChN w stadium G3b-G4, ale nie byly to roéznice istotne statystycznie. Podobnie
nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic pomigdzy grupa chorych z co najmniej
jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie i grupg dializowanych otrzewnowo.

Wigkszo$¢ badan potwierdzita gromadzenie si¢ 3-nitrotyrozyny u pacjentow w SNN
[93, 166-168], przy czym nitracja dotyczylta tych samych biatek osocza, co u 0s6b zdrowych
[93, 168]. Odmienne wyniki uzyskali Massy et al., ktorzy oceniali st¢zenie pochodnych
nitrowanych i nitrozylowanych u chorych hemodializowanych. O ile st¢zenie S-nitrozotioli
bylo znaczaco wyzsze w grupie hemodializowanych, o tyle nie wykazano rdznicy w stezeniu
3-nitrotyrozyny pomiedzy grupa hemodializowanych i grupa zdrowych. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze badanie Massy’ego et al. dotyczylo matej grupy pacjentow (22
hemodializowanych, 12 o0séb zdrowych) [169]. Z kolei Kose et al. oceniali stezenie 3-
nitrotyrozny u chorych leczonych r6znymi technikami nerkozast¢pczymi. Tylko u pacjentow
w programie hemodializ stwierdzono podwyzszone stezenie 3-nitrotyrozyny, zaréwno przed,
jak 1 po zabiegu hemodializy. Natomiast u chorych dializowanych otrzewnowo st¢zenie 3-
nitrotyrozyny nie réznito si¢ od stezenia u zdrowych ochotnikéw [167]. Prace Piroddiego et
al. [93], Namiduru et al. [166] oraz Mitrogianni et al. [168] dotyczyly wylacznie pacjentow
hemodializowanych, u ktorych stezenie 3-nitrotyrozyny byto znaczaco wyzsze od stezenia u
0s0b z grupy kontrolne;j.

Dominacja grupy pacjentéw hemodializowanych sklania do pytania o wpltyw same;j

metody leczenia nerkozastepczego na rozwdj stresu azotowego. W badaniu Mitrogianni et al.
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nie wykazano rdznic dotyczacych stezenia 3-nitrotyrozyny przed i po dializie, niezaleznie do
typu stosowanego dializatora [168]. Jednak warto zauwazy¢, ze jedng z mozliwych drog
powstawania 3-nitrotyrozyny jest synteza przy udziale MPO, kluczowego enzymu wybuchu
tlenowego. Wpltyw PChN na aktywno$¢ i stezenie MPO nie zostat jednoznacznie ustalony.
Czes¢ prac opisuje ujemng korelacje stezen MPO ze stezeniami mocznika i kreatyniny lub tez
prawidtowe stezenia MPO u chorych z PChN. Z drugiej strony, w grupie chorych leczonych
nerkozastgpczo opisywano wzrost stezenia i aktywnosci MPO [13]. Potwierdza to praca
Namiduru et al., w ktorej podwyzszonemu stezeniu 3-nitrotyrozyny u chorych
hemodializowanych towarzyszyto podwyzszone st¢zenie MPO [166]. Bakillah et al. takze
wykazali, ze po przeszczepie nerki spadek stezenia nitrowanej apolipoproteiny A-l (ang.
apolipoprotein apoA-1, apoA-I) byt zwigzany ze spadkiem aktywnos$ci MPO [170]. Tak wigc
nasilenie reakcji wybuchu tlenowego zwigzane z hemodializg moze odpowiada¢ za kumulacje

3-nitrotyrozyny w grupie chorych leczonych w programie hemodializ.

5.1.6. GRUPY KARBAMYLOWE BIALEK W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE
NEREK

W obecnej pracy $rednie stgzenie grup karbamylowych biatek najwyzsze bylo w grupie
zdrowych. Srednie stezenie grup karbamylowych bylo wyzsze w grupie dializowanych
otrzewnowo, niz w grupie hemodializowanych.

Szereg prac opisalo powstawanie produktow karbamylacji u pacjentow z PChN;
zarowno u chorych pre-dializacyjnych [171-172], jak i leczonych nerkozast¢pczo [171, 173-
175]. Za decydujacy czynnik wyptywajacy na nasilenie procesu karbamylacji uznaje si¢
dlugotrwata kumulacje mocznika w ustroju. Duze kontrowersje budzi jednak pytanie o relacje
pomiedzy wyktadnikami karbamylacji i parametrami powszechnie wykorzystywanymi do
oceny stanu klinicznego chorych z PChN. Badanie Davenporta et al. udowodnito, ze u
pacjentow w programie hemodializ stezenie karbamylowanej hemoglobiny koreluje
odwrotnie proporcjonalnie ze wskaznikiem redukcji mocznika (ang. urea reductio ratio,
URR) oraz wspotczynnikiem Kt/V [176]. Ale p6zniejsza praca Tarifa et al. w dtugofalowej
obserwacji wykazala, Ze st¢zenie karbamylowanej hemoglobiny lepiej odzwierciedla st¢Zenie
mocznika przed dializg niz warto§¢ URR [177]. Wnioski te potwierdzita praca Kairaitis et al.,
w ktorej stezenie karbamylowanej hemoglobiny korelowalo ze stezeniem mocznika zar6wno
w grupie hemodializowanych, jak i dializowanych otrzewnowo, natomiast w obu grupach

pacjentéw nie zaobserwowano korelacji st¢zenia karbamylowanej hemoglobiny z URR, Kt/V
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ani ze wspoétczynnikiem katabolizmu biatka (ang. protein catabolic rate, PCR) [178]. Z kolei
Hasuike et al. udowodnili korelacj¢ st¢zenia karbamylowanej hemoglobiny ze st¢zeniem
mocznika u chorych predializowanych [172]. W badaniu Tanga et al. obserwowano korelacj¢
stezenia homocytruliny zwigzanej z biatkami z funkcjg nerek (oceniang poprzez wartos¢
eGFR 1 stezenie cytruliny) [179]. W pracy Berga et al. st¢zenie karbamylowanej albuminy
rosto dwukrotnie w SNN w poréwnaniu do osob zdrowych, a jej st¢zenie korelowato wprost
proporcjonalnie ze st¢zeniem mocznika [171].

Analiza opisanych powyzej prac demonstruje problem, ktory dotyczy w szerszym
ujeciu calosciowej oceny modyfikacji biatek, a w szczegdlnym znaczeniu — oceny
karbamylacji. Podstawowym pytaniem staje si¢ wybdr adekwatnego markera, ktérego
stezenie w osoczu odzwierciedla nat¢zenie danego procesu w tkankach i komodrkach. W
opisanych powyzej badaniach oceniano stezenie karbamylowanej albuminy, karbamylowane;j
hemoglobiny oraz homocytruliny. Hemoglobina zalicza si¢ do bialek o dlugim okresie
péttrwania (2 miesigce). Czas pottrwania albuminy jest krotszy — ok. 20 dni. Z kolei
homocytrulina zwigzana jest glownie z bialkami o dlugim czasie péttrwania, gdyz grupa e-
aminowa lizyny reaguje z kwasem izocyjanowym okoto 100 razy wolniej, niz grupy o-
aminowe. W obecnej pracy oceniano catosciowo stezenie grup karbamylowych lizyny w
biatkach osocza, co cze$ciowo tlumaczy rozbieznosci pomigdzy wynikami: stezenie grup
karbamylowych byto wyzsze w grupie zdrowych, niz w pozostalych grupach, w tym u
chorych w SNN. Bailon et al. doszli do wniosku, Ze to stezenie karbamylowanej hemoglobiny
— bialka o czasie péitrwania rownym 2 miesigce — odzwierciedla zmiany st¢zenia mocznika
przed dializa, w odroznieniu od biatek o krotszym czasie pottrwania wynoszacym 3 tygodnie
[175].

Kolejnym problemem zwigzanym z oceng poszczegélnych modyfikacji biatkowych
jest ograniczona dostgpno$¢ reszt aminokwasowych wyeksponowanych na atak RFT, RFA i
zwigzkow dikarbonylowych. Karbamylacji tatwo ulegaja reszty lizyny 1 reszty na N-koncach
tancucha polipeptydowego. S-nitrozylacja dotyczy gltownie reszt metioniny 1 cysteiny, a
nitracja — reszt tryptofanu i tyrozyny. Bezposrednie oddziatywanie RFT na reszty proliny,
kwasu glutaminowego 1 kwasu asparaginowego powoduje rozszczepienie Wwigzania
peptydowego z wprowadzeniem grup karbonylowych. Utlenienie reszt lizyny, treoniny i
argininy w obecnosci jonow metali przejSciowych takze prowadzi do karbonylacji [74-75].
Reakcje glikooksydacji i lipooksydacji z udzialem zwiazkow dikarbonylowych rowniez
skutkujag wprowadzeniem grup karbonylowych, glownie w resztach lizyny, cysteiny i

histydyny [180]. Trzeba podkresli¢, ze modyfikacjom nie ulegaja w tym samym stopniu
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wszystkie reszty aminokwasowe danego typu w lancuchu polipeptydowym. W
poszczegblnych biatkach tylko niewielka czg$¢ reszt aminokwasowych jest szczegélnie
narazona na atak RFT, RFA i zwigzkow dikarbonylowych.

W pracy Ationu A. udowodniono, ze in vitro proces glikacji hemoglobiny po
wpltywem glukozy hamuje proces karbamylacji hemoglobiny pod wplywem mocznika,
poniewaz obie modyfikacje dotycza tej samej reszty waliny na N-koncu taficucha
hemoglobiny [181]. Whnioski te potwierdzili Nicolas et al., ktérzy na modelach zwierzecych
nefropatii cukrzycowej zaobserwowali, ze karbamylacja albuminy stanowi kompetycyjny
inhibitor glikacji. Co wigcej, stwierdzono, ze w warunkach niefizjologicznie wysokich st¢zen
kwasu cyjanowego dochodzito glownie do hamowania glikacji, natomiast przy nizszych
stezeniach — przewazat proces glikacji [182]. Z kolei w badaniach Zhang et al. na kulturach
komorek rdzenia wewnetrznego nerek myszy opisano, ze wysokie stezenie mocznika nasila
karbonylacje biatek, a rownocze$nie powoduje utlenienie DNA. Nie stwierdzono natomiast,
aby modyfikacje biatek byly efektem przemiany mocznika do izocyjanianu i modyfikacji
opartej na karbamylacji [143].

Rhode et al. opisali 17 form albuminy, obecnych w osoczu zdrowych ochotnikéw,
przy czym kazda z form wykazywata specyficzne modyfikacje biochemiczne. W przypadku
karboksylacji, karboksymetylacji, karboksyetylacji oraz karbamylacji — dotyczyly one
glownie tej samej formy K [183]. Wskazuje to na wspotzawodnictwo pomiedzy procesami
stresu oksydacyjnego i karbonylowego oraz karbamylacji. Trudno ocenié, ktorych z danych
typow reakcji przewaza u chorych z PChN, zwlaszcza ze do$wiadczenia na hodowlach
komorkowych 1 modelach zwierzgcych nie musza przektada¢ si¢ na badania in vivo, a
obserwacje dotyczace kumulacji zwigzkow w strukturach nerki czy w $cianie naczyn — na
stezenie tych samych zwigzkow w osoczu. Ocena wynikow obecnej pracy sktania do uznania,
ze w PChN reakcje tworzenia AOPPs oraz reakcje glikacji, nitracji i karbonylacji przewazaja
nad reakcjami karbamylacji, pomimo narastania st¢zenia mocznika w osoczu. Wskazuje to na
zaburzenia rownowagi redox — wynikajace ze przewleklego stanu zapalnego, niedozywienia,
zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej i zelazowej — jako bardziej istotne zrodto
modyfikacji biatkowych, niz kumulacja mocznika wynikajaca ze spadku funkcji wydalniczej
nerek. Ogniwo laczace karbamylacje ze stresem oksydacyjnym stanowi MPO, ktora w
obecnosci H,O, katalizuje utlenianie tiocyjanianu, pochodzacego z pokarméw lub z dymu
tytoniowego, do kwasu cyjanowego. Jednak ani Koeth et al. [174], ani Tang et al. [179] nie
zaobserwowali korelacji pomiedzy stgzeniem homocytruliny (g-amino-karbamylowanej

lizyny) zwigzanej z biatkami a st¢zeniem MPO. Z kolei Shiu et al. opisali korelacje st¢zenia
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karbamylowanych LDL ze stezeniem MPO, niezaleznie od stezenia mocznika [184]. Badanie
dotyczyto wytacznie pacjentow z cukrzyca typu 2, trudno wigc definitywnie stwierdzi¢, czy u
chorych nefrologicznych proces karbamylacji lipoporotein przebiega w podobny sposéb. By¢
moze karbamylacja dotyczy gléwnie biatek cechujacych si¢ stosunkowo dlugim czas
pottrwania, ktore nie ulegly innymi modyfikacjom oksydacyjnym.

Z drugiej strony, w obecnej pracy do oceny stezenia grup karbamylowych biatek
wykorzystano test ELISA. Uwodniono, Ze ocena glikacji w te$cie ELISA i spektroskopii
masowe] nie prowadzi do rozbieznych wynikéw. Natomiast ocena karbamylacji testem
ELISA daje wyniki niZzsze niz te osiagane przy uzyciu spektroskopii masowej [357,358].
Nizsze stezenia biatek karbamylowanych u chorych z PChN moga tez wynika¢ z niewielkiej
liczebnosci badanych grup. Trzeba rowniez pamigta¢ o wptywie takich czynnikow, jak dym
tytoniowy czy sklad diety, ktore stanowig zrodilo tiocyjanianu jako substratu do syntezy
kwasu cyjanowego.

W obecnej pracy $rednie stezenie grup karbamylowych biatek w grupie chorych z
PChN najwyzsze bylo u pacjentow dializowanych otrzewnowo. Kalim et al. opisali, ze
rozpoczecie leczenia metoda powtarzanych hemodializ wiaze si¢ ze spadkiem st¢zenia
karbamylowanej alouminy [186]. Perl et al. udowodnili, ze intensyfikacja hemodializoterapii
(wydtuzenie sesji hemodializy z 3-4 godzin do 7-8 godzin) sutkuje spadkiem stezenia
karbamylowanej albuminy, przy czym spadek stezenia karbamylowanej albuminy korelowat
ze spadkiem stezenia mocznika przed dializa [187]. Natomiast w badaniu Trottiera et al.
porownywano grup¢ hemodializowanych z chorymi leczonymi dializa otrzewnowa,
stwierdzajac, ze pacjenci w programie dializ otrzewnowych cechujg si¢ wyzszymi stezeniami
karbamylowanej albuminy 1 wyzszymi st¢zeniami mocznika. Przyczyng jest nizsza
efektywnos$¢ dializy otrzewnowej w porownaniu z hemodializa. Trzeba tez zaznaczy¢, ze
wigksza kumulacja karbamylowanej albuminy dotyczy wszystkich pacjentow leczonych
dializami otrzewnowymi, niezaleznie od rodzaju stosowanych ptyndéw dializacyjnych, chociaz
w niektorych badaniach zaobserwowano trend do wyzszych st¢zen karbamylowanej albuminy

u pacjentow stosujacych ptyny niskoglukozowe (z ikodekstryng i z wolnymi aminokwasami)
[188].

5.1.7. POROWNANIE KUMULACJI WYKEADNIKOW OKSYDACYJNYCH
MODYFIKACJI BIALEK U CHORYCH Z PRZEWLEKLA CHOROBA
NEREK | CHORYCH Z CO NAJMNIEJ 1 EPIZODEM SERCOWO-
NACZYNIOWYM W WYWIADZIE
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Pacjenci z PChN w wigkszo$ci przypadkéw cechowali si¢ wyzszym S$rednim stgzeniem
wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji biatek, niz pacjenci z grupy z co najmniej jednym
epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie. Roznica ta byta najsilniej zaakcentowana dla
grupy HD. Grupa eS-N w przypadku czesci badanych wykladnikow oksydacyjnych
modyfikacji biatek (AOPPs, CEL, sSRAGE) nie wykazywata r6znicy pod wzgledem stezenia
danego zwigzku w poréwnaniu do grupy zdrowych. Sytaucji takiej nie obserwowano w
przypadku grupy chorych w SNN.

Miazdzyca jest jednym z najpowazniejszych powiktan PChN. Ryzyko chor6b
sercowo-naczyniowych ros$nie wraz z narastajacym uszkodzeniem nerek: spadek eGFR o 10
ml/min/1,73m? zwicksza ryzyko choroby sercowo-naczyniowej o 5%. W stadium G5 PChN
choroby o etiologii miazdzycowej stanowia przyczyne az 35-50% zgondéw, a w grupie
pacjentow dializowanych umieralno§¢ 2z przyczyn sercowo-naczyniowych rosnie
dwudziestokrotnie w porownaniu z populacja ogélng [3]. Jednak — w odréznieniu od
populacji ogoélnej — pacjenci nefrologiczni, ktérzy charakteryzuja si¢ matg masg ciata, niskim
ci$nieniem skurczowym 1 niskim st¢zeniem cholesterolu, stanowig grupe o zwigkszonej
zapadalnosci na choroby sercowo-naczyniowe.

Zjawisko odwroconej epidemiologii dotyczy gtownie chorych dializowanych, a jego
przyczyng jest wspotwystepowanie dwoch grup czynnikow ryzyka miazdzycy. Do grupy
czynnikow tradycyjnych zalicza si¢: wiek, pte¢ meska, nadwagg i otylos$¢, nikotynizm, mata
aktywnos¢ fizyczna, dyslipidemi¢ (wysokie stezenie LDL-cholesterolu, niskie stezenie HDL-
cholesterolu, wysokie stezenie trojglicerydow), wysokie stezenia homocysteiny, fibrynogenu i
lipoproteiny (a), nadcis$nienie tetnicze oraz stan przedcukrzycowy i cukrzyce. Réwnolegle u
pacjentéw nefrologicznych pojawia si¢ druga grupa zaburzen sprzyjajacych miazdzycy,
ktorych dominacja nad czynnikami tradycyjnymi nasila si¢ wraz ze spadkiem GFR.
Nietypowe czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego obejmujg: wzrost napiecia uktadu
wspolczulnego, nasilenie stanu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego, dziatanie toksyn
mocznicowych, niedozywienie biatkowo-energetyczne, zaburzenia gospodarki wapniowo-
fosforanowej, niedokrwistos¢, dysfunkcj¢ $rodblonka i stan prozakrzepowy. Wraz z
postepujacym spadkiem GFR czynniki nietypowe przewazajg nad czynnikami tradycyjnymi,
czego efektem jest zjawisko odwroconej epidemiologii chorob sercowo-naczyniowych [205-
207].

Oksydacyjne modyfikacje biatek moga wptywaé na postgpujace uszkodzenie uktadu

krazenia u przebiegu PChN zaréwno na drodze bezposredniego uszkodzenia naczyn, jak i
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nasilenia zaburzen lipidowych 1 akceleracji formowania blaszek miazdzycowych.
Modyfikacje biatek oddziatujg tez na tworzenie zwapnien w obrgbie §ciany naczyniowej i
zaburzenie réwnowagi pomiedzy czynnikami wazokonstrykcyjnymi i wazodilatacyjnymi.
Opis wptywu poszczegolnych wyktadnikow modyfikacji bialek na potencjalny rozwéj zmian
miazdzycowych u chorych z PChN przedstawiono w dalszej czgsci dyskusji, wraz z opisem

zaleznosci 1 powigzan z parametrami laboratoryjnymi.

5.2. KORELACJE WYKLADNIKOW MODYFIKACJI BIALEK Z
PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI W PRZEWLEKLEJ CHOROBIE
NEREK

5.2.1. OCENIANE MODYFIKACJE BIALEK A LABORATORYJNE WYKLADNIKI
NIEDOZYWIENIA

Jednym z najpowazniejszych powiktan PChN jest niedozywienie, ktére czesto towarzyszy
zwickszonej zachorowalno$ci na choroby uktadu sercowo-naczyniowego. Istnieje szereg
przyczyn niedozywienia u pacjentow z PChN: obnizone taknienie, zaburzenia wchtaniania
wywotane przewodnieniem 1 obrz¢kiem blony S$luzowej przewodu pokarmowego, utarta
biatka z moczem oraz utrata biatka w czasie dializy. Tym niemniej, nawet przy prawidtowe]
podazy sktadnikow odzywczych, u =znaczacej czes¢ chorych rozwijaja si¢ cechy
niedozywienia, ktorego przyczyne stanowi przewlekty stan zapalny. Udowodniono, ze w
przebiegu przewleklej choroby nerek dochodzi do wzmozonego wydzielania cytokin takich,
jak IL-6 i TNF-o [189]. W efekcie obserwuje si¢ wzrost spoczynkowego zuzycia energii,
prowadzacy do nasilenia katabolizmu. Z drugiej strony, hipercytokinemia oddziatuje na
przewod pokarmowy, gdzie spowalnia oprdznianie zotadka, oraz na osrodkowy uktad
nerwowy, gdzie dziala hamujgco na osrodek laknienia 1 nasila zaburzenia depresyjne.
Przewlekly stan zapalny prowadzi do zaburzen gospodarki hormonalnej, obejmujacych
zaburzenia wydzielania hormonéw takich jak somatostatyna, insulina i insulinopodobny
czynnik wzrostu (IGF-1) oraz grelina i adipokiny. U chorych w SNN stwierdza si¢ takze
zaburzenie stosunku prozapalnej leptyny do przeciwzapalnej adiponektyny [190].

Za laboratoryjne wskazniki niedozywienia u chorych z PChN uznaje si¢: obnizone
stezenie biatka catkowitego i albuminy oraz cholesterolu catkowitego i1 fosforanéw. Obnizona
masa mig$niowa u pacjentow niedozywionych odpowiada za spadek st¢zenia kreatyniny. Z

kolei niskie spozycie biatka objawia si¢ spadkiem stezenia mocznika [189].
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W obecnej pracy stwierdzono ujemng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny
a stezeniem biatka catkowitego i albuminy oraz stg¢zeniem kreatyniny i1 fosforanow.
Zalezno$ci dotyczyly grupy dializowanych otrzewnowo oraz grupy chorych z PChN w
stadium G3b-G4. Podobne zaleznosci stwierdzono w stosunku do stezenia SRAGE —
zaobserwowano ujemne zalezno$ci ze stezeniem biatka catkowitego 1 albuminy oraz ze
stezeniem kreatyniny, mocznika i cholesterolu catkowitego. Wystepowaly one w grupie
chorych dializowanych otrzewnowo oraz u chorych hemodializowanych i chorych z PChN w
stadium G3b-G4. W przypadku st¢zenia grup karbamylowych bialek stwierdzono ujemng
zalezno$¢ w stosunku do stezenia kreatyniny, mocznika i cholesterolu catkowitego; w grupie
chorych dializowanych otrzewnowo oraz w grupie chorych z PChN w stadium G3b-G4.
Stwierdzone tendencje w korelacji stezenia poszczegélnych wyktadnikéw modyfikacji biatek
wskazuja na mozliwe powigzanie pomigdzy stresem oksydacyjnym a niedozywieniem u
pacjentow z PChN. Szczeg6lne znaczenie ma rozwoj niedozywienia niezaleznego od
czynnikow dietetycznych, stanowigcego sktadowa zespolu niedozywienie-zapalenie-
miazdzyca (ang. malnutrition-inflammation-atherosclerosis, MIA). W tej grupie chorych
niedozywienie towarzyszy zwigkszonej zachorowalnosci na choroby sercowo-naczyniowe
oraz szybkiemu postgpowi miazdzycowego uszkodzenia narzadow.

W petli dodatniego sprzezenia zwrotnego pomigdzy poszczegdlnymi skladowymi
zespotu MIA kluczowg role wydaje si¢ odgrywa¢ czynnik transkrypcyjny NF-«kB, ktory
reguluje ekspresje genow cytokin prozapalnych. W warunkach fizjologicznych znajduje si¢
on w cytozolu, w polaczeniu z biatkami inhibitorowymi (IkB). RFT wplywaja na fosforylacje
1 degradacje IkB, co umozliwia uwolnienie czynnika NF-«kB, transport do jadra i transkrypcje
genow cytokin (IL-1a, IL-1pB, IL-6, 1L-10, TNF-a i ), chemokin (MIP), czastek adhezyjnych
(VCAM-1, ICAM-1), immunoglobulin i enzymow (COX-2, fosfolipaza A2, lizozym).
Udowodniono, ze niektore RFT, jak H,0,, aktywuja czynnik NF-kB [28], tym niemniej
nalezy wzig¢ pod uwage, ze NF-«B odpowiada takze za transkrypcje genow enzymow
antyoksydacyjnych, jak mitochondrialna SOD-2, a zwigzek pomigdzy NF-kB, stresem
oksydacyjnym i stanem zapalnym moze by¢ bardziej ztozony [84-85]. Innym sugerowanym
ogniwem laczacym stres oksydacyjny i zespot MIA jest inflamasom NLRPS3,
wewnatrzkomérkowy biatkowy kompleks, ktérego dzialanie doprowadza do mobilizacji
kaspaz tnacych prekursory IL-1p oraz IL-18. Aktywacja inflamasomu NLRP3 zwigzana jest z
wyciekiem RFT z mitochondriow, co moze wynika¢ zarowno z samej PChN, jak i chorob
wyjSciowo uszkadzajacych miazsz nerki (zapalenia kigbuszkow, zapalenia cewkowo-

srodmigzszowe) [191]. RFT mogg rowniez powodowac odtaczenie biatka TXNIP od
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endogennego antyoksydantu — tioredoksyny, co umozliwia reakcje TXNIP z inflamasomem
NLRP3 i aktywacje kaskady prowadzacej do syntezy prozapalnych cytokin [191].

Pomigdzy oksydacyjnymi modyfikacjami bialek a rozwojem niedozywienia istnieje
tez bezposredni zwigzek. W przebiegu PChN rozwija si¢ oporno$¢ na insuling o
wieloczynnikowej etiologii. Jedng z przyczyn — oprdocz zaburzen metabolizmu witaminy D 1
kwasicy nieoddechowej oraz hipercytokinemii — stanowi stres oksydacyjny. W warunkach
fizjologicznych po zwigzaniu insuliny z receptorem dochodzi do autofosforylacji receptora
oraz do fosforylacji biatka IRS-1, co uaktywnia szlak kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K).
Koncowy etap polega na fosforylacji kinazy biatkowej 1 zaleznej od fosfatydyloinozytolu
(PDK1) oraz fosforylacji i aktywacji kinazy biatkowej B (Akt/PKB). Aktywna kinaza
biatkowa B (Akt/PKB) odpowiada za m.in. za promowanie translokacji transportera GLUT4
do btony komorkowej, co umozliwia naptyw glukozy do komorki. Przewaga cytokin
prozapalnych skutkuje zaburzeniem przekazywania sygnatu. Podstawowy mechanizm polega
z jednej strony na hamowaniu fosforylacji biatka IRS-1 przez TNF-a, a z drugiej strony — na
syntezie supresora SOC-3 pod wptywem IL-6 [192]. W warunkach stresu oksydacyjnego
produkcja RFT skutkuje hamowaniem autofosforylacji receptora insuliny i hamowaniem
fosforylacji biatka IRS-1, co sprzyja insulinopornosci [192].

Niedozywienie dodatkowo pobudza karbamylacj¢ biatek poprzez spadek stezenia
wolnych aminokwasow. Kwas izocyjanowy charakteryzuje si¢ wyzszym powinowactwem do
wolnych aminokwaséw, niz do reszt aminokwasowych w lancuchu polipeptydowym. Sposréd
wolnych aminokwasdéw najczes$ciej karbamylacji ulega izoleucyna i treonina, natomiast
najnizszy wskaznik karbamylacji wykazujg tyrozyna i fenyloalanina. Zar6wno w pracy Berga
etal. [171], jak i w studium Perla et al. [187] stezenie karbamylowanej albuminy wykazywato
odwrotnie proporcjonalng korelacje ze stezeniem wolnych aminokwaséw, przy braku
powigzania ze wspolczynnikiem PCR. Na modelach zwierzecych Berg et al. opisali hamujacy
wpltyw na karbamylacje, jaki wywieralo podawanie niektorych aminokwasow (cysteina,
histydyna) i innych zwigzkéw nukleofilowych (tauryna, cysteamina, glicylglicyna) [171].
Wplyw stgzenia wolnych aminokwasow na karbamylacj¢ potwierdzito badanie Kalima et al.,
w ktérym podawano dozylnie roztwor wolnych aminokwaséw pacjentom w programie
hemodializ. W efekcie zaobserwowano spadek st¢zenia karbamylowanej albuminy, przy
braku wptywu na st¢zenie mocznika przed dializa, stezenie albuminy i hemoglobiny [193]. Z
kolei w badaniach Jin et al. udowodniono, Ze niedobor aminokwasow, gtownie lizyny, oraz
hipoalbuminemia nasilaja karbamylacje erytropoetyny i zmniejszaja jej zdolnos¢ do

stymulowania erytropoezy [194].
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W obecnej pracy zalezno$ci pomiedzy stezeniem 3-nitrotyrozyny a laboratoryjnymi
wykladnikami niedozywienia dotyczyly pacjentow z PChN w stadium G3b-G4 oraz
pacjentow dializowanych otrzewnowo. Niedozywienie u chorych dializowanych otrzewnowo
zalezy od szeregu czynnikow: parametréw blony otrzewnej wptywajacych na typ transportu
otrzewnowego 1 utrat¢ albumin w trakcie dializy, natezenia lokalnego stanu zapalnego,
objetosci diurezy resztkowej oraz rodzaju stosowanych pltynow dializacyjnych [182, 188].
Kazdy z tych elementow moze wptyna¢ na nasilenie zespotu MIA. W obecnej pracy korelacja
stezenia 3-nitrotyrozny z laboratoryjnymi wyktadnikami niedozywienia nie wystgpila w
grupie hemodializowanych. Poniewaz nie zaobserwowano, aby hemodializoterapia
skutkowala znaczaco rzadszym wystepowaniem zespolu MIA, trudno uznaé za przyczyne
lepszy stopien odzywienia i mniej nasilony stan zapalny u pacjentéw w programie
hemodializ. Potwierdza to rozktad parametréw laboratoryjnych: w obecnej pracy chorzy
hemodializowani cechowali si¢ wyzszym S$rednim stezeniem CRP i nizszym S$rednim
stezeniem albuminy oraz biatka catkowitego, niz pacjenci dializowani otrzewnowo i pacjenci
w stadium G3b-G4 PChN. Ponadto st¢zenie SRAGE korelowato ujemnie ze stezeniem biatka
catkowitego, albuminy i mocznika nie tylko w grupie chorych predializacyjnych i chorych
dializowanych otrzewnowo, ale rowniez w grupie hemodializowanych. Trzeba wigc uznac, ze
w grupie hemodializowanych nasilenie nitracji biatek najprawdopodobniej zalezalo od innych
czynnikéw — takich jak wtorna nadczynnos$¢ przytarczyc, skutkujgca zaleznoscig ze stezeniem
PTH — niz u pacjentéw dializowanych otrzewnowo i nie wykazywato tak znacznej korelacji z
laboratoryjnymi wskaznikami niedozywienia.

W przypadku karbamylacji rowniez nie stwierdzono zadnych istotnych korelacji w
grupie hemodializowanych. Nalezy jednak zauwazy¢, ze grupa hemodializowanych
cechowata si¢ nizszym S$rednim st¢zeniem grup karbamylowych biatek, niz grupa
dializowanych otrzewnowo. Trottier et al. stwierdzili, ze u chorych dializowanych
otrzewnowo dochodzi do wigkszej kumulacji karbamylowanej albuminy, niz u chorych
hemodializowanych, ze wzgledu na nizsza wydajnos¢ techniki leczenia nerkozastepczego
[188]. W obecnej pracy pacjenci dializowani otrzewnowo cechowali si¢ wigkszym
natgzeniem karbamylacji, co moglo wptywac na wystapnie statystycznie istotnych korelacje z
wyktadnikami niedozywienia.

Obecne badania wykazaly jedynie umiarkowang ujemng zalezno$¢ stezenia CEL ze
stezeniem biatka catkowitego i albuminy. Dotyczyta ona grupy pacjentdow z CO najmniej
jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie oraz pacjentow z PChN w stadium

G3b-G4. Jednak w caloéciowej analizie zaobserwowano, ze chociaz obie te grupy od réznia
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si¢ grup chorych z SNN, to jednak nie stwierdzono istotnie statystycznej roznicy pomiedzy
zadng z nich a grupa zdrowych.

Trudno jednoznacznie okreslic wplyw kumulacji poszczegdlnych zwigzkoéw
zaliczanych do grupy AGEs na rozwdj kluczowego dla PChN powiktania, jakim jest zespot
MIA. W badania Schwedlera et al. oceniano kumulacje¢ AGEs o wtasciwosciach
fluorescencyjnych (AGEs-fl), do ktorych zalicza si¢ pentozydyng oraz, oddzielnie, stezenie
CML, nieposiadajacej zdolnosci do fluorescencji. Stwierdzono, ze pacjenci z nizszymi
stezeniami AGEs-fl 1 nizszymi stezeniami CML cechowali si¢ wyzszg $miertelnoscia.
Odmiennie zachowywalo si¢ st¢zenie CRP, ktéore wykazywalo dodatnig korelacje ze
$miertelnoscig chorych hemodializowanych. Co wigcej, w grupie z wysokimi st¢zeniami CRP
wyzsza $miertelno$¢ dotyczyla pacjentow, u ktérych wysokiemu stezeniu CRP towarzyszyto
niskie st¢zenie AGEs-fl i CML. Réwnocze$nie zaobserwowano, ze wysokie stezenia AGEs-fl
oraz CML towarzyszyty wyzszym st¢zeniom kreatyniny, mocznika i albuminy [137]. Moze to
tltumaczy¢ mniejszg $miertelno$¢ w tej grupie chorych, ze wzglgdu na znaczny wptyw, jaki
przypisuje si¢ niedozywieniu w patogenezie chordb sercowo-naczyniowych u chorych z
PChN. Rowniez w Busch et al. stwierdzili, ze w dwuletniej obserwacji nie wykazuje si¢
zwigzku pomiedzy stezeniami AGEs a wystepowaniem incydentow sercowo-naczyniowych w
grupie chorych predializacyjnych, chorych hemodializowanych i po przeszczepie nerki [195].
Machowska et al. zwracajg takze uwage na pacjentow w SNN, ktorzy nie rozpoczeli jeszcze
leczenia nerkozastgpczego [133]. By¢ moze w tej grupie pacjentéw kumulacja AGEs gra
znaczng role jako czynnik promujacy choroby sercowo-naczyniowe, podczas gdy po
rozpoczeciu dializ na pierwszy plan wysuwajg si¢ czynniki zwigzane z przewodnieniem 1

stanem zapalnym.

5.2.2. OCENIANE MODYFIKACJE BIALEK A LABORATORYJNE WYKLADNIKI
STANU ZAPALNEGO

Przewlekly stan zapalny stanowi jedna ze skladowych zespotu MIA. Zwigzek pomigdzy
modyfikacjami biatek, do ktorych dochodzi w przebiegu PChN, a rozwojem zapalenia nie
zostal jednoznacznie wyjasniony. Duze watpliwosci budzi réwniez pytanie o wybor
odpowiedniego markera stanu zapalnego, ktory odzwierciedlatby hipercytokinemie
rozwijajacg si¢ wraz z postepem uszkodzenia nerek. W obecnej pracy nie stwierdzono
zalezno$ci pomiegdzy stezeniem CRP a stezeniem MG ani stezeniem zadnego z zwigzkéw z

grupy AGEs oraz AOPPs. W przypadku wartosci WBC wyniki byly rozbiezne. U pacjentow
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w SNN stezenie AGEs wykazywato dodatnig umiarkowang korelacje z wartoscig WBC. W
grupie chorych z PChN w stadium G3b-G4 stg¢zenie CEL wykazywalo zalezno$¢ ujemng z
wartoscig WBC, ale warto$¢ zalezno$ci byla umiarkowana, a ponadto grupa ta pod wzgledem
stezenia AGEs nie odrozniata si¢ w sposob statystycznie istotny od grupy zdrowych.

Potaczenie AOPPs lub AGEs z receptorem RAGE powoduje aktywacje jadrowego
czynnika transkrypcyjnego NF-kB i ekspresje genow cytokin prozapalnych (IL-1a, IL-1f, IL-
6, IL-10, TNF-a i B) oraz enzymdw prozapalnych (COX-2, fosfolipaza A2). Wptyw interakcji
AOPPs/RAGE 1 AGEs/RAGE nasila si¢, w dodatnim sprz¢zeniu zwrotnym, wraz z
akumulacja ligandow RAGE w ustroju, ktéra powoduje zwigkszong ekspresje receptora
RAGE na powierzchni komorek, w tym podocytdw, nabtonka kanalikow nerkowych,
komorek $rodbtonka i miegs$ni gladkich naczyn, fibroblastow i komorek mezangium oraz
monocytow/makrofagéw [70, 162]. Jednym z czynnikow nasilajacych produkcje AGEs w
grupie hemodializowanych jest dostep naczyniowy. Weiss et al. opisali kumulacje CML w
obrebie neointimy przetok tetniczo-zylnych z naczyn wiasnych oraz w obrgbie pseudointimy
w przetokach politetrafluoroetylenowych. Odktadaniu CML towarzyszyta kumulacja takich
substancji jak ET-1, PDGF oraz TGF-B. Szczegolnie nasilone odktadanie AGEs towarzyszyto
histologicznym wykladnikom uszkodzenia i gojenia tkanek, co wskazuje na duzy udziat
zapalenia w rozwoju stresu oksydacyjnego zwigzanego z hemodializg [196]. Trzeba jednak
zaakcentowa¢ rdéznice pomigdzy badaniami opartymi na ocenie lokalnego zapalenia a
pracami, w ktorych mierzone byto osoczowe stgzenie parametréw zwigzanych ze stanem
zapalnym.

W studiach Kalousovej et al. stezenie AGEs o wtasciwosciach fluorescencyjnych
(AGEs-f1), do ktorych zalicza si¢ pentozdyne oraz stezenie samej pentozydny, nie korelowato
ze stezeniem bialek ostrej fazy (CRP, orozomukoid, fibrynogen) [197]. Badanie to objeto
niewielka liczbg pacjentéw (34 osoby) i dotyczyto wylacznie osob hemodializowanych, ale
podobne wyniki opisane zostaty przez Sebekova et al. W badaniach Sebekovej et al. w grupie
30 dzieci z PChN (w leczeniu zachowawczym, dializowanych i po przeszczepie nerki) nie
stwierdzono powigzania pomiedzy stezeniem AGEs-fl i stezeniem CML, ktéra zaliczana jest
do AGEs pozbawionych wlasciwosci fluorescencyjnych, a stgzeniem CRP 1 cytokin
prozapalnych (TNF-a, IL-6) [136]. Podobny brak korelacji pomigdzy stezeniem AGEs-fl i
stezeniem CML a stezeniem CRP opisali Schwedler at al. [137]. Z kolei w badaniu
Machowskiej et al. w grupie SNN stezenie AGEs korelowato z nasileniem zapalenia
(ocenianego przez stezenie CRP i IL-6) oraz ze $miertelno$cig catkowita i sercowo-

naczyniowa. Nalezy jednak zauwazy¢, ze tym badaniu nie rozpatrywano calosciowo AGEs-fl,
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ale oceniano pentozydyng, pojedynczy zwigzek =zaliczany do AGEs o zdolnosciach
fluorescencyjnych [133]. Z kolei wczesniejsze obserwacje Witko-Sarast et al. wykazaty brak
korelacji stezenia AOPPs ze stezeniem CRP, przy jednoczesnej korelacji ze stezeniem TNF-a
i IL-6 [44-46]. W studium Kalousovej et al. dotyczacej chorych w programie hemodializ
rowniez nie wykazano korelacji stezenia AOPPs z stezeniem CRP, natomiast udalo si¢
wykaza¢ korelacj¢ stezenia AOPPs ze stgzeniem fibrynogenu i orozomukoidu [124].

Oceniajac zwigzek pomiedzy stanem zapalnym wyrazanym warto$cia WBC,
stezeniem zwigzkow takich jak AOPPs i AGEs a technikg leczenia nerkozastgpczego trzeba
zauwazy¢, ze w obecnej pracy Srednie wartosci WBC nie przekraczaty granic warto$ci
referencyjnych. U chorych w SNN dochodzi do zaburzenia funkcji uktadu odpornosciowego,
ktérego prawidtowe dziatanie objawia si¢ m.in. wzrostem liczby leukocytow w ramach
rozwijajacego si¢ stanu zapalnego. Deficyt odpowiedzi immunologicznej zwigzany jest z
nieprawidlowym dojrzewaniem limfocytéw Th, wzrostem stosunku Th1/Th2, limfocytopenia
B przy prawidlowym st¢zeniu immunoglobulin, zaktéceniem funkcji komoérek prezentujacych
antygen oraz regulacjg w gore receptorow zmiatajacych na komorkach fagocytujacych [39].
Nalezy réwniez zwroci¢ uwage, ze zwigzek miejscowej kumulacji AGEs z lokalnym
zapaleniem — opisywany w badaniach in vitro lub w preparatach pobranych z dostepow
naczyniowych os6b hemodializowanych — nie musi przeklada¢ si¢ na korelacje miedzy
stezeniami wyktadnikow modyfikacji bialek 1 markerow stanu zapalnego w osoczu. Sugeruje
si¢ tez, ze AGEs i AOPPs moga by¢ zwigzane nie z ostrg faza zapalenia i uszkodzenia tkanek,
ale raczej z odleglymi skutkami dlugotrwajacego stanu zapalnego, ktore rozwija si¢ u
pacjentow z PChN. Ponadto powstawanie AGEs jest pochodng nie tylko stresu
oksydacyjnego, ale 1 stresu karbonylowego, ktory niesie ze sobg odmienne implikacje
molekularne i cytologiczne. Z drugiej strony, trzeba pamigtaé, ze zwigzek pomiedzy
oksydacyjnymi modyfikacjami biatek a stanem zapalnym jest wieloplaszczyznowy i
powigzanie pomiedzy tymi dwoma procesami moze przebiega¢ rdéznymi drogami,
nieobejmujacymi klasycznych cytokin prozapalnych takich jak TNF-a czy IL-6. | tak na
przyktad w pracach Uchimury et al. wykazano istotng korelacj¢ w grupie hemodializowanych
pomigdzy stezeniem zardwno pentozydyny, jak 1 CML, ze stg¢Zzeniem dwoch cytokin
prozapalnych: IL-18 i czynnika stymulujacego tworzenie kolonii makrofagow (M-CSF)
[198].

W obecnej pracy nie stwierdzono takze zalezno$ci pomiedzy stezeniem grup
karbonylowych a stezeniem CRP i warto$cia WBC. Ze wzgledu na duze rozbieznoSci

dotyczace stopnia oksydacyjnego uszkodzenia poszczegdlnych biatek osocza trudno oceni¢
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bezposredni wptyw karbonylacji na rozwdj stanu zapalnego i zespotu MIA u chorych z
PChN. W badaniu Dahwa et al. nie wykazano korelacji pomigdzy takimi wyktadnikami stresu
oksydacyjnego, jak grupy karbonylowe i F2-izoprostany, a czynnikami Kklinicznymi,
przyjmowanymi lekami i suplementacjg antyoksydantow [199]. Natomiast Danielski et al.
opisali, ze w grupie hemodializowanych wyzsze st¢zenia grup karbonylowych dotyczyty
pacjentéw z hipoalbuminemia, niz chorych o prawidlowym stezeniu albuminy [200]. Guo et
al. opisali zalezno$§¢ pomigdzy podwyzszonym stezeniem grup karbonylowych a
podwyzszonymi st¢zeniami CRP oraz obnizonymi stezeniami jonéw cynku oraz selenu [201].
Podobng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem grup karbonylowych a stg¢zeniem bialek ostrej fazy
(CRP, fibrynogen) wykazali Aveles et al. Powigzanie to bylo obecne u pacjentow w réznych
stadiach zaawansowania PChN (od G2 do G5) [151]. W obecnej pracy nie wykazano
zalezno$ci pomiedzy stezeniem grup karbonylowych biatek a stezeniem CRP, wartoscig
WBC, stezeniem HBG ani stezeniem albuminy oraz biatka catkowitego. By¢ moze zwiazane
byto to z niewielka liczebnosciag grup oraz prawidlowym stezeniem poszczegdlnych
parametrow w grupach chorych z PChN. Z pewnoscia problem powigzania karbonylacji
biatek z przewlekltym stanem zapalnym wymaga dalszych badan.

W obecnej pracy nie stwierdzono roéwniez zalezno$ci stezenia 3-nitrotyrozyny i
stezenia grup karbamylowych bialek od stezenia CRP ani od wartosci WBC. Obserwacje
Massy’ego et al. potwierdzajg brak zaleznosci pomiedzy wykladnikami stresu azotowego —
zwigzanymi zar6wno z nitrozylacja, jak i z nitracja — ze stezeniem CRP [169]. Z kolei
hipoteza o znaczacym udziale stanu zapalnego jako ogniwa laczacego karbamylacje ze
Smiertelnoscig chorych nefrologicznych réwniez nie znalazta potwierdzenia w badaniach. Ani
w studium Koetha et al. [174], ani w badaniu Tanga et al. [179] nie wykazano korelacji
pomigdzy stezeniem homocytruliny (e-amino-karbamylowanej lizyny) zwigzanej z biatkami a
stezeniem MPO, kluczowego enzymu wybuchu tlenowego.

W obecnych badanich nie zaobserwowano takze zalezno$ci pomiedzy stezeniem
sRAGE a stgzeniem CRP 1 wartosciag WBC. Oddzialtywanie przewleklego stanu zapalnego na
kumulacje sSRAGE byto przedmiotem intensywnych badan w wielu pracach [81, 202]. Jung et
al. nie zaobserwowali zwigzku pomiedzy stezeniem SRAGE u chorych leczonych
hemodializami a st¢zeniem CRP oraz IL-6 [203]. Natomiast Kalousova et al. wykazali
negatywng korelacje stgzenia SRAGE u pacjentow hemodializowanych ze st¢zeniem
wyktadnikow stanu zapalnego (fibrynogen, orozumkoid, WBC), przy braku powigzania ze
stezeniem CRP [161]. W pracy Kima JK. et al. wysoko$¢ stezenia SRAGE u chorych w

programie dializ otrzewnowych byla odwrotnie proporcjonalna do stezenia CRP i IL-6,
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podczas gdy stezenie ligandu RAGE — biatka S100A12 (EN-RAGE), zaliczanego do grupy
S100/kalgranulin, roslo wprost proporcjonalnie do st¢zenia CRP i IL-6 [158]. Brak
stymulujgcego wptywu zapalenia na kumulacje SRAGE w PChN potwierdzaja badania, ktére
objely wigksza liczbe pacjentéw, w tym zarowno chorych predializacyjnych, jak i chorych
leczonych nerkozastepczo. Nakashima et al. zaobserwowali, ze stezenie SRAGE koreluje
negatywnie ze st¢zeniem markerow stanu zapalnego takich jak CRP, fibrynogen i
orozomukoid [204], a Isoyama et al. opisali brak zwigzku pomiedzy stezeniem sRAGE a
stezeniem CRP [159]. Obserwacje Koyamy et al. wykazaty jedynie stabg korelacj¢ stezenia
CRP ze stezeniem esRAGE u pacjentow z prawidtowym GFR [81] oraz brak podobnej
korelacji dla pacjentow w SNN [202]. Negatywna korelacja SRAGE z niektorymi biatkami
ostrej fazy sugeruje, ze SRAGE podlega podobnym prawidtowos$ciom u pacjentow z PChN,
jak w populacji ogolnej, w ktorej nizsze stezenia SRAGE wiaza si¢ z rozwojem stanu

zapalnego.

5.2.3. OCENIANE MODYFIKACJE BIALEK A ZABURZENIA GOSPODARKI
LIPIDOWEJ

Dyslipidemia, pojawiajgca si¢ wraz z postegpem PChN, charakteryzuje sie
hipertrdjglicerydemia, spadkiem stgzenia HDL-C 1 apoA-I, z réwnoczesnym wzrostem
stezenia lipoprotein o posredniej gestosci (ang. intermediate density protein, IDL) i
remnantow chylomikrondw oraz obnizonym stosunkiem apolipoproteiny C-Il (ang.
apolipoprotein C-11, apoC-Il) /apolipoproteiny C-IIl (ang. apolipoprotein C-I1I, apoC-IlI).
Przyczyna nieprawidlowego profilu lipidowego jest zaklocenie obiegu cholesterolu i
trojglicerydow w ustroju, ktére doprowadza do miazdzycowego uszkodzenia narzadow.
Proces dojrzewania uwalnianych z watroby lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) oraz
chylomikronéw powstajacych w jelitach ulega zaburzeniu ze wzgledu na niedobér HDL;,
ktore fizjologicznie dostarczaja apolipoproteiny C (ang. apolipoprotein C, apoC) i
apolipoproteiny E (ang. apolipoprotein E, apoE) do VLDL i chylomikronéw. Z kolei w
tkance migsniowej i thuszczowej dochodzi do regulacji w dot receptora dla VLDL oraz spadku
aktywnos$ci lipazy lipoproteinowej obecnej w $rodbtonku naczyn. Nastepstwem tych
deficytow jest hamowanie hydrolizy trojglicerydow i1 uwalniania z VLDL wolnych kwasow
thuszczowych, ktore u osob zdrowych sg wykorzystywane przez adipocyty i miocyty [208].
Spadek aktywno$ci lipazy lipoproteinowej uposledza roéwniez hydrolize chylomikronéw w

tkance tluszczowej i mig$niowej. W warunkach fizjologicznych remnanty VLDL, IDL,
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ulegaja przemianie do LDL, pod wptywem esterazy cholesterolowej i biatka przenoszacego
estry cholesterolu (ang. cholesteryl ester transfer protein, CETP) oraz lipazy watrobowe;.
Enzymy te umozliwiaja wzbogacenie czasteczek IDL w estry cholesterolu i pozbycie si¢
trojglicerydow. W PChN nastepuje spadek aktywnosci lipazy watrobowej; ponadto niedobor
HDL, dodatkowo utrudnia prawidtowe wzbogacenie IDL w cholesterol [209]. Z kolei
regulacja w dot wielofunkcyjnego receptora LRP, obecnego na komodrkach watroby,
uniemozliwia prawidlowe usuwanie pozostalej czgsci IDL. Receptor LRP jest takze
odpowiedzialny za oczyszczanie krwi z remnantow chylomikronow, tak wigc jego deficyt
powoduje gromadzenie si¢ zarowno IDL, jak i remnantow chylomikronéw [210]. Stres
oksydacyjny przyczynia si¢ do wystapienia dyslipidemii, przy czym szczeg6lng rolg zdaje si¢
odgrywa¢ MPO, odpowiedzialna za oksydacyjne modyfikacje lipoprotein [13].
Syntetyzowany przez MPO HOCI reaguje z resztami tyrozynowymi apolipoproteiny-B100
(ang. apolipoprotein B-100, apo-B100), w wyniku czego zmieniona czastka LDL laczy si¢ z
miazdzycorodnym receptorem LOX-1 [211]. Innym produktem dzialania MPO jest kwas
cyjanowy, ktorego tautomer — kwas izocyjankowy — wchodzi w reakcje z grupami
aminowymi apolipoprotein. W rezultacie powstaja karbamylowane czastki LDL,
rozpoznawane przez receptory SR komorek fagocytujacych [212]. MPO odpowiada takze za
syntez¢ RFA, a nitrowane pochodne LDL wigzg si¢ z receptorem CD36, co zapoczatkowuje
przemiang monocytéw/makrofagéw w komorki piankowate [213].

Zaburzeniom metabolizmu LDL towarzysza nieprawidlowosci HDL, ktore
zmniejszaja skuteczno$¢ ich dziatania przeciwmiazdzycowego i przeciwutleniajagcego. W
przebiegu PChN zaobserwowano spadek aktywno$ci enzymoéw antyoksydacyjnych,
stanowigcych sktadowe HDL: paraoksonazy i GPx [209]. Paraoksonaza wystepuje w trzech
izoformach, z ktorych dwie (PON-1 i PON-3) znajduja si¢ w HDL. Sugeruje sie, ze
substratem dla PON-1 sg miazdzycorodne laktony, cho¢ nie zostato to w petni dowiedzione.
Natomiast wykazano, ze enzym ten jest odpowiedzialny za hamowanie peroksydacji lipidow,
usuwanie H,O, oraz usuwanie cholesterolu z monocytow/makrofagow. Spadek aktywnosci
PON-1 u pacjentow z PChN wynika nie tylko z zaburzenia metabolizmu HDL, ale i z
bezposredniego inaktywujacego wptywu toksyn mocznicowych i produktow dziatania RFT
takich jak AGEs [214]. Nasilony atak RFT powoduje réwniez oksydacyjne modyfikacje
apoA-I, ktore zmniejszajg powinowactwo HDLj3 do transportera ABCA1L, odpowiedzialnego
za przekazywanie cholesterolu z komorek do HDLs. Z kolei spadek syntezy watrobowe;j
syntazy acylotransferazy lecytyna:cholesterol (ang. lecithin: cholesterol acyltransferase,

LCAT) powoduje niedobor tego enzymu w czasteczkach HDL3. RFT réwniez moga
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bezposrednio inaktywowa¢ LCAT — udowodniono, ze MPO powoduje, poprzez tworzenie 3-
chlorotyrozyny, spadek aktywnosci LCAT w HDL [210]. Deficyt aktywnosci LCAT utrudnia
przemiang HDLj3 zawierajacego wolny cholesterol, do bogatego w estry cholesterolu HDL,,
ktory rozpoznawany jest przez receptor SR-BI na powierzchni hepatocytow. W
fizjologicznych warunkach HDL umozliwiaja przekazywanie cholesterolu z tkanek
obwodowych do watroby. Proces ten, okreslany jako wsteczny transport cholesterolu, w
PChN zostaje zahamowany. Zamiast tego nastepuje enodocytoza 1 degradacja
ubogolipidowych HDL3; w hepatocytach za posrednictwem tancucha B syntazy ATP [208].
Zmodyfikowane HDL, podobnie jak ox-LDL, wptywaja negatywnie na komorki srédbtonka:
obserwuje si¢ wzrost ekspresji czgsteczek adhezyjnych ICAM-1 i VCAM-1 oraz hamowanie
aktywnosci eNOS, co prowadzi do rozwoju zapalenia i formowania zmian miazdzycowych
[208].

Wazna role w rozwoju miazdzycy u pacjentow z PChN odgrywaja receptory SR,
ktorych ekspresja wyraznie rosnie wraz ze spadkiem GFR [215]. Ox-LDL nie sa
rozpoznawane przez fizjologiczne receptory na powierzchni hepatocytow, natomiast
wykazuja zwigkszone powinowactwo do SR-Al, SR-A2, SR-Bl oraz CD-36 [120].
Akumulacja ox-LDL w komorkach fagocytujacych skutkuje uszkodzeniem enzymow
tancucha oddechowego i nasilonym wyciekiem RFT z mitochondriow, co wtornie nasila stres
oksydacyjny. Wychwyt ox-LDL nie podlega regulacji zaleznej od st¢zenia cholesterolu, w
wyniku czego obserwuje si¢ przetadowanie monocytoéw/makrofagéw cholesterolem. Tracg
one mobilno$¢ i1 ulegaja przemianie do komorek piankowatych, ktore tworza nacieczenie
tluszczowe $ciany naczynia. Finalnym nastgpstwem akumulacji ox-LDL jest apoptoza
komorek piankowatych z uwolnieniem cholesterolu, w wyniku czego dochodzi do
formowania rdzenia martwiczo-lipidowego blaszki miazdzycowej [216].

W obecnym badaniu stwierdzono silng ujemng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem AOPPs
a stezeniem HDL-cholesterolu. Dotyczyta ona grupy dializowanych otrzewnowo. Podobna
zaleznos$¢ opisano w pracy Marques de Mattos et al., w ktorej stezenia AOPPs korelowato ze
spadkiem stgzenia HDL-cholesterolu [128]. Udowodniono, ze AOPPs ze wzgledu na duze
powinowactwo do SR-BI wspétzawodnicza z HDL, o wigzanie z tym receptorem na
hepatocytach. Powoduja tez zmniejszenie ekspresji genu transportera ABCAI,
odpowiedzialnego za przekazywanie cholesterolu z komorek do HDLj3. Zaburzenie
metabolizmu HDL 1 wstecznego transportu cholesterolu promuje tworzenie komorek
piankowatych i tworzenie blaszek miazdzycowych w ukladzie krazenia [219]. AOPPs

wplywaja na $rodblonek za posrednictwem zar6wno RAGE, jak i receptoréw SR jak np. SR-
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Bl [217-218]. Przyczynia si¢ to do rozwoju lokalnego stanu zapalnego, przewagi czynnikow
prozakrzepowych i uszkodzenia §ciany naczyn, ktore stanowi pierwszy etap rozwoju zmian
miazdzycowych [217]. Spadek stezenia HDL-cholesterolu moze stanowi¢ ogniwo laczace
AOPPs — jako wyktadnik oksydacyjnych modyfikacji biatek — 2z miazdzycowymi
powiktaniami PChN. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w obecnych badaniach korelacja dotyczyta
wilacznie chorych dializowanych otrzewnowo, ktorzy charakteryzowali si¢ wyzszym $rednim
stezeniem HDL-cholesterolu, niz pozostali pacjenci z grup nefrologicznych.

Znaczenie AOPPs w powiklaniach miazdzycowych PChN opisywano w szeregu prac,
jednak nie zostalo ono w pelni wyjasnione. W badaniach Kocak et al. u chorych
dializowanych otrzewnowo st¢zenie AOPPs korelowalo ze stopniem dysfunkcji §rodbtonka,
ocenianej jako rozszerzenie naczyn pod wptywem azotanu [131]. Na modelach zwierzg¢cych
Liu ei al. przedstawili, ze podawanie AOPPs powoduje szybsze tworzenie blaszek
miazdzycowych z naciekiem komorek piankowatych i proliferacja komoérek miesni gltadkich
naczyn [220]. W badaniu Descamps-Latscha et al. juz u pacjentow z GFR 20-40
ml/min/1.73m? incydenty sercowo-naczyniowe — definiowane jako zaburzenia krazenia
wiencowego, mozgowego lub obwodowego — pojawialy sie czesciej u chorych z wyzszymi
stezeniami CRP, fibrynogenu i AOPPs [221]. Z kolei Zhou et al. opisali zwigzek pomiedzy
podwyzszonymi stezeniami AOPPs a chorobg niedokrwienng serca, ktory dotyczyl tylko
grupy hemodializowanych, z wytagczeniem dializowanych otrzewnowych 1 chorych w okresie
predializacyjnym [130]. Przeciwnie w badaniach Gonzaleza et al., ktore objety pacjentow w
programie dializ otrzewnowych 1 w ktéorych wykazano powiazanie pomigdzy AOPPs a
chorobami sercowo-naczyniowymi. Jednak zwigzek ten nie byt prosta zaleznosciag — Gonzalez
et al. opisali korelacje pomigdzy wzrostem stgzenia AOPPs w ciggu pierwszego roku od
rozpoczecia dializ otrzewnowych a wystgpowaniem chordb sercowo-naczyniowych, zarowno
w przesziosci, jak 1 w dalszej obserwacji [132]. Kilkukrotnie badano réwniez powigzanie
pomiedzy stezeniem AOPPs a wskaznikiem ,,intima media” okreslajacym grubos$¢ blony
srodkowej i wewnetrznej w tetnicy szyjnej wspdlnej (ang. common carotid artery intima-
media thickness, CCA-IMT), ktory jest powszechnie wykorzystywanym parametrem
odzwierciedlajgcym wczesne zmiany miazdzycowe. U chorych w programie hemodializ
Driieke et al. stwierdzili pozytywny zwiazek pomigdzy stezeniem AOPPs a wskaznikiem
CCA-IMT, przy czym korelacja ta byta niezalezna od innych czynnikéw takich jak stezenie
CRP i ferrytyny [222]. Podobng korelacje opisal Kocak et al. takze u pacjentow

dializowanych otrzewnowo [132].
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W obecnej pracy wykazano rowniez silng zalezno$¢ pomiedzy stezeniem LDL-
cholesterolu a stezeniem 3-nitrotyrozyny. Stres azotowy moze przyczynia¢ si¢ do uszkodzenia
uktadu sercowo-naczyniowego poprzez modyfikacje poszczegolnych apolipoprotein, co
zaktoca prawidtowy obieg cholesterolu w ustroju. Udowodniono, ze nitracja zwigzanej z LDL
apo-B100 oraz zwigzanej z HDL apoA-I przyspiesza formowanie blaszek miazdzycowych
[170]. W obecnej pracy korelacja stezenia LDL ze stgzeniem 3-nitrotyrozyny byta korelacja
ujemng i dotyczyta chorych dializowanych otrzewnowo. Nie stwierdzono natomiast korelacji
ze stezeniem HDL-cholesterolu. Moze by¢ to zwigzane ze stopniem uszkodzenia sktadowych
biatkowych poszczegélnych lipoprotein, zaréwno pod wzgledem ilo§ciowym, jak 1
jako$ciowym. Znaczna modyfikacja struktury lipoprotein nie tylko wplywa na zaburzenia
gospodarki lipidowej w ustroju, ale takze na wykrywanie LDL-C i HDL-C w testach
laboratoryjnych.

Powigzanie pomiedzy wykladnikami nitracji a chorobami ukladu sercowo-
naczyniowego poddano wnikliwej ocenie w pracy Shishehbor et al., ktorzy udowodnili, ze
podwyzszone stezenie 3-nitrotyrozny koreluje ze zwigkszonym ryzkiem choroby wiencowe;j,
niezaleznie od innych czynnikow ryzyka miazdzycy (wiek pteé, stezenie LDL-cholesterolu,
HDL-cholesterolu, trojglicerydéw oraz CRP, wystgpowanie nadci$nienia tetniczego, cukrzycy
i nikotynizmu) [223]. Gomez-Fernandez et al. oceniali morfologi¢ $ciany tetnicy
promieniowej u chorych z PChN. W poréwnaniu do oséb zdrowych stwierdzono nie tylko
znaczace pogrubienie btony wewng¢trznej i srodkowej tetnicy, ale 1 zwigkszong kumulacje 3-
nitrotyrozyny oraz MCP-1 [224]. W pracy Kolagenovej et al. takze wykazano zwigkszone
odktadanie 3-nitrotyrozyny w $cianie aorty u chorych z PChN. Zmiany te dotyczyly rowniez
naczyn bez cech kalcyfikacji, co potwierdza znaczenie stresu oksydacyjnego i1 azotowego w
rozwoju powiktan naczyniowych w przebiegu PChN [225].

W obecnej pracy zwigzek pomigdzy oksydacyjnymi modyfikacjami bialek a
parametrami gospodarki lipidowej dotyczyt jednego z markerow, wykazujacych powigzania
zarowno z glikooksydacja, jak i ze stresem karbonylowym. Stezenie CEL u chorych
hemodializowanych wykazywato umiarkowang zalezno$¢ ze stezeniem LDL-cholesterolu
(zaleznos¢ dodatnia) i stezeniem HDL-cholesterolu (zaleznos$¢ ujemna).

W hodowlach in vitro zaobserwowano, ze AGEs wptywaja istotnie na rozwdj
miazdzycy [226]. Modyfikacja lipoprotein droga glikacji sprzyja rozwojowi zaburzen
lipidowych, gdyz utrudnia usuwanie LDL z krazenia i utatwia utlenienie do ox-LDL [227].
Ponadto AGEs inaktywuja PON-1, kluczowy enzym antyoksydacyjny obecny w HDL, ktory

odpowiada ona za hamowanie peroksydacji lipidow oraz usuwanie cholesterolu z
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monocytow/makrofagow [214]. W efekcie w warunkach nasilonego stresu oksydacyjnego
rozwija si¢ dyslipidemia typowa dla PChN. W pracach Kocaka et al. u chorych dializowanych
otrzewnowo stezenia AGEs korelowaty ze wskaznikiem CCA-IMT [132].

Trzeba réwnoczesnie zauwazy¢, ze zwiazek pomigdzy badanymi wyktadnikami
modyfikacji bialek a gospodarkg lipidowg moze tez by¢ konsekwencjg powigzan szlakow
metabolicznych dla poszczegdlnych zwigzkéw. W warunkach nasilonej produkcji RFT
lipooksydacja wystepuje réwnolegle do glikooksydacji. U pacjentdow nefrologicznych
stwierdza si¢ korelacj¢ produktow peroksydacji lipidow, takich jak dialdehyd malonowy-
lizyna, z CML zaliczang do AGEs [63]. Wiadomo réwniez, ze CML moze powstawaé w
wyniku utlenienia wolnych kwasow tluszczowych. Jednak w badaniach Weiss et al.,
oceniajgcych formowanie AGEs w dializacie na drodze lipooksydacji, nie wykazano, aby
wolne kwasy tluszczowe stanowily znaczace zrédlo CML [135]. Odmienno$ci szlakoéw
metabolicznych mogg stanowi¢ przyczyne roéznic w charakterze korelacji zwigzkow
powiazanych z glikooksydacja i lipooksydacja w poréwnania do pozostatych wykltadnikow
oksydacyjnych modyfikacji biatek.

Trzeba tez zwroci¢ uwage, ze W obecne pracy st¢zenia markeréw zwigzanych ze
stresem karbonylowym (MG, CEL, CML, AGEs, grupy karbonylowe bialek) nie korelowaty z
laboratoryjnymi wyktadnikami niedozywienia, w odrdznieniu od pozostatych wykladnikow
modyfikacji biatek. Jednym wyjatkiem jest umiarkowana ujemna zalezno$¢ pomiedzy
stezeniem CEL a st¢zeniem biatka catkowitego i1 albuminy. Jednak dotyczyla ona wylacznie
grupy chorych z PChN w stadium G3b-G4, ktora nie wykazywata istotnych statystycznie
roznic pod wzgledem stgezenia CEL na tle pozostalych grup oraz w poréwnaniu do oséb
zdrowych. Zaobserwowane odmiennosci dotyczace korelacji MG, CEL, CML, AGEs 1 grup
karbonylowych biatek — w poréwnaniu do pozostalych wykladnikéw modyfikacji biatek —
mogg wynikaé nie tylko z odrebnych drog powstawania i dystrybucji w ustroju, ale réwniez z
powigzania ze stresem karbonylowym jako procesem odrgbnym od stresu oksydacyjnego.

Wptyw stezenia SRAGE na gospodarke lipidowa i rozw6j miazdzycy stanowi bardzo
ztozony problem. Wykazano, Zze u chorych z chorobg wieficowa st¢zenie sSRAGE utrzymuje
si¢ na nizszym poziomie, niz u oséb zdrowych [228-229]. Z kolei cukrzyca oraz PChN
powigzane sg z wyzszymi stezeniami SRAGE. Zasadnicze kwestia dotyczy zagadnienia, w
jaki sposob uszkodzenie nerek wplywa na syntez¢ sSRAGE. Czy jest to efekt spadku funkcji
wydalniczej nerek, czy efekt wzmozonej syntezy sSRAGE w odpowiedzi na kumulacje
ligandow (AOPPs, AGEs, biatka S100A12 (EN-RAGE)? Czy w wyniku kumulacji ligandow

RAGE dochodzi do wzmozonego pobudzenie RAGE na powierzchni komoérek, wzmozonej
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ekspresji genu RAGE 1 powstawania cRAGE z transbtonowego RAGE przy udziale
metaloproteinaz? Czy moze raczej dominuje droga alternatywnego splicingu transkryptu genu
RAGE i synteza esRAGE jako czynnika chronigcego przed nadmiarem ligandow RAGE? Na
modelach zwierzecych udowodniono, ze RAGE bierze udziat w procesie powstawania
neointimy, ktory prowadzi do restenozy naczyn tetniczych. Wyniki wskazuja na zwigkszong
obecno$¢ w $cianie naczynia zarowno RAGE, jak i AGEs oraz biatek zaliczanych do grupy
S100/kalgranulin. Kluczowa role w tym powiklaniu miazdzycowym odgrywaja komorki
mieéni gladkich naczyn (ang. vascular smooth muscle cells, VSMC). Blokada interakcji
RAGE z ligandami — przez sSRAGE lub przeciwciata anty-RAGE — hamuje proliferacje i
migracjc VSMC oraz synteze biatek macierzy pozakomodrkowej [230-231]. In vitro, na
hodowlach komorek $rodbtonka ludzkiej aorty, takze wykazano wptyw interakcji RAGE z
ligandami (amfoteryna, biatka z grupy S100/kalgranulin) na dysfunkcje srodbtonka, rozwdj
stanu zapalnego i tworzenie blaszki miazdzycowej [232]. Badania na myszach apoE(-),
standardowym modelu zwierzgcym miazdzycy, dowiodly, ze PChN nasila rozwo6j zmian
miazdzycowych, a podanie przeciwcial anty-RAGE czegsciowo znosi ten efekt [232]. Opisano
réwniez ochronny wplyw podazy rekombinowanego sRAGE na neurony w przebiegu udaru
niedokrwiennego moézgu, zar6wno na modelach zwierzecych, jak i u badanych pacjentow
[233].

W obecnej pracy grupa chorych z co najmniej jednym epizodem sercowo-
naczyniowym w wywiadzie nie odrozniata si¢ pod wzgledem stezenia SRAGE w sposob
statystycznie istotny od grupy zdrowych. Obserwacje te potwierdza praca Wanga et al., w
ktorej zaobserwowano, ze stezenie SRAGE byto istotnie wyzsze tylko u pacjentow z ostrym
zespotem wiencowym, podczas gdy chorzy z przewlekla chorobg niedokrwienng serca,
poddawani planowej koronarografii, nie wykazywali istotnych réznic w stezeniu SRAGE w
poréwnaniu do zdrowych [234].

Stezenie SRAGE w obecnych badaniach nie wykazywato zalezno$ci z typowymi
zaburzeniami gospodarki lipidowej. Zaobserwowano jedynie ujemng korelacje ze stezeniem
cholesterolu catkowitego, co wpisywato sie w catosciowy obraz zaleznosci stgzenia SRAGE
od laboratoryjnych wyktadnikow niedozywienia. Potwierdza to znaczenie sRAGE jako
parametru zwigzanego z powiklaniami sercowo-naczyniowymi raczej poprzez nieklasyczne
czynniki ryzyka, do ktorych zalicza si¢ stres oksydacyjny, zaburzenia gospodarki wapniowo-
fosforanowej i gospodarki zelazowej oraz niedozywienie. Obecno$¢ PChN wplywa na
stezenie SRAGE, a potencjalnie moze tez oddziatywaé na zwigzek pomiedzy sRAGE a

postepem miazdzycy. Basta et al. opisali odwrotnie proporcjonalng korelacje pomigdzy
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stezeniem SRAGE a CCA-IMT [157]. Powigzanie to dotyczyto wyltacznie pacjentow z PChN,
a nie wystepowato u osob z prawidlowym eGFR. Ponadto korelacja pomigdzy st¢zeniem
sRAGE a wskaznikiem CCA-IMT byla niezalezna od wystepowania innych czynnikéw
ryzyka miazdzycy, takich jak nikotynizm, cukrzyca, podwyzszone ci$nienie skurczowe krwi,
hipercholesterolemia i hipertriglicerydemia. W studium Kim JK et al. st¢zenic sSRAGE
korelowalo odwrotnie proporcjonalnie z nasileniem zmian miazdzycowych, ktére oceniane
byto poprzez wskaznik CCA-IMT oraz wskaznik kalcyfikacji aorty brzusznej w tomografii
komputerowej [158]. Korelacja ta rowniez byta niezalezna od klasycznych czynnikow ryzyka
miazdzycy. Z kolei Kim HS. et al. opisali negatywna korelacj¢ pomig¢dzy stezeniem sRAGE a
wskaznikiem kalcyfikacji naczyn krwiono$nych ocenianym na postawie zdjec
rentgenowskich odcinka ledzwiowego kregostupa [235]. Badania Kima JK et al. dotyczyly
pacjentow dializowanych otrzewnowo, a Kima HS. et al. — chorych w programie hemodializ.
Jednak pomimo zwigzku pomigdzy stezeniem SRAGE a wystepowaniem zmian
naczyniowych znaczna czgs¢ prac neguje wptyw stezenia SRAGE na $miertelno$¢ sercowo-

naczyniowg w przebiegu PChN [159, 161, 203-204].

5.24. OCENIANE MODYFIKACJE BIALEK A ZABURZENIA GOSPODARKI
WAPNIOWO-FOSFORANOWEJ

W obecnej pracy zaobserwowano wzrost §redniego stezenia PTH, poczynajac od grupy
pacjentow w stadium G3b-G4 PChN, poprzez grupe leczonych dializa otrzewnowa, az po
grupe hemodializowanych, w ktorej $rednie stezenie PTH bylo najwyzsze. Zalezno$¢ od
stezenia PTH dotyczyla dwoch zwigzkéw — AOPPs oraz 3-nitrotyrozyny, w grupie
hemodializowanych, ktorzy cechowali si¢ najwyzszym $rednim stezeniem obu wyktadnikow
modyfikacji biatek. Co wiecej, w przypadku obu zwigzkéw grupa hemodializowanych
odrozniata si¢ w sposob statystycznie istotny od wszystkich pozostatych grup. Sugeruje to
znaczng role stresu oksydacyjnego jako nastgpstwa wtornej nadczynnosci przytarczyc u
pacjentow leczonych w programie hemodializ.

PTH jest 84-aminokwasowym polipeptydem wydzielanym w odpowiedzi na
hipokalcemi¢ za posrednictwem receptorow wrazliwych na wapn (ang. calcium-sensing
receptor, CaSR) obecnych na powierzchni paratyreocytow. W prawidtowych warunkach
kalcytriol hamuje ekspresje genu PTH i zwigksza ekspresje genu CaSR [236]. W PChN, gdy
dochodzi do niedoboru kalcytriolu, a takze zmniejszenia liczby receptorow VDR, wydzielanie

PTH rosénie. W efekcie rozwija si¢ drugorzedowa nadczynno$¢ przytarczyc, w ktorej wysokie
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stezenia PTH, wywotlane przewlekla hipokalcemia i niedoborem kalcytriolu, towarzysza
hiperfosfatemii. Nadczynno$¢ przytarczyc, w polaczeniu z niedoborem kalcytriolu, wplywa
negatywnie na uktad kostny. Dochodzi do zaburzen metabolizmu kostnego i rozwija si¢
osteodystrofia nerkowa oraz kalcyfikacja tkanek migkkich, w tym najbardziej typowe dla
PChN zwapnienie btony srodkowej tetnic [237].

W wigkszosci dotychczas opublikowanych prac nie udowodniono, aby stgzenie PTH
bezposrednio korelowato ze wzrostem stezenia wyktadnikéw oksydacyjnych modyfikacji
biatek [238-239]. Wyjatek stanowig badania Nakatani et al., gdzie zaobserwowano korelacje
pomiedzy stezeniem PTH a stezeniem utlenionej postaci albuminy (HNA), w ktorej grupa
tiolowa Cys-34 utworzyta wiazanie disiarczkowe [240]. Z drugiej strony, w badaniach in vitro
stwierdzono, ze PTH prowadzi do zaburzenia funkcji komoérek s$rodblonka w wyniku
wzmozone] mitochondrialnej produkcji RFT. Efekt ten jest niezalezny od witaminy D, przy
czym stopien nasilenia produkcji RFT nie jest tak wysoki jak w stresie oksydacyjnym
indukowanym hipoksja. Mozna wnioskowaé, ze pod wptywem PTH nie dochodzi do
bezposredniego uszkodzenia komorki 1 apoptozy w wyniku wycieku RFT z mitochondriéw, a
raczej do zakltocenia szlakow sygnatowych na skutek oksydacyjnej modyfikacji bialek.
Zaburzenie wewnatrzkomérkowej homeostazy moze prowadzi¢ do nieprawidlowego
funkcjonowania komorki, zaktocenia odpowiedzi komorkowej na szereg sygnaléw oraz
przesuni¢cia rownowagi redox w strong utleniania. Receptor PTH (PTH1R) po potaczeniu z
ligandem (PTH) doprowadza — poprzez szlak kinazy biatkowej A (ang. protein kinase A,
PKA) i kinazy biatkowej C (ang. protein kinase C, PKC) — do wzmozonego uwalniania jonow
wapnia z retikulum endoplazmatycznego do cytozolu. W kolejnym etapie obserwuje si¢
zwigkszenie naptywu jondw wapnia przez mitochondrialny uniporter wapniowy 1 wyciek
RFT z mitochondrium. Ostatecznie dochodzi do modyfikacji receptora bradykininy i
zaburzenia odpowiedzi komorek §rodbtonka na bradykining. W podobnym mechanizmie
nastepuje hamowanie angiogenezy w wyniku oksydacyjnych modyfikacji receptora dla
czynnika wzrostu $srodbtonka naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF)
[241].

W badaniach Lin et al. udowodniono istotne statystycznie powigzanie pomig¢dzy
AOPPs a wskaznikiem kalcyfikacji tetnic wiencowych 1 aorty brzusznej, ocenianym w
tomografii komputerowej. Korelacja ta pojawiala si¢ niezaleznie od wystepowania innych
chorob takich jak cukrzyca czy nadcisnienie tetnicze [242]. Z kolei Guilgen et al. udowodnili,
ze 3-nitrotyrozyna odklada si¢ w znaczacych ilosciach w naczyniach ze zwapnieniami u

chorych z PChN [243]. Podkresla to udziat modyfikacji biatek, wynikajacych ze wzmozonej
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produkcji RFT i RFA, w promowaniu zwapnienia naczyn u chorych z PChN. PTH moze
odgrywac kluczowa rolg jako czynnik taczacy zaburzenia réwnowagi redox z uszkodzeniem
naczyn w SNN. Zwigzek pomiedzy nadczynnoscig przytarczyc a stresem oksydacyjnym
stanowi kolejne ogniwo procesu, w ktorym modyfikacja biatek przez RFA i RFT doprowadza
do uszkodzenia uktadu krazenia.

Szczegblnej uwagi w obecnych badaniach wymaga zalezno$¢ pomiedzy stezeniem
PTH a stgzeniem 3-nitrotyroznyw grupie dializowanych otrzewnowo — w odrdéznieniu od
korelacji w grupie hemodializowanych jest to zalezno$¢ ujemna. Kluczowym zagadnieniem
staje si¢ pytanie o powigzanie pomiedzy i modyfikacjami biatek, zaburzeniami gospodarki
wapniowo-fosforanowej i charakterystycznym dla PChN zwapnieniem btony $rodkowej
tetnic. W klasycznym ujeciu hiperfosfatemia wptywa na komoérki mig$ni gladkich naczyn
(ang. vascular smooth muscle cells, VSMC), gdy wzmozony naptyw fosforanéw do komorki
przez btonowy kontransporter Na-Pi Il typu Pit-1 powoduje transformacj¢ osteoblastyczng
oraz syntez¢ biatek stymulujacych kalcyfikacj¢ [244]. Podwyzszone st¢zenie fosforandw
hamuje takze roznicowanie makrofagéw w komorki podobne do osteoklastow, ktore
odpowiedzialne sg za resorpcj¢ osteoidu [244]. Z kolei wapn wplywa na VSMC za
posrednictwem receptorow CaSR btony komoérkowe;j. Ekspozycja na wysokie st¢zenia wapnia
hamuje syntez¢ inhibitorow kalcyfikacji takich jak fetuina A [245]. Udowodniono tez, ze
transformacje osteoblastyczng VSMC stymuluje formowanie nanokrysztatow fosforanu
wapnia, ktére dodatkowo zwiekszaja ekspresje biatkka BMP-2 promujacego kalcyfikacje
[246]. Wazna role gra rowniez deregulacja czynnikoéw kontrolujacych gospodarke wapniowo-
fosforanowq: kalcytriolu, PTH 1 bialka Klotho. Nadmiar PTH w przebiegu nadczynnosci
przytarczyc powoduje przyspieszenie obrotu kostnego z uwalnianiem do osocza duzej ilosci
wapnia i fosforanéw. Z kolei biatko Klotho dziata hamujgco na kontransporter Na-Pi 111 typu
Pit-1, co zapobiega transformacji osteoblastycznej VSMC [245].

Jednak klasyczne ujeciu problemu zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej u
chorych nefrologicznych nie tlumaczy szczegdlnej manifestacji klinicznej, jaka jest
zwapniajaca arteriolopatia mocznicowa (kalcyfilaksja). W tym typie powiklan zwapnienia
obejmuja btong srodkowa i wewnetrzng matych tetnic, czemu moze towarzyszy¢ zwidknienie
blony wewnetrznej, zwapnienia pozanaczyniowe oraz tworzenie skrzeplin. W efekcie u
pacjenta obserwuje si¢ mnogie zmiany zapalne i martwicze skory. Patomechanizm
zwapniajacej arteriolopatii mocznicowej nie zostal w pelni wyjasniony. Rozbiezne dane
dotyczace wptywu hipokalcemii, hiperfosfatemii i wysokich stezen PTH wskazuja, ze

zwapniajgca arteriolopatia mocznicowa w SNN nie jest prosta konsekwencja klasycznego
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profilu zaburzen wapniowo-fosforanowych. Sugeruje si¢, ze adynamiczna choroba kosci
usposabia do rozwoju kalcyfilaksji, podobnie jak stosowanie doustnych antagonistow
witaminy K oraz aktywnych postaci witaminy D [247-249]. Cze¢$¢ badaczy stwierdza czgstsze
wystepowanie zwapniajgcej arteriolopatii mocznicowej u chorych leczonych dializami
otrzewnowymi, otytych, z hipoalbuminemia oraz z zespotem metabolicznym. Stres
oksydacyjny zaliczany jest do mozliwych czynnikow promujgcych zwapnienie naczyn u
chorych nefrologicznych. Udowodniono, ze transformacji osteoblastycznej VSMC
towarzyszy wzrost aktywnosci Nox oraz zmniejszenie aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnych: SOD-1 i SOD-2 oraz Gpx1. Postuluje si¢ rowniez wplyw produktow
dziatania RFT na VSMC i stymulowanie powstawania zwapnien blony §rodkowej [250-251].
Jednym z ogniw taczacych oksydacyjne modyfikacje biatek i zaburzenia gospodarki
wapniowo-fosforanowej jest czynnik transkrypcyjny NF-kB. Receptor aktywujacy NF-xB
(ang. receptor activator of nuclear factor NF-xB, RANK) znajduje si¢ na powierzchni
licznych komorek (limfocyty, makrofagi, proteosteoklasty i osteoblasty, fibroblasty,
chondrocyty, komorki srédblonka naczyniowego). Polaczeniu RANK z ligandem receptora
aktywujacego NF-xB (ang. ligand of receptor activator of nuclear factor NF-«B, RANKL)
aktywuje proces dojrzewania osteoklastow. Z kolei osteoprotegeryna — jako biatko btonowe
wystepujace na powierzchni osteoblastow, limfocytow i1 megakariocytow oraz komorek
srodbtonka — moze kompetycyjnie wigza¢ RANKL, co zapobiega reakcji RANKL z RANK i
pobudzeniu szlaku czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Powstajace w warunkach stresu
oksydacyjnego RFT dziataja na oS RANKL/RANK/NF-kB - osteoprotegeryna [96].
Fizjologiczna rownowaga pomiedzy czynnikami hamujacymi kalcyfikacje (fetuina A,
osteopontyna, osteoprotegeryna) a czynnikami stymulujagcymi powstawanie zwapnien
(osteokalcyna, fosfataza zasadowa) ulega wowczas zaktoceniu [252]. RFT moga tez nasila¢
apoptoze VSMC, a powstale w wyniku tego ciatka staja si¢ osrodkami krystalizacji,
zapoczatkowujacymi tworzenie krysztatow fosforanu wapnia [250-251]. Znaczacy udziat
wplywu stresu oksydacyjnego na rozwdj zwapniajacej arteriolopatii mocznicowe]
potwierdzaja pozytywne efekty leczenia tiosiarczanem sodu. Po podaniu dozylnym
tiosiarczan sodu wigze jony wapnia, tworzac tatwo rozpuszczalny tiosiarczan wapnia, ktory
moze zosta¢ usunigty z organizmu przez nerki lub w czasie dializy [253]. Jednak efekt
terapeutyczny wynika nie tylko ze zmniejszenia dost¢pnosci jonéw wapnia, ale takze z
wlasciwosci antyoksydacyjnych tiosiarczanu sodu, ktéry posiada dwa niesparowane

elektrony, dzigki czemu reaguje z RFT. Udowodniono tez, ze tiosiarczan sodu umozliwia
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odtworzenie zapasow glutationu [252]. Wskazuje to na zwigzek zwapniajacej arteriolopatii
mocznicowej ze stresem oksydacyjnym.

W obecnej pracy tylko w grupie dializowanych otrzewnowo stezenie PTH
wykazywalo ujemng zalezno$¢ od stezenia 3-nitrotryrozny. Chorzy leczenie dializg
otrzewnowg charakteryzujg si¢ nizszymi stezeniami PTH oraz czestszym wystepowaniem
choroby adynamicznej kosci. W obecnej pracy $rednie stezenie PTH byto znaczaco nizsze w
grupie dializowanych otrzewnowo, niz w grupie hemodializowanych. Rownoczesnie w grupie
dializowanych otrzewnowo obserwowano mniej nasilone laboratoryjne wyktadniki zaburzen
gospodarki wapniowo-fosforanowej: $rednie stezenie fosforanéw utrzymywato si¢ w
granicach wartosci referencyjnych, $rednie stezenia wapnia catkowitego i1 zjonizowanego nie
zblizaty si¢ do dolnych granic wartosci referencyjnych. By¢ moze stwierdzona korelacja
obrazuje zwigzek pomiedzy oksydacyjnymi modyfikacjami biatek, adynamiczng choroba
kosci a zwapnieniami naczyn typowymi dla PChN i niezaleznymi do klasycznych czynnikow
ryzyka. Udowodniono, ze 3-nitrotyrozyna odktada si¢ w znaczacych ilosciach w naczyniach
ze zwapnieniami u chorych z PChN, przy czym efekt ten zaobserwowano zar6wno w
porownaniu z probkami od zdrowych dawcéw nerek oraz w poroéwnaniu z probkami od
chorych w SNN, bez zwapnien w naczyniach [243]. Wplyw stosowania antagonistow
witaminy K na rozwdj zwapniajace] arteriolopatii mocznicowej wynika z hamowania
karboksylacji 1 fosforylacji biatka Gla, znajdujacego si¢ w matrix §ciany naczyn i wigzacego
jony wapnia, co hamuje powstawanie zwapnien [247]. By¢ moze ujemna korelacja stezenia 3-
nitrotyrozyny z st¢zeniem PTH wynika z modyfikacji jednego z kluczowych biatek
wplywajacych na utrzymanie homeostazy wapniowo-fosforanowe; w obrebie $ciany
naczynia. Trzeba jednak pamigtaé, ze wyniki dotychczasowych badan nie wskazujg
jednoznacznie na stres oksydacyjny jako decydujacy czynnik odpowiadajacy za tworzenie
zwapnien u chorych z PChN. W pracy Kolagenovej et al. wykazano zwigkszone odktadanie
3-nitrotyrozyny w $cianie aorty u chorych z PChN, przy czym zmiany te dotyczyly takze
naczyn bez cech zwapnienia [225]. Ponadto lokalna kumulacja 3-nitrotyrozyny w zwapnialej
$cianie naczynia nie musi przektada¢ si¢ na korelacje ze stezeniem 3-nitrotyrozny w 0soczu.
Wiadomo, ze inne wykltadniki oksydacyjnych modyfikacji biatek takze zwigzane sa z
tworzeniem zwapnien w uktadzie krazenia. Zwiazek ten zostat przedstawiony w pracach Taki
et al., w ktorych opisano korelacje pomigdzy stezeniem pentozydyny, stezeniem fosforanow,
iloczynem wapniowo-fosforanowym i cisnieniem skurczowym krwi a wskaznikiem
kalcyfikacji t¢tnic wiencowych ocenianym w tomografii komputerowej [254]. Kitauchi et al.

takze zaobserwowali, Ze st¢zenie pentozydyny jest niezaleznym czynnikiem kalcyfikacji aorty
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brzusznej u pacjentow w programie hemodializ. W przypadku tej lokalizacji zwapnienia nie
stwierdzono natomiast korelacji z parametrami gospodarki wapniowo-fosforanowej (stezenie
wapnia, fosforu, PTH) ani z parametrami gospodarki lipidowej (stezenie caltkowitego
cholesterolu, LDL-cholesterolu, HDL-cholesterolu, trojglicerydow) [255]. Korelacja stezenia
3-nitrotyrozyny ze stezeniem PTH w obecnej pracy moze tez wynika¢ z stosowania u chorych
lekow wptywajacych na rozwoj zwapniajacej arteriolopatii mocznicowej (aktywne postaci
witaminy D, antagonisci witaminy K). W szeregu prac opisano réwniez problem wptywu
polimorfizmu genu biatka Gla na powstawanie zwapnien u chorych z PChN [256-257].
Niewielka liczebno$¢ badanej grupy w obecnej pracy moze nasila¢ ten efekt. Z pewnoscia
zwigzek oksydacyjnych modyfikacji bialek, zaburzen wapniowo-fosforanowych i
powstawania zwapnien w uktadzie krazenia wymaga dalszych, kompleksowych badan.

Bialko Klotho wystepuje w postaci transbtonowej w komorkach nabtonka kanalikow
nerkowych i1 cewek zbiorczych, gdzie cechuje si¢ wysoka ekspresja w poréwnaniu do innych
[258]. Forma sekrecyjna Klotho, znajdujgca si¢ w osoczu, moczu i plynie mozgowo-
rdzeniowym, moze powstawa¢ w wyniku dziatania enzymoéw z rodziny ADAM na postac
transbtonowg lub tez w wyniku alternatywnego splicingu [269]. Klotho petni kluczowa rolg w
regulacji gospodarki wapniowo-fosforanowej: zwigksza retencje kanatow wapniowych TRPV
5 na powierzchni komorek kanalikow nerkowych, co umozliwia zwigkszong reabsorpcje
zwrotng wapnia w nefronie [270]. Posta¢ transblonowa Klotho petni tez funkcj¢ koreceptora
dla FGF23 [271]. Wplyw Klotho na stres oksydacyjny zwigzany jest ze szlakiem
insuliny/IGF-1. Potaczenie receptora insuliny/IGF-1 z ligandem skutkuje — kolejno —
aktywacja 3-kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K), fosforylacja fofatydyloinozytolo-4,5-
bisfosforanu (PIP2) do fosfatydyloinozytolo-3,4,5-trisfosforanu (PIP3), aktywacja kinaz
serynowo-treoninowych, w tym kinazy biatkowej 1 zaleznej od fosfatydyloinozytolu (PDK1),
fosforylacja 1 aktywacja kinazy biatkowej B (Akt/PKB). Aktywna kinaza biatkowa B
(Akt/PKB) odpowiada za fosforylacje licznych bialek w réznych kompartmentach komorki.
Jednym z nich jest czynnik transkrypcyjny FOXO, ktory po fosforylacji traci swoja funkcje i
pozostaje w cytoplazmie, zamiast ulec przesunig¢ciu do jadra komodrkowego. W obecnosci
Klotho nastgpuje zahamowanie aktywno$ci szlaku insuliny/IGF-1, nie dochodzi do
fosforylacji czynnika FOXO, ktory zostaje przetransportowany do jadra. W efekcie obserwuje
si¢ ekspresje genu mitochondrialnej SOD-2 [268,272].

W obecnym badaniu zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomigdzy st¢zeniem biatka

Klotho w surowicy a stezeniem AOPPs i stezeniem 3-nitrotyrozyny, w grupie pacjentow
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hemodializowanych. Cz¢$¢ badan wykazata, ze spadek stezenia Klotho w surowicy koreluje
ze spadkiem wydolnosci nerek ocenianym warto$cia eGFR, podczas gdy w innych pracach
nie wykazano pomiedzy nimi zwigzku [274-275]. Podobne kontrowersje dotycza powigzania
pomiedzy stezeniem Klotho a stezeniem PTH i1 FGF23 [274]. Cze$¢ badaczy postuluje
kluczowa role stezenia Klotho w moczu, a nie w surowicy, jako parametru prognostycznego u
chorych nefrologicznych [273]. Trudnosci w ocenie wptywu Klotho na patogenez¢ PChN
wynikaja zardwno z jego wielokierunkowego dziatania, jak i z zastrzezen dotyczacych réznic
w dziataniu postaci transbtonowej i1 postaci sekrecyjnej. Jednak szereg prac wykazat zwigzek
Klotho ze stresem oksydacyjnym i oksydacyjnymi modyfikacjami w wyniku wzmozonej
produkcji RFT. Yamamoto et al. udowodnili na modelach zwierzecych, ze wzrost 8-
hydroksy-2-deoksyguanozyny (ang. 8-hydroxy-2-deoxyguanosine, 8-OH-dG), kluczowego
wyktadnika oksydacyjnego uszkodzenia DNA [276]. Z kolei in vitro biatko Klotho hamowato
peroksydacje lipidow, zachodzaca pod wptywem parakwatu, ktory odpowiedzialny jest za
produkcje O, [276]. W badaniach Raesi et al. stwierdzono, Ze u szczuréw otrzymujacych
cyklosporyne stezenie Klotho w surowicy korelowato odwrotnie proporcjonalnie z stezeniem
8-OH-dG i MDA [277]. Praca Oh et al., ktora objeta 78 chorych dializowanych otrzewnowo,
opisala odwrotnie proporcjonalng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem biatka Klotho w surowicy a
stezeniem 8-izoprostanoidow [278].

Potencjalne ogniwo taczace Klotho z AOPPs moze stanowié¢ szlak Wnt/p-katenina, w
ktorym potaczenie liganda Wnt z receptorem Fzd i koreceptrami LRP 5 1 6 prowadzi do
fosforylacji biatka cytozolowego Dvl. Ufosforylowane biatko Dvl transportowane jest do
btony komodrkowej, gdzie aktywuje P-katening. P-katenina ulega translokacji do jadra
komorkowego 1 taczy sie z kompleksem czynnikéw transkrypcyjnych TCF/ LEF, powodujac
ich aktywacje¢. Dziatanie szlaku Wnt/B-katenina jest istotnym elementem uszkodzenia
podocytow w kiebuszkach nerkowych. Prowadzi do nasilonej ekspresji genu biatka Snaill,
ktore jest represorem transkrypcji genu nefryny, kluczowego biatka formujacego szkielet bton
szczelinowych podocytow. Ponadto biatko Snaill bierze udziat w transformacji nabtonkowo-
mezenchymalnej, ktorej ulegaja podocyty w przebiegu PChN. Aktywacja szlaku Wnt/f-
katenina wiaze si¢ takze ze wzmozong synteza bialek macierzy pozakomorkowej oraz
proteinaz uszkadzajacych podocyty, co prowadzi do wtoknienia kigbuszkow nerkowych.
Udowodniono, ze Klotho powoduje supresje szlaku Wnt/B-katenina poprzez hamowanie
poltaczenia liganda z receptorem [273]. Z drugiej strony, AOPPs aktywujg szlak Wnt/p-
katenina poprzez aktywacje receptora RAGE 1 szlak czynnika jadrowego NF-kB [280]. Zhou
et al. uwodnili, ze u chorych z pierwotnymi klebuszkowymi zapaleniami nerek blokada szlaku
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Wnt/B-katenina przez Klotho chronita podocyty przed toksycznym dziataniem AOPPs [280].
W obecnej pracy $rednie stezenie AOPPs najwyzsze wartosci osiggalo w grupie
hemodializowanych, ktéra odrdozniata si¢ w sposob statystycznie istotny od wszystkich
pozostatych grup. Swiadczy to o znacznym nasileniu modyfikacji biatek, ktorego
nastepstwem jest maksymalna kumulacja AOPPs. U tych pacjentéw moze dochodzi¢ do
proby kompensacji uszkadzajacego dziatania RFT i produktéw ich dziataniach na organizm —
takich jak AOPPs — poprzez wzmozong syntez¢ Klotho. Jednak znaczny stopien
zaawansowania choroby uniemozliwia prawidlowg obron¢ ustroju, co tlumaczy niskie
stezenia Klotho w tej grupie badanych. Podobng zalezno$¢ obserwowano w obecnej pracy u
pacjentow hemodializowanych w stosunku do stresu azotowego, ktorego wyktadnikiem jest
3-nitrotyrozyna, oraz st¢zenia biatka Klotho; zwtaszcza ze kumulacja 3-nitrotyrozyny rowniez
najsilniej byta zaakcentowana w grupie hemodializowanych. Potwierdza to badanie Kimury et
al., w ktorym myszy pozbawione Klotho cechowaty si¢ wzmozonym odktadaniem 3-
nitrotyrozny w nerkach [281].

Dodatnia zalezno$¢ w stosunku do stezenia biatka Klotho dotyczyta roéwniez kolejnego
zwigzku, ktory bierze udzial w modyfikacji biatek w wyniku stresu oksydacyjnego i
karbonylowego - MG, ale odnosita si¢ do grupy dializowanych otrzewnowo. Podobnie, jak w
przypadku zalezno$ci stezenia AOPPs 1 stezenia 3-nitrotyrozyny, roOwniez w przypadku
stezenia MG zalezno$¢ dotyczyla grupy o najwyzszym stezeniu zwigzku. Grupa ta odrdzniata
si¢ tez w sposob statystycznie istotny na tle pozostatych grup. W pracy Zhao et al. w
hodowlach in vitro komorkek nabtonka kanalikow nerkowych myszy stwierdzono
zmniejszenie ekspresji genu Klotho (ocenianej zarowno przez oceng mRNA, jak i1 samego
biatka) pod wpltywem MG potaczonego z albuming. Z drugiej strony, podanie sekrecyjnego
Klotho do hodowli powodowalo supresje szlaku czynnika jadrowego NF-kB i obnizone
wydzielanie cytokin prozapalnych w odpowiedzi na stymulacje TNF-a. Zahamowanie szlaku
NF-kB nie odbywalo si¢ przez hamowanie fosforylacji i degradacji biatek inhibitorowych
(IxkB) lub hamowanie transportu czynnika transkrypcyjnego (biatka RelA 1 p50) do jadra.
Kluczowy mechanizm stanowita inhibicja zaleznej od TNF-a fosforylacji bialka RelA i
rekrutacji czynnika transkrypcyjnego dla promotorow genéw IL-8 i MCP [282]. MG
powigzany jest zardwno ze stresem oksydacyjnym, jak i ze stresem karbonylowym. Pod
wieloma wzgledami zachowuje si¢ w sposéb odmienny AOPPs i 3-nitrotyrozyny, co wynika z
wielkos$ci czasteczki, jej reaktywnosci 1 mozliwos$ci przenikania przez blony komdrkowe oraz
drog powstawania i usuwania z ustroju. Jednak w koncowym etapie kluczowa rol¢ ponownie

wydaje si¢ odgrywac biatko Klotho i jego potencjat antyoksydacyjny. U chorych ze znacznym
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nasileniem stresu oksydacyjnego i karbonylowego moze dochodzi¢ do proby kompensacji
uszkadzajacego dziatania RFT i produktow ich dziataniach na organizm poprzez wzmozong
syntezg Klotho. Znaczne zaawansowanie PChN i rozwoj jej powiktan — w tym przewleklego
stanu zapalnego i zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej — utrudnia prawidlowa
obrong przez RFT, co ttumaczy niskie stezenia Klotho u chorych w SNN, mimo narastajgcego
stezenia MG.

W obecnej pracy stwierdzono rowniez ujemng zalezno$¢ pomigdzy st¢zeniem sRAGE
a stezeniem wapnia catkowitego i zjonizowanego w grupie hemodializowanych. Zaleznosci te
nie pojawiaty si¢ w grupie zdrowych ani w grupie chorych z co najmniej jednym epizodem
sercowo-naczyniowym w wywiadzie, mimo nizszego $redniego stgzenia wapnia w tych
grupach. Nie mozna wigc stwierdzi¢, ze stezenie SRAGE zalezato bezposrednio od stezenia
wapnia w osoczu. By¢ moze zwigzek ten wynika z caloSciowego wplywu zaburzen
gospodarki wapniowo-fosforanowej, ktéry doprowadza do spadku stezenia wapnia we krwi w
SNN. Sung et al. udowodnili, ze podaz kalcytriolu u chorych hemodializowanych z wtérna
nadczynno$cig przytarczyc podwyzsza stezenie sSRAGE [283]. Z kolei w pracy Galicheta et
al. wykazano, ze wapn reguluje wewnatrzblonowa obrobke RAGE do cRAGE przez
metaloproteinazg ADAMI10 i y-sekretazg [284], cho¢ trzeba znaczy¢, ze badanie to dotyczyto
kompartmentu wewnatrzkomorkowego, gdzie stezenie wapnia nie jest prosta pochodng

stezenia w 0SOCZU.

5.2.5. OCENIANE MODYFIKACJE BIALEK A ZABURZENIA GOSPODARKI
ZELAZOWEJ

Gospodarka Zelazem 1 jej zaburzenia s3 $ciSle powigzane ze stresem oksydacyjnym. Jony
zelaza — jako jony metalu przejSciowego — ulatwiaja utlenienie szeregu zwigzkéw, co
prowadzi do modyfikacji aminokwasow, biatek, lipidow 1 kwasoéw nukleinowych. W
warunkach fizjologicznych wigkszo$¢ jondéw zelaza jest zwigzana z biatkami, co
uniemozliwia ich dziatanie jako katalizatorow reakcji utleniania. PChN zaburza homeostaze
wewnatrzustrojowa, co skutkuje zwiekszona dostepnoscia jonow zelaza w osoczu.

W obecnej pracy stezenie CML oraz stgzenie grup karbonylowych biatek wykazywato
dodatnig zalezno$¢ ze ste¢zeniem jondw zelaza w grupie hemodializowanych. Dodatkowo
stezenie CML wykazywalo ujemng zalezno$¢ z wartoscig UIBC w grupie dializowanych
otrzewnowo. Znaczna dywergencja szlakéw metabolizmu AGEs moze wptywaé na

powigzanie poszczegdlnych zwigzkdéw z parametrami gospodarki zelazowej. Glikooksydacja
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szlakiem Wolffa polega na autooksydacji cukréw przy udziale jonoéw metali przejsciowych,
co prowadzi do powstawania zwigzkéw dikarbonylowych, reagujacych z grupami
aminowymi bialek. W obecnych badaniach szlak Wolffa moze odpowiada¢ za ujemna
korelacje stezenia CML z wartoscig UIBC oraz za dodatnig korelacj¢ ze stezeniem zelaza.
Wydaje sie, ze zwlaszcza CML, sposrod wszystkich AGEs, powstaje na drodze utleniania z
udziatem jonéw metali przejsciowych. Praca Weiss et al., ktora oceniata drogi powstawania
AGEs, polegata na ocenie probek osocza zdrowych ochotnikow, chorych hemodializowanych
oraz dializatu z jamy otrzewnej. Probki te poddawano inkubacji z szeregiem substancji
sprzyjajacych formowaniu AGEs (roztwor glukozy, dipeptyd Lys-Arg) oraz hamujacych
formowanie AGEs (CAT, chelatory jonow metali, aminoguanidyna). Réznice pomiedzy
poszczegblnymi grupami pozwolity postawi¢ hipoteze, ze prekursor CML powstaje w osoczu
najprawdopodobniej podczas utleniania z udzialem jonéw metali przej§ciowych, podczas gdy
prekursor pentozydyny jest trwale obecny w osoczu pacjentow z SNN nerek. Dodatkowo
prekursor pentozydyny wydaje si¢ nie zalicza¢ do reaktywnych zwigzkoéw dikarbonylowych,
w odrdznieniu do prekursora CML [135].

Zwigkszona dostgpnos¢ wolnych jondéw zelaza wplywa réwniez na nasilenie
karbonylacji biatek. Udowodniono, ze utlenienie reszt lizynowych, argininowych i
treoninowych prowadzi do pojawienia si¢ grup karbonylowych, przy czym ten typ reakc;ji
katalizowany jest przez jony metali przejsciowych [74-75]. W pracach Mimi¢-Oka et al. oraz
Anraku et al. stwierdzono, ze dozylne podanie zwigzkow zZelaza u chorych
hemodializowanych powoduje wzrost st¢zenia grup karbonylowych biatek oraz utlenione;j
albuminy [285-286]. W badaniach in vitro utlenianie osocza prowadzito do wprowadzenia
dodatkowych grup karbonylowych gtownie w obrgbie fibrynogenu oraz, w mniejszym
stopniu, albuminy, transferyny, immunoglobulin G i A [74].

W obecnej pracy nie stwierdzono korelacji stezenia 3-nitrotyrozyny z parametrami
gospodarki zelazowej, pomimo ze nitracja moze zachodzi¢ przy udziale jonéw metali
przejsciowych. By¢ moze w syntezie RFA w przebiegu PChN wigksze znaczenie maja
enzymy z grupy peroksydaz oraz zaburzenia metabolizmu NO, niz zaburzenia gospodarki
zelazem.

Trzeba zwrdci¢ uwage, ze w obecnej pracy korelacje stgzenia CML 1 grup
karbonylowych bialek bezposrednio ze stezeniem zelaza dotyczyty jedynie grupy chorych
hemodializowanych, ktéra cechowala si¢ wyzszym Srednim st¢zeniem zelaza niz pozostali
pacjenci nefrologiczni, przy niskich wartosciach TIBC 1 UIBC, przekraczajacych dolne

granice wartosci referencyjnych, oraz wysokich st¢zeniach ferrytyny, przekraczajacych gorna
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granic¢ wartosci referencyjnych. W przebiegu PChN rozwijajg si¢ zaburzenia gospodarki
zelazowej w postaci tzw. bloku zapalnego, charakteryzujacego si¢ niskim wysyceniem
transferyny zelazem, wysokim stezeniem ferrytyny oraz opornoscia na suplementacj¢ zelaza.
Te nieprawidlowos$ci osiggaja maksimum u pacjentow hemodializowanych, co znajduje
odzwierciedlanie w parametrach laboratoryjnych. U podstaw bloku zapalnego lezy
deregulacja osi hepcydyna — ferroportyna. Ferroportyna jest biatkiem btonowym, obecnym na
enterocytach dwunastnicy, hepatocytach i makrofagach, odpowiedzialnym za transport zelaza
z komorki do przestrzeni pozakomodrkowej. Z kolei hepcydyna, produkowana w watrobie i
wydzielana do osocza, laczy si¢ z ferroportyna, co powoduje internalizacj¢ i degradacje
kompleksu. Hepcydyna zmniejsza tez ekspresje genu transferyny, kluczowego biatka
transportujgcego jony zelaza [287]. W przebiegu PChN stwierdza si¢ podwyzszone stezenia
hepcydyny, co wynika ze spadku klirensu nerkowego oraz ze wzrostu syntezy w watrobie
[287]. W efekcie dochodzi do uposledzenia wchlaniania zelaza oraz uwiezienia zelaza w
komorkach  uktadu  siateczkowo-§rodblonkowego.  Udowodniono, ze czynnikiem
stymulujgcym ekspresje genu hepcydyny sa cytokiny prozapalne, zwlaszcza 1L-6 [288-289].
Dyskusyjny jest natomiast bezposredni wplyw RFT na synteze hepcydny — nie udato sie
udowodni¢ zwigzku miedzy markerami stresu oksydacyjnego a stezeniem hepcydyny [290].

W obecnych badaniach jedynie chorzy hemodializowani otrzymywali suplementacje
zelaza w postaci iniekcji dozylnych. Dozylna suplementacja zapewnia odpowiednig
dostgpnos$¢ jondw zelaza dla komorek linii erytropoetycznej w szpiku, ale réwnoczes$nie
przyczynia si¢ do nasilania stresu oksydacyjnego. Jony metali przej$ciowych takich jak
zelazo, miedz, mangan czy nikiel, stanowig katalizator reakcji Fentona, w ktérej z H,0,
powstaje wysoce reaktywny HO'. W kolejnym etapie O, redukuje utleniony jon metalu,
dzigki czemu moze on ponownie wchodzi¢ w reakcj¢ z H,O,. Zaréwno reakcja Fentona, jak i
reakcja regeneracji, przebiegaja spontanicznie i z duzg szybkos$cia, co umozliwia generowanie
znacznych ilosci HO'. Udowodniono, ze dozylne podanie zwigzkow zelaza u pacjentow z
PChN powoduje znaczny wzrost stezenia utlenionych lipidow, biatek i DNA [291]. Ponadto
jony zelaza, jesli nie zostang zwigzane przez transferyng lub ferrytyne, moga utatwic reakcje
glikooksydacji  szlakiem Wolffa oraz utlenianie biatek 2z wprowadzeniem grup
karbonylowych, zwlaszcza u chorych charakteryzujacych si¢ wysokim stg¢zeniem Zelaza we
krwi, przy niskim wysyceniu transferryny [291].

Odmienny typ zalezno$ci, obejmujacy parametry gospodarki zelazowej, dotyczyt w
obecnej pracy st¢zenia MG oraz stezenia grup karbamylowych biatek. Stezenie MG

wykazywalo dodatnig zalezno$¢ z wartoscia TIBC i UIBC oraz ujemnag zalezno$¢ ze
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stezeniem ferrytyny — korelacje dotyczyly grupy hemodializowanych. Natomiast stezenie
grup karbamylowych biatek wykazywalo zalezno$¢ dodatniag z wartoscia UIBC w grupie
dializowanych otrzewnowo.

Potencjalne powigzanie pomigdzy zaleznosciami dotyczacymi oksydacyjnych
modyfikacji biatek, zwigzkoéw dikarbonylowych oraz zaburzen gospodarki zelazem u chorych
w SNN moze stanowi¢ reakcja opisana w pracy An et al., w ktdrej oceniano wplyw inkubacji
MG na ferrytyng. Zaobserwowano, ze pod wptywem MG dochodzito do tworzenia agregatow
ferrytyny, ktore wynikato z powstawania krzyzowych wigzan dityrozynowych, typowych dla
modyfikacji prowadzacych do syntezy AOPPs. Utlenianie ferrytyny najczgsciej obejmowato
reszty argininowe, histydynowe i lizynowe. Reakcja ulegata zahamowaniu w obecnosci
antyoksydantow, co $wiadczylo o udziale RFT. Rownocze$nie dzialanie MG na ferrytyne
skutkowato uwolnieniem jondéw zelaza z potaczenia z biatkiem, co umozliwiato dalsze
reakcje utleniania, zarowno na drodze glikooksydacji, jak i utleniania grup tiolowych [292].

Natomiast trudniej wytlumaczy¢ zwigzek pomiedzy karbamylacja a zaburzeniami
gospodarki zelazem. W literaturze nie opisano, aby jony metali przejsciowych wptywaty na
karbamylacj¢ biatek jako katalizator reakcji. By¢ moze karbamylacja nasila zaburzenia
gospodarki zelazowej poprzez modyfikacje kluczowych bialek takich jak haptoglobina,
transferryna, heocydyna lub ferroportyna. Wymaga to jednak dalszych badan w celu

okreslenia nasilenia karbamylacji oraz jej potencjalnego wptywu na funkcje bialek.

5.2.6. POZOSTALE KORELACJE OCENIANYCH MODYFIKACJI BIALEK Z
PARAMETRAMI LABORATORYJNYMI

W obecnej pracy stwierdzono zalezno$¢ w grupie hemodializowanych pomigdzy stg¢zeniem
MG a stezeniem kreatyniny i warto$ci eGFR (w grupie hemodializowanych). Podobnych
zaleznosci nie stwierdzono dla zwigzkéw z grupy AGEs. Co wigcej, w przypadku stezenia
MG zaobserwowano, ze grupa z PChN w stadium G3b-G4 rdznita si¢ w sposob statystycznie
istotny od grupy zdrowych, czego nie zaobserwowano w przypadku oceny stezenia CEL i
AGEs. Sugeruje to znaczny wplyw wydolnosci nerek na kumulacje zwigzkow
dikarbonylowych. Zaleznos$¢ ta wydaje si¢ silniejsza, niz w przypadku CEL, CML i AGEs, co
moze wynika¢ z ich odmiennej reaktywnosci, drog powstawania 1 metabolizmu w ustroju.
Powigzanie pomiedzy stezeniem MG a zaawansowaniem PChN potwierdza praca Antoliniego
et al., w ktorej zaobserwowano, ze u pacjentéw, u ktorych po przeszczepie stezenie

kreatyniny mie$ci si¢ w granicach wartosci referencyjnych, st¢zenie zwigzkow
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dikarbonylowych ulega normalizacji i nie rézni si¢ od stezenia w osoczu zdrowych
ochotnikow. Natomiast stezenia AGEs zwigzanych z bialkami réwniez korelowato ze
spadkiem stezenia kreatyniny, ale nie ulegato catkowitej normalizacji w poréwnaniu do
stezen u osob zdrowych [293]. Podobne obserwacje dotyczyly takze dzieci po przeszczepie
nerki [136]. Z kolei w badaniach Ito et al. zaobserwowano, ze w grupie chorych z cukrzycowa
chorobg nerek stgzenie No&-(5-hydro-5-metylo-4-imidazolono-2-yl)-ornityny (MG-H1)
koreluje ze spadkiem GFR, a nie ze stgzeniem glikowanej hemoglobiny. MG-H1 jest
zwigzkiem zaliczanym do AGEs, ktéry powstaje w wyniku reakcji MG z resztami argininy.
Jednoczesnie nie stwierdzono, aby podobny zwiazek z funkcja nerek dotyczyt stezenia CML,
ktéra powstaje raczej w wyniku reakcji glioksalu, niz MG, z grupami aminowymi cukrow
[294].

Gromadzenie si¢ AGEs w PChN jest niezalezne od st¢zenia glukozy. W odrdznieniu
od chorych z cukrzyca, u 0oso6b hemodializowanych nie stwierdza si¢ korelacji st¢zenia CML 1
pentozydyny ze stezeniami fruktozolizyny, produktu reakcji Amadori, ktéry powstaje w
warunkach hiperglikemii [63,135]. Jednak w obecnej pracy stezenie MG wykazywato
korelacj¢ ze stezeniem glukozy. Trzeba jednak zwrdci¢ uwage, ze dotyczyto to jedynie
chorych dializowanych otrzewnowo, u ktorych stosowanie ptynéow glukozowych moze
skutkowa¢ powtarzajacymi si¢ epizodami hiperglikemii. Sprzyja to nieenzymatycznej glikacji
1 tworzeniu MG w ustroju. Ponadto sterylizacja pltynow dializacyjnych w wysokiej
temperaturze prowadzi do syntezy GDPs, ktore inicjujg reakcje grup karbonylowych cukrow
z grupami aminowymi reszt aminokwasowych biatek, kwasow nukleinowych 1 fosfolipidow.
Powstate w ten sposdb zwigzki mogg ulec resorpcji z jamy otrzewnej do uktadu krazenia i
uktadu limfatycznego [140]. MG jako zwigzek dikarbonylowy cechuje si¢ mniejszg masa
czasteczkowy, niz AGEs, co ulatwia jego absorpcj¢ z ptynu dializacyjnego przez pory
otrzewnej do krwi.

W obecnej pracy zaobserwowano ujemng korelacje st¢zenia kwasu moczowego ze
stezeniem AGEs w grupie hemodializowanych. Kwas moczowy jest koncowym produktem
metabolizmu zasad purynowych, wydalanym w kanalikach nerkowych. Szereg badan
sugeruje, ze kumulacja kwasu moczowego wptywa na bezposrednio na postep PChN 1 jej
powiktania. W warunkach hiperurykemii dochodzi do wytracania krysztatow moczanowych,
ktore uszkadzaja kiebuszki, ale dowiedziono, ze istnieje takze odmienny mechanizm,
zwigzany ze wzrostem ci$nienia wewnatrz kiebuszkow 1 ich przerostem. Na modelach
zwierzecych udowodniono, ze wzrost st¢zenia kwasu moczowego — poprzez wplyw na

ktebuszki nerkowe — powoduje wzrost cis$nienia systemowego krwi [295]. Jednak nalezy
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zauwazyC, ze w zaawansowanych stadiach PChN podstawowym mechanizmem wzrostu
ci$nienia systemowego jest retencja sodu i wody. W pracy Mader et al. u chorych z
niewydolno$cig nerek stezenie kwasu moczowego nie stanowito czynnika ryzyka postepu
PChN, a z drugiej strony — hiperurykemia korelowata ze $miertelno$cig z przyczyn sercowo-
naczyniowych [296].

W obecnej pracy stwierdzono ujemna zalezno$¢ pomigdzy stezeniem kwasu
moczowego a stgzeniem AGEs (w grupie hemodializowanych). Nalezy zauwazy¢, ze tej
grupie S$rednie stezenie kwasu moczowego utrzymywato si¢ w granicach warto$ci
referencyjnych, podczas gdy w literaturze negatywne skutki dziatania kwasu moczowego
opisywane byly gltoéwnie w warunkach hiperurykemii, gdy dochodzito do wzmozonego
przenikania kwasu moczowego przez bton¢ komérkowa. Wiele prac potwierdzito tez zwigzek
kwasu moczowego z nasileniem produkcji RFT i utlenianiem zwigzkéw
wielkoczasteczkowych [297]. Kwas moczowy jest jednym z najbardziej selektywnych
antyoksydantow, odpowiadajacym za 60% caltkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej osocza. W
fizjologicznych stezeniach odpowiada on za wigzanie HO' i jonow metali przejsciowych
[298]. Kwas moczowy chroni takze osoczowa SOD-3 przed atakiem RFT [299]. Z drugiej
strony, udowodniono, ze wzmozony naptyw kwasu moczowego do komorki prowadzi od
oksydacyjnego uszkodzenia poprzez utlenianie lipidéw, hamowanie syntezy NO oraz
stymulacj¢ szlakow prozapalnych zwigzanych z czynnikiem jagdrowym NF-«kB, TGF-B oraz
MCP-1 [297]. Na modelach zwierzecych wykazano rowniez, ze w warunkach hiperurykemii
dochodzi do uszkodzenia mitochondriow z wyciekiem RFT [298].

Ujemna zalezno$¢ pomiedzy st¢zeniem kwasu moczowego a wykladnikami
oksydacyjnych modyfikacji bialek wskazuje na znaczaca role kwasu moczowego jako
gldownego antyoksydantu osocza. Dodatkowym ogniwem wigzacym stezenie kwasu
moczowego ze zaburzeniami rownowagi redox moga stanowi¢ jony metali przejsciowych i
ich rola w powstawaniu AGEs. Udowodniono, ze kwas moczowy wigze jony metali
przejsciowych, w tym jony zelaza [300], ktore, zgodnie pracag Weiss et al., biorg udzial w
syntezie niektorych AGEs [135]. Tak wigc wyzsze stezenia kwasu moczowego mogg chronié¢
przed reakcjami glikooksydacji i modyfikacji biatek z tworzeniem AGEs, przy zalozeniu ze w
ustroju nie dojdzie do patologicznego gromadzenia kwasu moczowego i kumulacji
wewnatrzkomorkowe;.

Warto zauwazy¢, ze szereg lekow stosowanych u chorych z PChN wptywa na stezenie
kwasu moczowego (inhibitory konwertazy angiotensynowej, losartan, inhibitory oksydazy

ksantynowej). Leki te moga wptyna¢ na powigzania pomiedzy st¢zeniem kwasu moczowego
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a innymi parametrami laboratoryjnymi i wyktadnikami modyfikacji biatek. Niewielka

liczebnos¢ badanych grup moze dodatkowo potggowac ten efekt.

53. GRUPY BADANYCH A ROZKEAD OCENIANYCH WYKLADNIKOW
MODYFIKACJI BIALEK | ICH KORELACII Z PARAMETRAMI
LABORATORYJINYMI

5.3.1. GRUPA PRE

1. Grupa chorych z PChN w stadium G3b-G4 nie odrozniata si¢ w sposob statystycznie
istotny od grupy zdrowych w przypadku oceny stezenia CEL, AGEs i SRAGE, ani od
grupy chorych z co najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie
w przypadku oceny stezenia AOPPs, CEL, AGEs, grup karbonylowych bialek,
sRAGE 1 grup karbamylowych biatek. Jedynie w przypadku oceny st¢zenia MG i
CML oraz 3-nitrotyrozyny grupa PRE odr6zniata si¢ w sposob statystycznie istotny od
grupy zdrowych i grupy z co najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w
wywiadzie, ale w przypadku zadnego z wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji
biatek nie stwierdzono, aby grupa PRE rdznifa si¢ w sposob statystycznie istotny na
tle wszystkich pozostatych grup.

2. Grupa chorych z PChN w stadium G3b-G4 — w poroéwnaniu do pozostatych grup
nefrologicznych — cechowata si¢ stosunkowg niewielkg liczbg zaleznosci pomiedzy
wyktadnikami oksydacyjnych modyfikacji biatek a parametrami laboratoryjnymi.
Wyjatek stanowig markery: CEL, 3-nitrotyrozyna oraz grupy karbamylowe biatek,
ktorych zaleznosci w grupie PRE dotyczyly gldéwnie laboratoryjnych wyktadnikéw
niedozywienia (st¢zenie biatka catkowitego 1 albuminy, st¢zenie kreatyniny i

mocznika).

5.3.2. GRUPA DO
1. Grupa DO odrdézniata si¢ w sposob statystycznie istotny od grupy zdrowych w
przypadku wszystkich wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji bialek, za wyjatkiem
CML. Grupa DO odrdézniata si¢ w sposob statystycznie istotny na tle wszystkich
pozostatych grup w przypadku oceny stezenia AOPPs, MG i CEL. Maksymalne

srednie stezenie MG 1 CEL oraz sRAGE réwniez zanotowano w grupie DO.
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5.3.3

Zaleznosci pomigdzy wyktadnikami oksydacyjnych ~modyfikacji biatek a
laboratoryjnymi wyktadnikami niedozywienia i dyslipidemi dotyczyly gléwnie grupy
DO. Korelacje te dotyczyty zwigzkow: AOPPs, AGEs, sSRAGE, 3-nitrotyrozyny.

W przypadku zadnego z wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji biatek w grupie
DO nie stwierdzono zaleznosci ze stezeniem CRP. Zaleznos¢ z wartosciag WBC
pojawialy sig, ale nie tworzyly spojnej tendencji.

Zalezno$ci pomiedzy wyktadnikami oksydacyjnych modyfikacji biatek a parametrami
gospodarki wapniowo-fosforanowej dotyczyly tylko 3-nitrotyrozyny oraz MG. W
przypadku oceny stezenia MG grupa DO charakteryzowala si¢ najwyzszym S$rednim
stezeniem zwigzku, a zalezno$¢ dotyczyta powigzania ze stezeniem biatka Klotho.
Parametry gospodarki zelazowej wykazywaly zalezno$¢ tylko ze stezeniem CML
oraz ze stezeniem grup karbamylowych biatek. Zalezno$¢ kazdorazowo dotyczyta

warto$ci UIBC.

. GRUPA HD

Grupa HD odrdzniata si¢ w sposob statystycznie istotny od grupy zdrowych w
przypadku wszystkich wykladnikéw oksydacyjnych modyfikacji biatek. Grupa HD
odrozniata si¢ w sposob statystycznie istotny na tle wszystkich pozostaltych grup w
przypadku oceny stezenia wszystkich wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji
biatek, za wyjatkiem grup karbamylowych bialek. Maksymalne S$rednie st¢zenie
AOPPs, CML, AGEs, grup karbonylowych bialek oraz 3-nitrotyrozyny rowniez
zanotowano w grupie HD.

W przypadku nastgpujacych wyktadnikéw oksydacyjnych modyfikacji biatek: MG,
CEL, CML, AGEs, grupy karbonylowe bialek, grupy DO i1 HD réznity si¢ od siebie w
sposob statystycznie istotny.

Zaleznosci pomigdzy wyktadnikami oksydacyjnych ~modyfikacji biatek a
laboratoryjnymi wykladnikami niedozywienia oraz dyslipidemii w grupie HD byty
mniej liczne, niz w grupie DO. Dotyczyly one wylacznie SRAGE oraz CEL.

W przypadku zadnego z wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji biatek w grupie
HD nie stwierdzono zalezno$ci ze stgzeniem CRP. Zalezno$¢ z wartoscia WBC
pojawiata si¢ w grupie HD wytgcznie w odniesieniu do AGEs.

Zaleznosci pomiedzy wykladnikami oksydacyjnych modyfikacji bialek a parametrami
gospodarki wapniowo-fosforanowej dotyczylty AOPPs oraz 3-nitrotyrozyny. W
przypadku oceny st¢zenia AOPPs oraz 3-nitrotyrozyny grupa HD charakteryzowata
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si¢ najwyzszym Srednim stezeniem zwigzkow, a zalezno$¢ dotyczyla powigzania ze
stezeniem PTH i st¢zeniem biatka Klotho.

. Parametry gospodarki zelazowej wykazywaly zalezno$¢ ze stezeniem nastgpujacych
wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji bialek: MG, CML, grupy karbonylowe
biatek. Zaleznosci dotyczyly stezenia zelaza, wartosci TIBC 1 UIBC oraz stezenia
ferrytyny.

. W grupie HD stwierdzono zalezno$¢ pomiedzy stezeniem AGEs a stezeniem kwasu

mocCzowego.
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6. WNIOSKI

1. Schytkowa niewydolno$¢ nerek powoduje wicksze nasilenie modyfikacji biatek, niz

przewlekta choroba nerek we wczesniejszych stadiach.

2. Hemodializoterapia, jako metoda leczenia nerkozastepczego, cechuje si¢ wigkszym

nasileniem modyfikacji bialek, niz dializoterapia otrzewnowa.

3. Nasilenie modyfikacji biatek u chorych dializowanych otrzewnowo powigzane jest z
niedozywieniem 1 dyslipidemig, a u chorych hemodializowanych — z wtorng

nadczynno$cig przytarczyc i zaburzeniami gospodarki zelazem.

4. Kumulacja modyfikacji bialek u chorych w schytkowej niewydolnos$ci nerek jest silnej
wyrazona, niz u chorych z co najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w
wywiadzie, co potwierdza hipoteze o kluczowym znaczeniu stresu oksydacyjnego
jako nieklasycznego czynnika ryzyka sercowo-naczyniowego w przebiegu przewlektej

choroby nerek.
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8. STRESZCZENIE

Stres oksydacyjny definiowany jest jako zaburzenie rownowagi migdzy procesami, w ktorych
dochodzi do wytwarzanie RFT a procesami antyoksydacyjnymi, w wyniku czego obserwuje
si¢ w ustroju skutki patologicznej aktywnosci RET. Wzmozona produkcja RFT prowadzi do
przesunigcia rownowagi redox w stron¢ utleniania, co niesie za sobg powazne skutki dla
calego ustroju. Oksydacyjne modyfikacje bialek zwigzane sa z patomechanizmem wielu
chorob, wsrod ktorych znajduje sie rowniez przewlekta choroba nerek.

W wyniku dzialania RFT dochodzi do peroksydacji lipidow oraz utleniania biatek,
weglowodanow 1 kwaséw nukleinowych. Oksydacyjna modyfikacja biatek obejmuje szerokie
spektrum zmian takich jak tworzenie wigzan dityrozynowych i mostkéw disiarczkowych oraz
zwigkszenie liczby grup karbonylowych, co prowadzi do tworzenia AOPPs. Atak RFA na
biatka skutkuje do S-nitrozylacja i nitracja reszt aminokwasowych, z tworzeniem 3-
nitrotyrozyny. Karbamylacja réwniez zaliczana jest do potranslacyjnych modyfikacji
biatkowych zwigzanych ze stresem oksydacyjnym. Z Kolei stres karbonylowy powigzany jest
zaburzeniami rownowagi redox i modyfikacjami biatek, gdyz reakcje glikacji i lipooksydacji
doprowadzaja do wzmozone] syntezy reaktywnych zwigzkéw karbonylowych, ktore
modyfikuja czasteczki biatek z tworzeniem AGEs.

Modyfikacje bialek w warunkach stresu oksydacyjnego skutkuja zmiang struktury
czasteczki, utratg aktywnosci enzymatycznej oraz zdolno$ci do rozpoznawania i taczenia si¢ z
ligandem. W efekcie w komorce dochodzi do zaklocenia szlakow sygnalowych,
nieprawidlowego dziatania enzyméw, bialek regulatorowych i czynnikéw transkrypcyjnych,
co moze doprowadzi¢ do $mierci komodrki. Modyfikacja biatek macierzy pozakomorkowej i
bialek osocza zmienia ich wiasciwosci fizykochemiczne, co prowadzi do uszkodzenia
narzadow, zaburzen metabolicznych i nieprawidlowosci gospodarki wodno-elektrolitowej. W
ten sposob stres oksydacyjny 1 powigzane z nim procesy stresu karbonylowego oraz
karbamylacji i glikacji doprowadzaja — poprzez modyfikacje bialek — do zaburzen
ogoblnoustrojowej homeostazy.

W rozprawie rozpatrywano problem wplywu zaawansowania przewlektej choroby
nerek na kumulacj¢ wykladnikow modyfikacji bialek. W przypadku chorych w schytkowe;j
niewydolnosci nerek ocenie podlegat tez wplyw metody leczenia nerkozastepczego.
Modyfikacje bialek zwigzane ze stresem oksydacyjnym wpisujg si¢ w szereg powiklan
przewlektej choroby nerek takich, jak niedozywienie, przewlekly stan zapalny, dyslipidemia,

zaburzenia gospodarki zelazowej i zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej. Pacjenci z
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przewlekta chorobg nerek cechuja si¢ tez znacznie czestszym wystgpowaniem chorob o
etiologii miazdzycowej, niz osoby o prawidtowej funkcji nerek. Z tego wzgledu w obecnej
pracy szczegblnej ocenie poddano wptyw oksydacyjnych modyfikacji bialek na powiktania
przewlektej choroby nerek w aspekcie uszkodzenia uktadu sercowo-naczyniowego. Ocenie
odrgbnosci rozwoju zmian miazdzycowych u chorych z przewlekla chorobg nerek stuzyto
poréwnanie grup nefrologicznych z grupa chorych z co najmniej jednym epizodem sercowo-
naczyniowym w wywiadzie przy prawidlowej funkcji nerek.

Analiza statystyczna wynikow wykazala, ze chorzy w stadium G3b-G4 przewleklej
choroby nerek charakteryzowali si¢ mniejsza kumulacja wyktadnikow modyfikacji biatek, niz
chorzy w schytkowej niewydolno$ci nerek, co sugeruje narastanie stresu oksydacyjnego wraz
z postepem przewleklej choroby nerek. Z kolei pacjenci hemodializowani cechowali si¢
wyzszymi stezeniami wigkszo$ci wyktadnikow modyfikacji biatek, niz pacjenci dializowani
otrzewnowo, co sklania do uznania hemodializy za metod¢ leczenia nerkozastepczego
cechujacy si¢ wickszym nasileniem stresu oksydacyjnego.

W ocenie zalezno$ci pomigdzy stgzeniami wyktadnikow oksydacyjnych modyfikacji
bialek w poszczegdlnych grupach a stgzeniami kolejnych parametrow laboratoryjnych
stwierdzono, Ze u pacjentow dializowanych otrzewnowo zwigzek pomigdzy stresem
oksydacyjnym a miazdzyca wynikat gtéwnie z niedozywienia oraz dyslipidemii, podczas gdy
u pacjentow w programie hemodializ stres oksydacyjny powigzany byl gtownie z wtérng
nadczynnos$cia przytarczyc oraz z zaburzeniami gospodarki zelazowej. Chorzy z przewlekla
chorobg nerek cechowali si¢ wigksza kumulacja wykltadnikéw oksydacyjnych modyfikacji
biatek, niz pacjenci z co najmniej jednym epizodem sercowo-naczyniowym w wywiadzie i
prawidtowg funkcja nerek, a roznica ta byla silniej wyrazona w przypadku chorych w
schylkowej niewydolno$ci nerek, niz u chorych we wczesniejszych stadiach przewleklej
choroby nerek. Potwierdzito to hipoteze¢ o kluczowym znaczeniu stresu oksydacyjnego jako
nieklasycznego czynnika ryzyka sercowo-naczyniowego w przebiegu przewlektej choroby

nerek.
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9. SUMMARY

Oxidative stress is defined as an imbalance between antioxidant processes and the processes
responsible for reactive oxygen species (ROS) production. During this stress the increased
ROS production outweighs the antioxidant processes shifting the redox balance towards
oxidation, what has serious consequences for the entire human body. Chronic kidney disease
is one of diseases and disorders caused by pathomechanisms associated with the oxidative
stress.

The effects of ROS activity include lipid peroxidation and oxidation of proteins,
carbohydrates and nucleic acids. Oxidative modification pd proteins covers a wide spectrum
of changes, such as the formation of dityrosine bonds and disulfide bridges, as well as an
increase in the number of carbonyl groups, which together leads to the formation of AOPP.
Nitrogen stress is also associated with oxidative stress and the attack of reactive nitrogen
spices on proteins causes S-nitrosylation and nitration of amino acids residues, including the
formation of 3-nitrotyrosine. The pos-translattional protein modifications associated with
oxidative stress also include carbamylation. The carbonyl stress is associated with redox
imbalances and oxidative modification of proteins. Glycation and lipooxidation reactions lead
to the increased synthesis of reactive carbonyl compounds that modify proteins with AEGs.

The oxidative modifications of proteins lead to a disturbances of the protein molecule
structure, loss of the protein enzymatic activity and its ability to recognize and bind ligand. As
a result, the signal pathways in the cell are disturbed and errors occur in the action of
enzymes, regulatory proteins and transcriptions factors, which can lead to cell death.
Modification of extracellular matrix proteins and plasma proteins changes their
physicochemical properties, which leads to organ damage, metabolic disorders and water-
electrolyte imbalance. In this way, oxidative stress and related processes of nitrogen and
carbonyl stress as well as carbamylation lead — by proteins modifications — to disorders of
systemic homeostasis.

The studies included the effect of the chronic kidney disease advancement on the
accumulation of oxidative stress markers in plasma. In the patients with end-stage renal
disease, the effect of replacement therapy was also assessed. Therefore, the patient with
chronic kidney disease were evaluated divided into three groups (chronic kidney disease at
stage G3b-G4, peritoneal dialysis, hemodialysis). In addition, changes in the interrelationship
between oxidative modifications, carbonyl and nitrogen stress, and the carbamylation
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resulting from the progression of kidney disease have been taken into account. This issue is
related to assessment whether the protein modification types differentiate patients depending
on the stage of chronic kidney disease and the method of renal replacement therapy. Protein
modifications associated with oxidative stress are a part of the complications resulting from
chronic kidney disease, such as malnutrition, chronic inflammation, dislipemia, iron disorder,
and calcium and phosphate disorders. Also diseases of atherosclerosis etiology are much
higher frequent in patients with chronic kidney disease than in those with normal kidney
function. Therefore, in the studies presented here, particular attention was paid to the effect of
oxidative stress on chronic kidney disease complications in the aspect of cardiovascular
damage. The specificity of atherosclerosis in patients with chronic kidney disease was
evaluated by comparing groups of this type of patients with patients with ischemic heart
diseases and normal renal function.

Statistical analysis of the results showed that patients in the G3b-G4 stage of chronic
kidney disease were characterized by lower accumulation of oxidative stress markers than
patients in end-stage renal disease, suggesting an increase in oxidative stress with the
progression of chronic kidney disease. On the other hand, hemodialysis patients were
characterized by higher concentration of most of the oxidative stress markers than peritoneal
dialysis patients, which prompts hemodialysis to be recognized as a method of renal
replacement therapy characterized by increased oxidative stress.

Analyzing the relations between the concentration of oxidative stress markers and the
individual groups of respondents, it was found that in peritoneal dialysis patients the
relationship between oxidative stress and atherosclerosis was mainly due to malnutrition and
dislipemia, while in hemodialysis patients the oxidative stress was mainly associated with
secondary hyperparathyroidism and iron disorders. In addition, Klotho protein has been found
to be important for protection of the body against the increasing concentration of MG, AOPPs
and 3-nitrotyrosine in patients with end-stage renal disease. In contrast, the uric acid
concentration increased in the end-stage of renal disease, along with increasing concentration
of CML and AGEs, which confirms the significant role of this compound as leading
antioxidants in plasma.

Greater accumulation of markers for oxidative stress markers was characteristic for
patients with chronic kidney disease than for patients with ischemic heart disease and normal
renal function. This difference was more pronounced in end-stage renal disease than in earlier

stages of chronic kidney disease. The results confirmed the hypothesis about the key
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importance of oxidative stress as a non-classical cardiovascular risk factor in chronic kidney

disease.
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