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2. WSTEP

2.1. Wprowadzenie

Wedtug danych Fresenius Medical Care (FMC) w roku 2003 z powodu schytkowej
niewydolnosci nerek (SNN) byto leczonych na $wiecie 1700 000 ludzi, w tym 1158 000
hemodializami (HD) i 141 000 dializami otrzewnowymi (DO) (56). Stan zdrowia wielu z nich
pozostawiat sporo do zyczenia. Smiertelnoéé w grupie dializowanych (10 - 26 %) wskazuje na
fakt, ze dializa jest zabiegiem ratujacym zycie ale wysokie wskaZniki wspétchorobowosci i
$miertelnosci nie $wiadcza bynajmniej, Ze zblizono sie do szczytnego celu utrzymania przy
zyciu wszystkich chorych z SNN, po wyeliminowaniu przyczyn niepowodzenia niezaleznych
od mocznicy.

Chorzy dializowani to zlozona populacja, utrzymywana przy zyciu dzieki
wspolczesnej wiedzy medycznej i technice. Problemy taczace sie z przewleklym leczeniem
powtarzang hemodializa wynikaja z jednej strony z niedoskonatosci tej terapii w obecnej,
powszechnie zaakceptowanej formie (3 zabiegi tygodniowo; trwajace od 4 do 5 godzin kazdy)
jak i ze skutkéw ubocznych samej dializy oraz nieskutecznie wyréwnanej mocznicy.

Zagadnienie gospodarki witaming C u chorych dializowanych naleza do tych, o
ktérych wiele pisano, niemniej wiele probleméw z nig zawigzanych nadal nie doczekato sie
satysfakcjonujacego wytlumaczenia.

Chorzy ze SNN wymagajacy dializoterapii (np. hemodializy) sa podatni na wystapienie
niedoboru kwasu askorbinowego. Przyczyna niedoboru moze by¢ zaréwno jego utrata w
trakcie trwania dializy (spowodowana swobodnym przechodzeniem witaminy C przez btone
dializacyjna do dializatu) jak i ograniczenie podazy w produktach spozywczych, wynikajace
ze stosowania diety z ograniczeniem owocéw i warzyw po to, by zapobiec hiperkaliemii.
Jednoczesnie produkty te stanowia najwazniejsze Zrédlo witaminy C (p. Aneks; tab. XXXI, tab.
XXXII).

Utrata witaminy C w trakcie dializy w powigzaniu z niedostateczng podaza, moga prowadzic¢
do obnizenia jej stezenia w osoczu. To z kolei moze prowadzi¢ do jawnego lub subklinicznego

niedoboru (40, 41, 62, 106, 108, 109, 133, 168).



Witamina C jest nie tylko istotnym mikrosktadnikiem niezb¢dnym dla prawidlowych czynnos$ci
metabolicznych ustroju ale jest takze jednym z elementow sktadowych fizjologicznej bariery
antyoksydacyjnej oraz waznym elementem wplywajacym na gospodarke zelazem. Chorzy
hemodializowani muszg mie¢ zapewniong wystarczajacg ilo$¢ zelaza, aby mogli wlasciwie
odpowiedzie¢ na leczenie ludzka rekombinowang erytropoetyne (tHuEPO). Niektorzy chorzy
z duzymi zapasami zelaza wykazuja zmniejszong odpowiedz na rHuEPO z powodu
uposledzonej jego biodostepnosci (32, 38, 58, 69, 86, 92, 101, 103, 140, 155, 163).
Czynnosciowy niedobor zelaza powstaje wtedy, gdy rHUEPO pobudza erytropoeze do tego
stopnia, iz zapotrzebowanie na ustrojowe zelazo przekracza ilo§¢ zwigzang i udostgpniong
przez transferyne (129). Optymalnym sposobem leczenia u takich chorych jest suplementacja
zelaza. Podstawowym problemem, jaki pozostaje do rozstrzygniecia, jest droga podazy zelaza
oraz dawka (101, 103, 104, 137, 147, 161, 163). Prowadzona od dtuzszego czasu dyskusja, czy
mozna leczy¢ czynnosciowy niedobdr zZelaza u chorych z nadmiernym zapasem Zzelaza
ustrojowego przy pomocy jego parenetralnej suplementacji (nie prowadzac do wtornej
hemosyderozy lub innych objawow ubocznych) nie pozwala na wyciagnigcie jednoznacznych
wnioskow (36, 40, 78, 101, 102, 103, 155, 161, 163). Jednym z sposobow zmniejszenia
oporno$ci na rHuEPO u tych chorych wydaje si¢ by¢ podaz witaminy C (36, 40, 144, 155, 163).

2.2. Witamina C - wlasciwosci

Witaminy s3 zewnatrzpochodnymi organicznymi skladnikami odzywczymi
niezbednymi do utrzymania na wlasciwych poziomie ré6znorodnych reakcji biochemicznych.
Zwiazki te nie sg syntetyzowane w organizmie lub sg syntetyzowane w niewystarczajacych
ilosciach i dlatego musza by¢ dostarczane z zewnatrz, najczesciej z pozywieniem. Witaminy
stanowia niejednorodna grupe substancji. Wiele witamin jest nietrwalych i tatwo ulega
utlenieniu lub innym przemianom. Czesto stosowany podzial witamin zalezy od drég
transportu w organizmie, wynikajacego ze zdolnosci do rozpuszczania i mozna je podzieli¢
na (113):

1. Witaminy rozpuszczalne w wodzie, do ktérych zalicza sie:
e witamine C (kwas askorbinowy),
e witaminy kompleksu B: witamine B; (tiamine), witamine B (ryboflawineg), witamine

Bs (niacyne, kwas nikotynowy), witamine Bs (kwas pantotenowy), witamine Bs

(pirydoksyne, pirydoksamine, pirydoksal), witamine Bi2 (kobalamine), biotyne i kwas

foliowy (kwas pteroiloglutaminowy).



2. Witaminy rozpuszczalne w ttuszczach:

e witamine A (kwas retinilowy),

e witamine D (cholekalcyferol),

e witamine E (tokoferol),

e witamine K (fitochinon).

Brak lub niedobér witamin w pozywieniu jest przyczyna specyficznych zaburzer i choréb.
Najczesciej nie mamy do czynienia z brakiem jednej tylko witaminy - ale wielu z nich, co
okredla sie mianem tzw. wieloczynnikowych stanéw niedoborowych. W odréznieniu od
witamin rozpuszczalnych w tluszczach - witaminy rozpuszczalne w wodzie (w razie ich
nadmiaru) - s3 wydalane z moczem. Nadmiar pozostalych moze prowadzi¢ do pojawienia sie
objawo6w zatrucia (100, 113, 123).

Witamina C - kwas askorbinowy - jest substancja rozpuszczalng w wodzie, o ciezarze
czasteczkowym 176,1 g/mol. Kwas askorbinowy (CsHsOs) jest gamma-laktonem 2,3-endiol
kwasu L-gulonowego, o silnych wiasciwosciach redukcyjnych. Ta witamina w $wiecie roslin
oraz u wiekszosci ssakéw jest syntetyzowana z glukozy. Ludzie, malpy i $winki morskie nie
maja tej zdolnosci ze wzgledu na mutacje genu kodujacego oksydaze L-gulonolaktonowa.
Uniemozliwia to endogenna synteze powodujac, Ze kwas askorbinowy musi by¢ dostarczany
z pozywieniem (5, 18, 100, 113, 123, 144). Gtéwnym Zrédlem kwasu askorbinowego sa $wieze
owoce i warzywa. Do produktéw najbogatszych w kwas askorbinowy naleza owoce dzikiej
r6zy, czarne porzeczki, truskawki, kiwi, owoce cytrusowe, a z warzyw - kapusta ijej odmiany.
W Polsce znaczaca role w pokrywaniu zapotrzebowania na witamine C, z uwagi na ich duze
spozycie, pelnig ziemniaki (16). Zawartoé¢ witaminy C w réznych produktach roslinnych
waha sie w szerokich granicach zaleznie od gatunku, stopnia dojrzatosci i sposobu ich
przechowywania (16).

Witamina C nalezy do grupy witamin najmniej trwatych. Podczas przechowywania i
przetwarzania produktéw spozywczych oraz w trakcie proceséw kulinarnych nastepuje
utrata okoto 75% kwasu askorbinowego. Przyczyna tego stanu jest duza wrazliwosé¢ witaminy
na procesy utleniania, szczeg6lnie szybko zachodzace wysokich temperaturach i w obecnosci
Sladowych ilodci metali i enzyméw. Przykladowo, srodowisko alkaliczne lub obojetne
powstate wskutek dodawania sody do gotowania przyspiesza rozpad witaminy C; srodki
antyseptyczne stosowane do konserwowania przetworéw warzywnych i owocowych
(benzoesan sodu, kwas salicylowy), niektére leki (aspiryna, sulfonamidy, pochodne
barbiturowe) oraz promienie ultrafioletowe, rozkladaja te witamine. Dzialanie srodowiska

kwasnego (pH < 5) i niska temperatura, a w szczeg6lnosci zamrazanie - hamuja dzialanie



askorbinazy i tym samym zmniejszaja rozklad witaminy C (10, 83). Ziemniaki
przechowywane w temperaturze pokojowej traca miesiecznie 15% wyjSciowej zawartosci
witaminy C, a pod wplywem gotowania i obierania nastepuje utrata dalszych 30 - 50 % (16).
Czesto stosowana przez chorych hemodializowanych procedura przygotowywania
produktow spozywczych, jak wydluzenie czasu moczenia i podwojony czas gotowania
warzyw, celem redukcji zawartosci potasu, powoduje inaktywacje witaminy C (167).
Aktywna forma witaminy C jest kwas askorbinowy, ktéry jest donorem réwnowaznikéw
redukujacych w wielu reakcjach biochemicznych (*).

Do najwazniejszych wlasciwosci kwasu askorbinowego nalezy jego zdolnos¢ do
odwracalnego utleniania i redukcji. W trakcie reakcji biochemicznych ulega on utlenieniu do
kwasu dehydroksyaskorbinowego, z ktérego (przez proces redukcji) moze ponownie
powstawac¢ aktywna witamina C (51, 100, 113). Dalszymi posrednimi i koficowymi
produktami oksydatywnej degradacji kwasu askorbinowego sa kwas 2,3-diketo-L-gulonowy,
kwas L-treonowy oraz kwas szczawiowy. Witamina C znajduje sie¢ w wiekszosci tkanek, ale
najwieksze jej stezenie wystepuje w tkankach gruczotowych (np. przysadce, korze nadnerczy,
ciatku zottym, grasicy). Przyktadowo, w siatkéwce oka stezenie witaminy C jest 20 - 30 razy
wieksze niz w osoczu (43, 100, 113). Mechanizm dziatania kwasu askorbinowego nie zostat w
pelni poznany ale wiadomo, ze jest ona kofaktorem szeregu enzyméw bioracych udziat w
biosyntezie réznych substancji. Niedobér witaminy C prowadzi do powstania zespolu
chorobowego o ztozonej symptomatyce, znanego pod nazwga gnilca (szkorbutu), w ktérym
niedobdr witaminy C prowadzi do niestabilnosci kolagenu (tab. Ia). Inne funkcje witaminy C,

jako kofaktora enzymow, przedstawiono w tabeli Ib.

* Réwnowaznik - iloé¢ substancji w reakcji chemicznej réwnowaznej 1,08 g wodoru lub 8 g tlenu; w reakcjach redox
réwnowaznik obliczamy dzielac mase czasteczkowa przez liczbe elektronéw przyjmowanych/oddawanych w reakgji.



Tabela Ia. Rola witaminy C w gnilcu (na podstawie: 18, 89, 100, 113, 123, 125).
Funkcje zwiazane z zapobieganiem rozwojowi szkorbutu

1. Kofaktor dla dioksygenaz (w hydrokslacji proliny i lizyny) witamina C jest potrzebna dla
intensyfikacji aktywnosci tych enzymoéw w biosyntezie i stabilizacji heliksow kolagenu.
Niedobér witaminy C prowadzi do utraty stabilnosci struktury kolagenu, co powoduje utrate
uzebienia, bole staw6éw, zaburzenia struktury tkanki kostnej i tkanki Iacznej, uposledzone

gojenie ran - charakterystycznych dla gnilca (szkorbutu).

2. Kofaktor dla dioksygenaz potrzebnych dla aktywnosci tych enzymoéw w biosyntezie
karnityny. Karnityna jest niezbednym elementem transportujagcym aktywowane kwasy
ttuszczowe do mitochondriéw - jej niedobér charakteryzuje sie oslabieniem i ospaloscig -

wczesne objawy szkorbutu.

3. Kofaktor w biosyntezie katecholamin - B-monooksygenazy dopaminy - katalizuje proces
hydroksylacji dopaminy w konwersji do norepinefryny. W szkorbucie pojawia si¢ depresja,

hipochondria oraz zmiany nastroju.

Tabela Ib. Zbiorcze zestawienie roli witaminy C w ustroju (na podstawie: 18, 43, 61, 89, 100,

113,123, 125).
Inne funkcje witaminy C jako kofaktora enzyméw
1. Udzial w metabolizmie tyrozyny.
2. Udzial w biosyntezie steroidéow w korze nadnerczy oraz biosyntezie adrenaliny z tyrozyny.

3. Udzial w metabolizmie cholesterolu: jest kofaktorem 7 alfa-monooksygenazy- enzymu

katalizujacego przeksztalcenie cholesterolu w kwasy zotciowe.

4. Drzialanie antykancerogenne - hydroksylacja przez watrobowy cytochrom P-450
aromatycznych lekéw. Efekt antykancerogenny jest potegowany przez czynniki redukujace,

takie jak witamina C, co hamuje powstawanie nitrozoamin.

5. Redukgja aktywnego centrum, w sklad ktérego wchodza jony metali, mono- i dioksygenaz. W
odréznieniu od innych witamin rozpuszczalnych w wodzie, witamina C dziata jako kofaktor, a
nie jako koenzym. Zdolno$¢ do utrzymywania sie w stanie zredukowanym zwiagzana jest z

potencjatem oksy-redukcyjnym witaminy C.

6. Udzial w mechanizmie wchlaniania zelaza: witamina C utrzymuje zelazo na +2 stopniu

utleniania; w tej formie Zelazo jest najlepiej wchlaniane z przewodu pokarmowego.
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Prawidlowe stezenie kwasu askorbinowego w osoczu krwi cztowieka wynosi 54 - 76
umol/1(123), zalecane w podreczniku Normy Zywienia Czlowieka - 49,97 - 60,19 umol /1 (16).
Zapotrzebowanie wg RDA (Recommended Dietary Allowance) - zdefiniowane jako Sredni
dzienny poziom spozycia, ktéry wystarcza dla zapewnienia pelnego zapotrzebowania na
sktadniki pokarmowe) dla witaminy C wynosi 60 mg/24 h dla niepalacych oséb dorostych
oraz zwigksza sig 0 20 - 40 mg/24 h w okresie ciazy i laktacji (wg zaleceri Rady ds. Zywnosci
i Zywienia Narodowej Akademii Nauk USA z 1999 roku). RDA dla witaminy C okre$lone byto
na podstawie dawek zapobiegajacych niedoborowi, wskaznika obrotu oraz wskaznika puli
poczatkowej witaminy C w organizmie czlowieka. Pula poczatkowa dla witaminy C wynosi
ok. 1500 mg, przy hipotetycznej absorpcji 85 % spozywanej dawki. Iloé¢ ta zapewnia
odpowiedni margines bezpieczefistwa. Przy stosowaniu diety ubogiej w witamine C - dawka
60 mg witaminy C/dobe zapobiega wystapieniu szkorbutu przez okres okoto 1 miesigca.
Dawka 100 mg/24 h jest rowniez optymalna dla zmniejszenia ryzyka wystapienia choréb
przewleklych, takich jak choroby nowotworowe, choroby ukladu sercowo-naczyniowego
oraz za¢ma (prawdopodobnie w wyniku zachowania potencjatu antyoksydacyjnego) (12, 15,
25,57,71,73,90,97, 99,123, 131, 132, 150, 159, 174).

W roku 1999 Kallner i wsp. na podstawie badan izotopowych nad kinetyka przemian tej
witaminy u zdrowych mezczyzn w wieku 20 - 45 lat, wykazali, ze przy dziennym spozyciu
60 mg witaminy C przemianom metabolicznym ulega 40 - 50 mg, a przy calkowitej przemianie
60 mg stezenie witaminy C w osoczu wynosi 45,4 - 51,1 ymol/1, natomiast zapasy w ustroju -
20 mg/kg (80). Autorzy na podstawie wynikéw tych badan stwierdzili, ze 100 mg kwasu
askorbinowego pokrywa catkowicie fizjologiczne zapotrzebowanie 95 % zdrowej populagiji (5,

18, 80, 99, 123, 150).

2.3. Witamina C a stres oksydacyjny

Stres  oksydacyjny mozna  zdefiniowa¢ jako  zaburzenie = réwnowagi
prooksydacyjno/antyoksydacyjnej na korzys¢ reakcji prooksydacyjnych. W sytuacji tej
organizm znajduje si¢ w stanie zwiekszonej ekspozycji na zwiazki utleniajace, ktére powoduja
oksydatywne modyfikacje skladnikéw komoérki. Wolnymi rodnikami sa atomy, grupy
atomow, czasteczki lub ich fragmenty, naladowane lub obojetne, w ktérych ostatni orbital
zawiera jeden lub wiecej niz jeden niesparowany elektron. Decyduje to o duzej reaktywnosci
chemicznej i jednoczesnie o nietrwatoéci wolnych rodnikéw. Najczesciej wsréd wolnych

rodnikéw wymienia sie aktywne postacie tlenu. Posiadaja one wiasciwosci utleniajace, jezeli
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pobieraja elektrony, albo redukujace, jezeli je oddaja. Wéréd zwigzkéw tlenu czesto
uczestniczacych w powstawaniu wolnych rodnikéw nalezy wymieni¢ nadtlenek wodoru -
H202. W warunkach zdrowia stezenie wolnych rodnikéw tlenowych jest $cisle kontrolowane
przez enzymatyczne i nieenzymatyczne uktady antyoksydacyjne (25, 26, 76, 85, 96, 114, 116,
119, 120, 124, 162).
Do wolnych rodnikéw nalezg miedzy innymi:

e Oy - anion ponadtlenkowy,

e NO - tlenek azotu,

e OH' - rodnik hydroksylowy.
Do antyoksydantéw enzymatycznych zalicza sie:

e dysmutaze ponadtlenkowga (SOD),

e peroksydaze glutationowa (GSH-Px),

e katalaze (CAT).
Do nieenzymatycznych antyoksydantéw, ktére moga reagowac z aktywnymi zwigzkami
tlenu i niektérymi rodnikami, mogacymi podlega¢ zuzyciu, badZ regeneracji, zalicza sie:

e witaminy - A, C, E K,

e glutation,

e bilirubine,

e kwas moczowy,

e koenzym Q,

o ferrytyne,

e ceruloplazmine,

e albumine,

e penicylamine.
Reaktywne zwiazki tlenu charakteryzuja sie zdolnoscia uczestniczenia w wielu reakcjach
chemicznych, ich okres péitrwania mierzony jest w sekundach. Oznaczanie ich obecnoéci in
vivo jest trudno wykonalne. W przeciwienstwie, lipidy, weglowodany, biatka i kwasy
nukleinowe po modyfikacji przez aktywne zwiazki tlenu tworza produkty, ktérych okresy
poltrwania wynosza od godzin do tygodni, co umozliwia ich wykorzystanie jako posrednich

markeréw stresu oksydacyjnego (p. tab. II).

12



Tabela II. Markery stresu oksydacyjnego (na podstawie 175)

Typ reakcji chemicznej Markery
Akroleina
Dialdehyd malonylowy (MDA)
4-hydroxynonenal

Inne aldehydy reagujace z kwasem
tiobarbiturowym
Peroksydacja lipidow
Fa-izoprostany
Produkty koricowe oksydacji lipidéw
(advanced lipid oxidation products - ALOP)

Przeciwciata_przeciwko utlenionym LDL

(oxidized LDL antibodies - OLDLA)

P6zne produkty oksydacji biatek
Peroksydacja biatek
(advanced oxidation products - AOPP)

Koricowe produkty glikacji
Oksydacja weglowodanow (advanced glycosylation end-products -

AGE’s)

Oksydacja kwaséw nukleinowych 8-hydroksy-2’-deoksyguanozyna

Zaburzenie rownowagi pomiedzy stanem prooksydacyjnym a antyoksydacyjnym - w wyniku
nadprodukcji reaktywnych zwigzkéw tlenu, ich pochodnych wolnych rodnikéw albo w
wyniku oslabienia dziatania antyoksydacyjnego systeméw prowadzi do wystgpienie efektéw
toksycznego dziatania wolnych rodnikéw tlenowych. Zwiazkami szczeg6lnie narazonymi na
dziatlanie wolnych rodnikéw tlenowych (gléwnie rodnika hydroksylowego) sa
wielonienasycone kwasy ttuszczowe. Dzialanie rodnika hydroksylowego na te zwigzki
powoduje powstanie nadtlenkéw lipidéw. Peroksydacja lipidéw ma charakter lawinowy i raz
zapoczatkowana przebiega az do wyczerpania substratu. Wolne rodniki tlenowe dziatajac na
lipidy bton komoérkowych naruszaja dwuwarstwowa strukture btony, prowadzac do zmiany
jej ptynnosci, wzrostu przepuszczalnosci oraz utraty jej integralnosci. Ostatecznie proces ten

moze prowadzi¢ do uwolnienia enzymoéw lizosomalnych i §mierci komérki. Proces ten jest
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prawdopodobnie gtéwnym mechanizmem wolnorodnikowego uszkodzenia tkanek (2, 19, 21,
25,120, 124, 183).

Witamina C jest jednym 2z elementéw skladowych fizjologicznej bariery
antyoksydacyjnej, ktérej zadaniem jest redukowanie zwigzkéw silnie utleniajacych,
powstajacych w organizmie w wyniku dzialanie ukladu blonowej oksydazy NADP+
neutrofiléw i monocytéw (67). Witamina ta jest konieczna réwniez do redukcji produktow
ubocznych utleniania glukozy w cyklu kwaséw tréjkarboksylowych w mitochondriach.
Mitochondrialny faricuch oddechowy jest najwiekszym Zrédlem utleniaczy w organizmie
czlowieka.

Powstawanie utleniaczy w fagocytach polega na produkgcji reaktywnych zwigzkow
tlenowych poprzez reakcje jednowartoSciowej redukcji tlenu czasteczkowego (Oz) w
nastepstwie ekspozycji na odpowiednie bodZce (84). Zaréwno neutrofile, jak i monocyty-
makrofagi produkuja i uwalniaja do przestrzeni pozakomorkowej O, w reakcji tzw.
“wybuchu oddechowego (respiratory burst) ”. Zespét enzyméw oksydazy NADPH, ktéry jest
zwigzany z blonami komoérkowymi, redukuje czasteczki O, do anionorodnika
ponadtlenkowego O:™". Jest to zwigzek nietrwaly i natychmiast przeksztalcany w nadtlenek

wodoru (H202) z udzialem enzymu dysmutazy ponadtlenkowej (25, 96, 120).

oksydaza NADPH
2 0, + NADPH > 20, + NADP+ + H*

anionorodnik ponadtlenkowy

dysmutaza ponadtlenkowa

20, + Hot > H>,O, + O,

nadtlenek wodoru

Zaréwno Oy jak i H>O; sg prekursorami uzywanymi do syntezy silniejszych utleniaczy. Oy™
reaguje z tlenkiem azotu NO tworzac wysoce reaktywny nadtlenoazotyn. Ponadto
anionorodnik ponadtlenkowy moze jednoelektronowo redukowac jony metali przejsciowych

znajdujace sie na wyzszych stopniach utlenienia (Fe ** do Fe *2, Cu *2 do Cu*) (96, 120).

Oy " +Fetds 5 O+ Fet2

Duze iloéci nadtlenku wodoru H2Oz produkuja neutrofile. Nadtlenek wodoru jest substratem
dla mieloperoksydazy, enzymu bedacego waznym komponentem ukladu zabijajacego

bakterie (120). Nadtlenek wodoru reaguje ponadto z wewnatrzkomérkowym zelazem
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tworzac rodniki hydroksylowe OH’, ktoére biora intensywny udzial w degradacji lipidow
btony komérkowej, agregacji biatek i uszkadzaniu DNA. Zrédtem rodnika hydroksylowego
w systemach biologicznych sa dwie reakcje. Pierwsza zachodzi pomiedzy anionorodnikiem

ponadtlenkowym i nadtlenkiem wodoru (tzw. reakcja Habera-Weissa) (25, 96, 120, 126):

O + HO, = OH + OH + O,

W érodowisku biologicznym zawierajacym katalaze i dysmutaze ponadtlenkowq (enzymy
usuwajace substraty dla reakcji Habera-Weissa) nie odgrywa ona jednak wiekszej roli, jako
zrodto rodnika hydroksylowego w komoérkach. Druga reakcja (tzw. reakcja Fentona) zachodzi
pomiedzy jonem zelazawym (Fe*2) i nadtlenkiem wodoru. Jest ona gtéwnym Zrédtem rodnika

hydroksylowego w komérkach (120, 126).

Fev2 + HO, = Fevs + OH + OH

Mechanizm powstawania rodnika hydroksylowego w reakcji Fentona zaklada istnienie cyklu
dwoch reakcji. Pierwsza z nich jest wiasciwa reakcja Fentona. Druga - reakcja regenerujaca
jon zelazawy droga redukcji jonu zelazowego, powstajacego podczas pierwszej reakcji, przez

anionorodnik ponadtlenkowy (120, 126).

O, + Fet3 -> O, + Fet2

Istnieja przekonujace dowody, ze rodniki hydroksylowe produkowane zaréwno w reakgji
Fentona, jak i w reakcji Habera-Weissa (katalizowanej zelazem) sa odpowiedzialne za
toksyczne dzialanie zelaza w organizmie (126).

Rodnik hydroksylowy (OH’) utlenia lipidy, uszkadza biatka, kwasy ttuszczowe i
kwasy nukleinowe. Z tego powodu dziatanie bariery antyoksydacyjnej (enzymatycznej oraz
nieenzymatycznej) polega na usuwaniu z srodowiska wewnetrznego organizmu OH'" i H2O»,
aby nie dopusci¢ do dalszego tworzenia silnych utleniaczy (25, 96, 120). Dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) - okoto 1000-krotnie przyspiesza proces dysmutacji O 'do H:O;,
dzialajagc jako pierwsza linia obrony enzymatycznej przeciwutleniaczowej. Katalaza -
rozklada H>O; do tlenu czasteczkowego O.i wody. Peroksydaza glutationu zawierajaca selen

(GSH-Px) z udzialem GSH jako donora wodoru redukuje wszystkie organiczne nadtlenki
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lipidowe (25, 96). Najwazniejszym nieorganicznym antyoksydantem jest glutation (GSH),
ktory jest akceptorem H,O,, OH: i utleniajacych zwiazkéw chloru.

Zadaniem witaminy E (nieenzymatyczny antyoksydant) jest ochrona btony komoérkowej
przed  peroksydacja lipidow  poprzez  tworzenie niskoreaktywnego  rodnika
tokoferoksylowego. Witamina C bezposrednio redukuje rodniki O, i OH'". Réwniez biatka
ostrej fazy uczestniczace w procesach zapalnych, takie jak ferrytyna, transferyna i albumina
wykazujg nieenzymatyczne dzialanie antyoksydacyjne zaréwno przez sekwestracje jonéw
metali przejéciowych jak i poprzez redukujace dziatanie wlasnych grup -SH (25, 96).

Ocena stanu antyoksydacyjnego chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek polega
na pomiarze stezen lub wykazaniu obecnosci r6znych sktadowych uktadu antyoksydacyjnego
w osoczu i komoérkach. Pomimo braku standardéw oraz sprzecznych wynikéw, u pacjentéw
z przewlekla niewydolnoscia nerek udalo sie wykaza¢ niedobér czynnikow
antyoksydacyjnych poprzez oznaczenie w osoczu stezenia witaminy C i aktywnosci GSH-Px

oraz zawartosci w erytrocytach SOD, GSH, GSH-Px i witaminy E (96).

2.4. Witamina C a hemodializa

Stres oksydacyjny, zdefiniowany jako zaburzenie réwnowagi miedzy reaktywnymi
zwigzkami tlenowymi (ROS) a mechanizmami obrony antyoksydacyjnej, jest obecnie dobrze
znang negatywna reakcja wystepujaca u pacjentow hemodializowanych (21, 119, 121).
Stanowi on istotny czynnik ryzyka rozwoju takich stanéw chorobowych jak skrobiawica
(amyloidoza), choroby sercowo-naczyniowe, miazdzyca tetnic oraz - w wyniku powstajacych
reaktywnych form tlenu - moze tez bra¢ udzial w aktywacji protoonkogenéw do onkogenéw,
przyczyniajac sie do rozwoju choréb nowotworowych (45, 64, 121, 154).

Jedna z metod pozwalajacych na skuteczne leczenie chorych z SNN jest hemodializa.
Polega ona na usuwaniu toksyn mocznicowych, gromadzacych sie w okresie miedzy
kolejnymi  dializami, =~ wyréwnywaniu  powstajacych  zaburzern  elektrolitowych,
wyréwnywaniu kwasicy metabolicznej oraz usuwaniu nadmiaru wody z organizmu w
wyniku ultrafiltracji (149).

Zabieg HD polega na wymianie drobnoczgsteczkowych substancji rozpuszczonych w wodzie,
pomiedzy krwia (a Scilej méwiac: woda osocza krwi) pacjenta a ptynem dializacyjnym. Wode
osocza chorego przedziela od plynu dializacyjnego pétprzepuszczalna btona, przez ktéra na
drodze dyfuzji i/lub konwekcji zachodzi proces wymiany. Sktad ptynu dializacyjnego

(dializatu) zblizony jest do sktadu osocza zdrowego czlowieka. O skutecznosci zabiegu
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decyduje wiele elementéw ale kluczowa role odgrywa przepuszczalnosé btony dializacyjnej
opisana wartoscig wspotczynnika KoA (overall mass transfer coefficient) (149, 154, 184).

Drugim z mechanizméw transportu substancji rozpuszczonych przez blone
polprzepuszczalng kapilar dializatora jest konwekcja. Poniewaz czasteczki wody sa bardzo
mate i swobodnie przechodza przez btony potprzepuszczalne, ciénienie hydrostatyczne (lub
osmotyczne) moze okresla¢ kierunek przechodzenia wody przez blone pétprzepuszczalng, w
iloéci zaleznej od ich wartosci. Wieksze czasteczki substancji rozpuszczonych, ktérych
rozmiary przewyzszaja wielkosci kanatéw filtracyjnych btony, beda zatrzymane i nie beda
przez nia przechodzity (149, 154).

Dializator zawiera okoto 10000 - 15000 pojedynczych kapilar. Efektywna powierzchnia
wymiany w kapilarach wynosi érednio od 0,8 do 2 m2, a wielko$¢ poréw okoto 200 nm.
Szybkos¢ przeptywu krwi przez dializator wynosi érednio od 200 do 300 ml/min., a za
standard przeptywu plynu dializacyjnego przyjeto 500 ml/min. W ciagu roku, krew chorego
przeplywajaca przez dializator kontaktuje sie z okoto 18 - 23 tysigcami litrow plynu
dializacyjnego. Pacjenci hemodializowani przez okres kilki lat trwania leczenia kontaktuja sie
z wigkszg iloécig wody niz osobnicy z populacji zdrowych ludzi przez cale swoje zycie (154).

Moze to mie¢ pewne negatywne nastepstwa.

2.5. Stezenia witaminy C u chorych hemodializowanych

Chorzy leczeni dializa pozaustrojowa stanowia szczeg6lna grupe osoéb, ktorych leukocyty
stykaja sie z blong dializacyjna, co powoduje ich pobudzenie i produkcje anionéw OH i H>O;
narazajac ich na dodatkowy stres oksydacyjny (21). Wymienione reaktywne zwiazki tlenowe
moga zosta¢ uzyte jako markery biozgodnosci blon dializacyjnych (72). Bioniezgodnosc¢ bton
prowadzi miedzy innymi do niekontrolowanej reakcji oksydatywnego uszkodzenia lipidéw,
bialek i innych zwigzkéw biologicznie czynnych u chorych dializowanych (21, 72).
Zwiekszona synteza utleniaczy powoduje réwniez czeSciowe zuzycie substancji tworzacych
bariere antyoksydacyjna. Szczegdlna role odgrywa w tej grupie witamina C, ktéra jako
rozpuszczalna w wodzie jest narazona na kontakt z oksydantami produkowanymi przez
aktywowane neutrofile (120).

Stres oksydacyjny u chorych hemodializowanych moze by¢ wytlumaczony zaréwno przez
wzrost syntezy ROS, jak i przez zmniejszenie mechanizméw obronnych w tej populacji. Z
uwagi na zaburzenie rownowagi pomiedzy ukladem pro- i antyoksydacyjnym, wskazniki

stresu antyoksydacyjnego ulegaja zwigkszeniu podczas zabiegu hemodializy u pacjentow z
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SNN. Zostalo to wykazane za pomoca chemoluminescencji pelnej krwi, gdzie w trakcie
zabiegu hemodializy stwierdzono bezposredni wzrost stezenia ROS we krwi (96). Na
zwiekszong aktywnos$¢ prooksydatywa pacjentow z choroba nerek wplyw maja, takie
czynniki jak zaawansowany wiek i cukrzyca, mocznica, przewlekle stany zapalne oraz
czynniki zwigzane z terapia nerkozastepcza (96). Okresowa stycznos¢ krwi z ukladem
dializacyjnym przyczynia sie do nadprodukcji ROS przez fagocyty, co stanowi znaczacy
dowdd na niezgodnoé¢ miedzy krwig a btong dializacyjng. Zjawisko to moze by¢ w gtéwnej
mierze zalezne od wlasciwosci blony oraz od ewentualnej obecnosci endotoksyn
zanieczyszczajacych dializat (116, 141, 185). Reakcje pro-zapalne w odpowiedzi na
niezgodnos¢ miedzy krwia a blong dializacyjng, odgrywaja istotna role w produkcji wolnych
rodnikéw tlenowych przyczyniajacych sie do pogorszenia stanu prooksydatywnego
pacjentéw z mocznicg (117, 141, 185). Czynnikami, ktére przyczyniaja si¢ do stymulacji
NADPH-oksydazy sa chemoreaktywnos¢ blony i Sladowe ilosci endotoksyn. Uktad
antyoksydacyjny u chorych z mocznica jest znacznie uposledzony i wolno modyfikowany w
zaleznoéci od stopnia niewydolnosci nerek. HD moze dodatkowo doprowadzi¢ do
uszkodzenia uktadu antyoksydacyjnego gléwnie poprzez utrate (96):

a. niezwigzanych, hydrofilnych zwigzkéw o niskiej masie czasteczkowej, takich jak np.

witaminy,

b. pierwiastkéw sladowych,

c. kofaktoréw regulujacych aktywnos¢ enzymow.
U pacjentow hemodializowanych zmianie ulegaja réwniez niektére z mechanizméw obrony
antyoksydatywnej: redukcja Cu/Zn dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w erytrocytach oraz
zmniejszenie aktywnosci peroksydazy glutationu (GSH-Px) w osoczu (64, 116). U chorych z
mocznica dochodzi réwniez do zmian stezerh antyoksydacyjnych witamin rozpuszczalnych w
wodzie. Stezenie witaminy E w erytrocytach i komoérkach jednojadrzastych jest niskie, mimo
prawidlowego jej stezenia w osoczu. Obserwuje sie réwniez znaczne obnizenie stezenia
witaminy C w osoczu chorych dializowanych (3, 4, 20, 109, 116,).

Réwnoczesnie z stwierdzang utrata witaminy C, wykazano obecnosé zjawiska stresu
oksydacyjnego w populacji hemodializowanej poprzez zaobserwowanie wzrostu stezenia
dialdehydu malonylowego (MDA) (1,66 = 0,27 umol w trakcie HD vs. 0,89 + 0,25 pmol u
zdrowych uczestnikéw badania; p < 0,01) oraz stezenia ztozonych produktéw oksydacji biatek
AOPP (77,5 £ 29,3 umol w trakcie HD vs. 23,5 + 13,3 pmol u zdrowych uczestnikéw badania;
p <0,01) (116). Nie zaobserwowano natomiast zmian w stezeniu witaminy E w osoczu u obu

analizowanych populacjach (116). Na podstawie innych badaft w sposéb jednoznaczny
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zidentyfikowano réwniez pozostale markery stresu oksydacyjnego, takie jak pochodne
oksydaciji lipidow - MDA (72, 121, 183), koricowe produkty utleniania biatek - AOPP oraz
konicowe produkty glikacji - AGEs (96, 114). Tworzenie AGEs poprzedzone jest stresem
oksydacyjnym niezaleznie od stezern glukozy. Prawidlowe zwiazki biatkowe zostaja
zmodyfikowane poprzez nieenzymatyczna reakcje Maillarda, taczaca grupy aminowe biatek
z glukozo-pochodnymi grupami aldehydowymi doprowadzajac do powstania zloZzonych
produktéw koricowych glikacji w czasie trwajacym miesiace. Ilos¢ bialek zmodyfikowanych
przez AGEs ulega zwiekszeniu wraz ze starzeniem sie i uwaza sie je za element
odpowiedzialny za tzw. remodelling prawidtowych tkanek. U 0s6b z cukrzyca poziom AGE’s
zwieksza si¢ znamiennie, jako wynik utrzymujacej sie hiperglikemii, prowadzac do
uszkodzenia tkanek wskutek réznych mechanizméw. Ostatnio prowadzone badania
wykazaly znaczacy wzrost poziomu konicowych produktéow glikacji w osoczu, skoérze i
fibrylach amyloidu u chorych hemodializowanych (114, 121, 151). W amyloidozie
podializacyjnej stwierdzono obecnos¢ dwoch markeréw AGE, tj. N°®-karboksymetyl-lizyny
(CML) i pentozydyny. U chorych z mocznica podwyzszone stezenie glukozy nie jest
odpowiedzialne za akumulacje AGE (114).

Tworzenie CML i pentozydyny jest SciSle zwigzane z procesami oksydatywnymi.
Badanie przeprowadzone przez Miyate i wsp. potwierdzilo teorie tworzenia sie AGE u
pacjentéw hemodializowanych przez procesy zalezne od stresu oksydacyjnego (114). Badania
zmian stezenia kwasu askorbinowego, wskazywaly, ze ulega on tatwo utlenianiu podczas
stresu oksydacyjnego a jego utleniona forma (oxiAA) jest Zrédlem CML i pentozydyny (114).
Inkubacja in vitro P2-mikroglobuliny (f.m) i kwasu askorbinowego przy udziale tlenu
atmosferycznego doprowadzila do szybkiego pojawienia sie zwigzkéw o wtasciwosciach
typowych dla AGE, przy$pieszenia tworzenia sie CML w 3om i fom-peptydzie, co wykazano
za pomoca spektrometrii masowej. Podobnie inkubacja in vitro albuminy osocza ludzkiego
ujawnila tworzenie pentozydyny, ktérej obecnosc stwierdzono za pomocg HPLC. U pacjentéw
hemodializowanych stosunek kwasu oksyaskorbinowego do catkowitego poziomu kwasu
askorbinowego byl dwukrotnie wyzszy w poréwnaniu do oséb zdrowych (0,87 £ 0,16 vs. 0,35
+ 0,11, p < 0,0001) sugerujac obecnoé¢ nasilonego stresu oksydacyjnego. Stezenie oxiAA w
osoczu bylo skorelowane z poziomem pentozydyny zwigzanej z biatkami (p < 0,01, r2= 0,25)
i wolnej (p < 0,05, r2=0,22). Wyniki te wskazuja, Ze w czasie stresu oksydacyjnego, nawet przy
braku obecnosci glukozy, tworzenie AGE (CML i pentozydyny) jest zwiekszone. Powyzsze
wyniki sugeruja, ze produkcja CML i pentozydyny w mocznicy zalezna jest zaréwno od

zwiekszonego stresu oksydacyjnego jak i od dostepnosci prekursoréw, np. oxiAA (114).
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Huang i wsp. wykazali, Ze jesli nie dojdzie do wyczerpania zapaséw witaminy C,
zmiany oksydacyjne nie maja istotnego wplywu na stezenie witaminy E. Co wigcej, efekt ten
wystepuje wylacznie wéwczas, gdy enzymatyczne systemy ochronne sg przecigzone. Wolne
rodniki tlenowe atakujg wielonienasycone kwasy ttuszczowe (bezposredni substrat wolnych
rodnikéw tlenowych), co prowadzi do peroksydacji lipidéow i produkcji dialdehydu
malonylowego (71). MDA moze by¢ uzywany jako wskaznik uszkodzenia blony komoérkowej
(71, 121). W badaniu Hultvista i wsp. stezenia witaminy E w osoczu podczas hemodializy
pozostawaly niezmienione, co wskazywalo na niewielkie zuzycie tego antyoksydantu (72).
Rocco i wsp., stwierdzili, ze stezenia witaminy E w osoczu u pacjentow przewlekle
dializowanych nie r6znia sie statystycznie od pozioméw u grupy kontrolnej (62, 133). Istnieja
jednak doniesienia o niskim poziomie witaminy E w erytrocytach pacjentow przewlekle
hemodializowanych, co mozna korygowac suplementacja z zewnatrz. Jesli pacjentow
hemodializowanych zabezpieczy sie dawka 300 mg/dobe witaminy E przez 15 dni, dochodzi
do poprawy osmotycznej wrazliwosci erytrocytow i zmniejszenia oksydatywnego
uszkodzenia obwodowych komérek jednojadrzastych (62, 133).

Witamina E i witamina C oraz ich polaczenie byly stosowane do tagodzenia kurczy
mieséni i $wigdu podczas leczenia dializq. Kurcze mieéni (zmniejszajace sie po terapii karnityng
lub witaming C) sa czestym zjawiskiem u chorych hemodializowanych. Poniewaz witamina
C uczestniczy w biosyntezie karnityny i - jak dowiedziono - ich stezenia u chorych z mocznica
sa obnizone, subkliniczny niedobér witaminy C moze przyczyniac sie do kurczy miesniowych
podczas zabiegéw hemodializ (62, 87, 133). Khajehdehi i wsp. (87) przedstawili wyniki
badania z uzyciem placebo, podwodjnie Slepa proba i z udzialem 60 pacjentow
hemodializowanych. Kazda z grup (n = 15) otrzymywata 6 identycznych kapsulek dziennie
przez okres 8 tygodni, zawierajacych odpowiednio: witamine E (400 mg) lub witamine C (250
mg), ich kombinacje, wzglednie placebo. Pod koniec badania witamina E, witamina C, ich
polaczenie lub placebo spowodowaly zmniejszenie kurczy o odpowiednio 54, 61, 97 i 7 %.
Procent redukgji czestosci wystepowania kurczy miesni nie mial zwiazku z wiekiem, picia,
etiologia SNN, stezeniem elektrolitéw osocza, czasem trwania dializy, lecz wskazywal na
pozytywna korelacje z rodzajem stosowanego leczenia (r = 0,33, p = 0,01). Nie odnotowano
zadnych dzialan niepozadanych zwigzanych z przyjmowaniem witamin (87). Wyniki te
wskazujg na efektywnosc i bezpieczenistwo krétkotrwalej terapii skojarzonej witaming E i C
w zapobieganiu kurczom mieéni u pacjentéow hemodializowanych. Na obecnym etapie nie
oceniono  bezpieczenstwa przewleklej terapii w/w witaminami u pacjentéw

hemodializowanych. Majac na uwadze prawidlowe lub podwyzszone stezenia witaminy E
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obserwowane u pacjentéw dializowanych, istnieje potencjalne ryzyko przedawkowania badz
nieprawidlowego przyjmowania leku. Wydaje sie, Ze stala suplementacja witaminy E nie jest
konieczna u pacjentéw hemodializowanych (62, 72, 108, 133).

Obecnie nowa technika hemodializacyjna nastawiona na redukowanie stresu
oksydacyjnego i usuwanie hydrofobowych lub zwigzanych z biatkami toksyn jest tzw.
hemolipodializa. Technika ta obejmuje stosowanie dializatu zawierajacego kwas askorbinowy
i wielonienasycone, jednoliniowe liposomy zawierajace tokoferol (witamine E). Liposomy
oddzialywaja na skladniki krwi przy blonie dializacyjnej, nie przechodzac przez blone.
Witamina E i witamina C sa dodane do ukladu, by ochrania¢ komérki i sktadniki osocza przed
reaktywnymi zwigzkami tlenu produkowanymi przez aktywowane komorki zapalne.
Technika ta stanowi nowe podejscie do zapobiegania skutkom dziatania wolnych rodnikéw u
pacjentéw przewlekle dializowanych (179). Udoskonalono réwniez kapilary dializatoréw
celem zminimalizowania bioniezgodnosci blony, ktéra powodowata zwiekszone
wytwarzanie wolnych rodnikéw przez uklad dopetniacza aktywowany btong dializacyjna i
pobudzone leukocyty. Ostatnio proponuje sie stosowanie blony dializacyjnej typu high-flux
powlekanej witaming E (CL-EE) (12). Istnieja dane dotyczace prowadzonych in vivo badan z
udziatlem blony pokrytej witamina E. Bonnefont-Rousselot i wsp. (12) badali wplyw 3-
miesiecznego stosowania btony dializacyjnej CL-EE, poréwnujac ja do konwencjonalnych
bton. Gléwnym zaobserwowanym efektem bylo znamienne zwigkszenie HDL w osoczu i
witaminy E, co stanowilo niewatpliwg korzys¢ u chorych dializowanych na blonach CL-EE,
ze wzgledu na mniejsza sklonnoscia do oksydacji HDL (high density lipoproteins). Teoria
oksydacyjna rozwoju miazdzycy przypisuje lipoproteinom HDL nowe, zapobiegajace jej
rozwojowi dzialanie. Rola stresu oksydacyjnego w miazdzycy zwigzana jest z hamowaniem
biosyntezy prostacykliny PGl oraz z hamowaniem uwalniania NO ze $rédblonka. Brak
dzialania  przeciwmiazdzycowego autakoidéw Srédbtonka  przyspiesza  procesy
miazdzycowe. Nadmierne wytwarzanie reaktywnych form tlenu modyfikuje oksydatywnie
lipoproteiny o matej gestosci (LDL - low density lipoprotein). Zmodyfikowane LDL moga by¢
usuwane przez receptory LRP (LDL - related protein) hepatocyta albo przez proces fagocytozy
(droga tzw. “scavenger receptor” - receptora wymiatajacego) makrofagéw lub zmodyfikowanej
komoérki $ciany naczyn, co prowadzi do powstania komoérek piankowatych (gtéwnego
budulca blaszki miazdzycowej) (22, 23, 29, 57, 65, 88, 121, 150). Wzmocnienie pojemnosci
antyoksydacyjnej HDL przy udziale blon CL-EE ma istotne znaczenie z uwagi na wzrost roli
ochraniajacej LDL przed oksydacja oraz dalszym pozyskiwaniem HDL, ktére sa bardziej

oporne na utlenianie (12).
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Omawiajgc problem suplementacji witamin u chorych hemodializowanych nie wolno
zapomina¢ o innych witaminach rozpuszczalnych w wodzie z grupy witamin B, takich jak
witamina Be, witamina Biz oraz kwas foliowy. Nowe badania sugerujg, Ze witaminy te mogg
by¢ potrzebne w wiekszej niz obecnie zalecanej iloéci zaréwno dla calej populacji, jak réwniez
dla oséb z chorobami nerek (44, 53, 133, 182). Wiaze sie to ze zwiekszonym ryzykiem rozwoju
zmian miazdzycowych w naczyniach wieficowych, mézgowych, obwodowych i choroba
zakrzepowa naczyn z powodu hiperhomocysteinemii (15, 24, 35, 63, 68, 74, 93, 121, 166, 177).

Homocysteina jest niezbednym aminokwasem powstajacym w procesie konwersji
metioniny dostarczonej z pozywieniem lub powstajacej w wyniku rozpadu endogennych
biatek do cysteiny (113). Hiperhomocysteinemia uwazana jest obecnie za niezalezny czynnik
ryzyka rozwoju choroby niedokrwiennej serca, powiklann naczyniowych i nadci$nienia
tetniczego. Stezenie homocysteiny jest zalezne od stezenia witamin Be, B12,i kwasu foliowego,
a takze prawidlowej aktywnosci enzymu - reduktazy metylenotetrahydrofolianowej. Enzym
ten bierze udzial w réwnolegle przebiegajacych procesach remetylacji i transsulfuracji
metioniny i homocysteiny. Mechanizmy aterogennego dziatania homocysteiny polegaja na
cytotoksycznym uszkodzeniu srédblonka naczyniowego, zwigkszonej degradacji elastyny w
blonie wewnetrznej (co przyspiesza procesy wioknienia i kalcyfikacji) oraz wptywaniu na
czynniki krzepniecia, fibrynolizy i agregacje plytek, co prowadzi do zwigkszenia ryzyka
zakrzepicy zyt gtebokich (15, 24, 35, 63, 68, 74, 93, 166, 177). Hiperhomocysteinemia wystepuje
u 85 - 100 % chorych hemodializowanych, w poréwnaniu do 3 - 7 % w populacji ogélnej.
Stezenie homocysteiny wzrasta wraz z progresja niewydolnosci nerek. Stezenie homocysteiny
powyzej 15 pmol/1 jest uwazane za podwyzszone, do 30 umol/1 - okreslane jako tagodna
hiperhomocysteinemia, do 100 pmol/1 - jako umiarkowana. Za ciezka hiperhomocysteinemie
uwaza sie stan, w ktorym jej stezenie w surowicy przekracza 100 pmol/l (wartosci
referencyjne: 5 - 15 umol/1) (68, 93, 182). Ryzyko powiklani sercowo-naczyniowych wzrasta o
1 % na kazdy dodatkowy 1 pmol/l wzrostu stezenia homocysteiny w surowicy pacjenta
hemodializowanego (74, 93). W przebiegu przewleklej niewydolnosci nerek prawdopodobna
przyczyna zwiekszonego stezenia homocysteiny w surowicy jest uposledzony metabolizm
nerkowy i ogélnoustrojowy, spowodowany uszkadzajacym wptywem toksyn mocznicowych
na aktywnos¢ enzymoéw bioracych udziat w przemianach homocysteiny oraz niedobory lub
obnizone stezenie kwasu foliowego i witamin z grupy B (ktére takze moga powodowac
zwiekszenie opornosci na leczenie rHuEPO). Wrodzone przyczyny hiperhomocysteinemii to

homozygotyczny niedobér reduktazy 5, 10 - metylenotetrahydrofolianu. Nabytymi
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przyczynami, précz niedoboréw witamin Bs, Bi2 i kwasu foliowego sa takze niedoczynnos¢
tarczycy, cukrzyca, palenie papieroséw i niektore leki (24, 74, 93).

Powyzsze rozwazania prowadza wprost do pytania o optymalne dawkowanie witamin
rozpuszczalnych w wodzie u chorych poddawanych leczeniu nerkozastepczemu. Na
podstawie pi$miennictwa mozna odpowiedzie¢, ze w przypadku witaminy C jest to dawka
60 mg/dobe (62, 133). Zalecenia dotyczace suplementacji innych witamin u chorych z
przewlekla niewydolnosScia nerek w okresie przeddializacyjnym, dializacyjnym i po
przeszczepieniu nerek przedstawiono w tabeli XXXIII w Aneksie pracy (48, 62, 108, 133, 144,
145).

2.6. Witamina C a zelazo i erytropoetyna

2.6.1. Metabolizm zelaza

Zelazo jest istotnym mikroelementem organizmu, transportujacym tlen do tkanek za
pomoca hemoglobiny oraz dziatajagcym jako kofaktor wielu uktadéw enzymatycznych (129,
169). Stanowi ono niezbedny skladnik reakcji katalitycznych, oksydacyjno-redukcyjnych i
bioenergetycznych. Z drugiej strony, wlasciwosci chemiczne zelaza, ktére sa przydatne dla
réznych funkgji biologicznych, stanowia jednoczesnie problem dla zZywego organizmu.
Dopdki nie zostanie ono wtasciwie ,obudowane”, odgrywa réwniez kluczowq role przy
tworzeniu toksycznych rodnikéw tlenowych, takich jak wysoce toksyczne rodniki w reakcji
Habera-Weissa, mogace doprowadza¢ do peroksydatywnego uszkodzenia zyciowo waznych
struktur, atakujac wszelkie biologicznie czynne czasteczki (169). Hemoproteiny (biatka
hemowe zwierajace zelazo) biorg udzial w istotnych biologicznie reakcjach, wliczajac w to
wigzanie tlenu (hemoglobina), metabolizm tlenu (oksydazy, peroksydazy, katalazy) oraz
transport elektronéw (cytochromy) (129, 169). Biatka zawierajace zelazo sa niezbednym
skladnikiem metabolizmu kolagenu, tyrozyny i katecholamin. Zelazo jest wydalane z
organizmu w dwoéch postaciach, Fe*2 i Fe*, ktére moga odpowiednio oddawaéd, badz
przyjmowac elektrony. W fizjologicznym pH, Fe*? jest gotowe do przechodzenia w Fe*3, co
doprowadza w szybkim tempie do powstawania nierozpuszczalnych polimeréw Fe(OH)s
(129).

Zelazo, powigzane z ferrytyna i hemosyderyna jest magazynowane w komérkach uktadu
siateczkowo-§rodblonkowego watroby, Sledziony i szpiku kostnego. Pula ta zawiera okoto
30% z 3 - 4 g calkowitego zapasu zelaza. Pozostata czes¢ znajduje sie w tkance krwiotworczej

badZz w krazacych krwinkach czerwonych. Wiekszoé¢ zelaza jest przenoszona przez
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transferyne, aczkolwiek dostepna jest jedynie pula 3 - 4 mg krazacego Zelaza (tabela XXXIV
w Aneksie pracy) (137).

Iloé¢ spozywanego zelaza waha sie od nieznacznej az do 200 mg/dobe, zwlaszcza w
przypadku suplementacji u chorych z SNN, lecz jedynie 1 - 2 % ulega wchianianiu z
przewodu pokarmowego. Wymiana zelaza miedzy szpikiem kostnym, krazgcymi krwinkami
czerwonymi a ukladem siateczkowo-srédbtonkowym wynosi co najmniej 20 miligraméw z
dziennej dawki (169). Wchianiane z przewodu pokarmowego Zelazo transportowane jest do
szpiku kostnego, komoérek ukladu siateczkowo-érédblonkowego oraz do mioglobiny tkanki
mieéniowej lub watroby przy udziale bialka transportowego - transferyny. Zelazo podawane
dozylnie, zaré6wno w postaci preparatéw krwinek czerwonych jak i zwigzkow zelaza
(dekstranu zelaza, glukonianu zelazowego, cukrzanu zelazowego) ulega przetworzeniu w
komoérkach uktadu siateczkowo-srédblonkowego, a nastepnie transportowane jest za pomoca
jednej lub obu grup wiazacych transferyny do szpiku kostnego i innych tkanek. Sklonnos¢ do
oddawania zelaza zwigzanego z transferyng do tkanek nienalezacych do wukfadu
krwiotwoérczego zalezy od aktywnosci szpiku kostnego oraz stopnia wysycenia transferyny

(50). Rozktad zasobéw zelaza w organizmie ludzkim przestawiono w tabeli XXXIV w Aneksie.

2.6.2. Transport i magazynowanie zelaza.

Ferrytyna i rozpuszczalny receptor dla transferyny (sTfR) naleza do waznych
markeréw metabolizmu zelaza (81). Transferyna transportuje zelazo miedzy miejscem
wchlaniania a magazynowania i zuzytkowania. Pozyskuje go réwniez z hemoglobiny,
poddawanej degradacji przez makrofagi ukladu siateczkowo-érédbtonkowego. Starzejace sie
erytrocyty sa fagocytowane przez makrofagi, ktére uwalniajg zelazo z pierScienia
protoporfirynowego, przy udziale oksydazy hemowej (129). Nie zidentyfikowano w pelni
mechanizmu kontrolujagcego uwalnianie zelaza z makrofagéw. Dostarczanie zZelaza do
komérek, w tym i do komorek nerki, odbywa si¢ na zasadzie wigzania transferyny przez
receptor dla transferyny na blonie komérkowej. Kompleksy tranferyna-receptor sa nastepnie
wchlaniane w mechanizmie endocytozy, a zelazo zostaje uwolnione przez proces
endosomalnego zakwaszania. Receptor dla transferyny jest odpowiedzialny za regulowanie
wchlaniania zelaza zwigzanego z transferyna. Receptor ten znajduje sie na blonie komérkowej
komoérek progenitorowych erytropoezy. Wykazano zwigkszenie syntezy receptora dla

transferyny przez komoérki krwiotworcze pod wpltywem aktywacji erytropoezy, jak réwniez
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zmniejszonego dowozu zZelaza do szpiku kostnego. Receptor dla transferyny moze byc
uwazany za marker adekwatnego dostarczania zelaza do szpiku kostnego (81, 161).

Przechowywanie zZelaza i jego ponowne uwalnianie z komorek jest regulowane
posttranskrypcyjnie przez biatka regulatorowe 1 i 2 (iron regulatory protein: IRP-1 i IRP-2),
zalezne od poziomu stresu oksydacyjnego i tlenku azotu (137). W warunkach ograniczonej
podazy zelaza IRP blokuje cze$¢ wiazaca Zelazo, stabilizujac receptor transferynowy. W
przypadku pelnej dostepnosci zelaza ma miejsce scenariusz odwrotny (129).

Ferrytyna jest glownym biatkiem magazynujacym zelazo. W warunkach fizjologicznych
ferrytyna utrzymuje zelazo w formie rozpuszczalnej, nietoksycznej i biologicznie dostepne;j.
Ma ona zdolnos$¢ do sekwestracji ogromnych iloéci Zelaza oraz odgrywa role bufora w
przypadku zmiennego zapotrzebowania tkanek organizmu na zelazo (81). Kazda iloé¢ zelaza
bedaca w nadmiarze w stosunku do zapotrzebowania jest gromadzona przez ferrytyne w
tkankach, czesciowo w formie zagregowanej - jako hemosyderyna. Ferrytyna ma ksztatt
sferyczny, w formie ,muszli”, w ktérej zagltebieniu moga zosta¢ umieszczone stosunkowo
duze ilosci uwodnionego tlenku zelazowo-fosforanowego (81).

Wiekszos¢ rezerw zelaza znajduje si¢ w komorkach ukltadu makrofagowo-monocytarnego,
zwlaszcza w $ledzionie, watrobie, szpiku kostnym i miesniach szkieletowych. Zelazo
zmagazynowane w tych miejscach moze zosta¢ przeniesione poprzez transferyne osoczowq
tam, gdzie jest potrzebne (81, 169).

Zakres stezen zelaza w warunkach prawidlowych wynosi 12 - 27 pmol/1. Catkowita
zdolnoé¢ wigzania zelaza (miara stezenia transferyny) wynosi 44,8 - 73,4 umol/1 (180). Tak
wiec transferyna jest wysycona w okoto 1/3 Zelazem (z czego okoto 10 % stanowi transferyna
dwuzelazowa). Catkowita pula zelaza w osoczu u zdrowych dorostych (okoto 3 mg) pozostaje
niezmieniona pomimo codziennego udzialu w cyklach metabolicznych i jest niezalezna od
zmagazynowanego zelaza (ferrytyny i hemosyderyny), ktérego ilos¢ wynosi od 350 mg u
kobiet i do 900 mg u mezczyzn (129). Musi istnie¢ pewien mechanizm kontrolny, ktoéry
gwarantuje, ze ilo$¢ zelaza uwalnianego z magazynéw odpowiada dokfadnie ilosci zelaza
pobieranego przez tkanki, lecz natura tej regulacji nie zostala poznana. Zakres wartosci stezer
ferrytyny u osobnikéw zdrowych wynosi 15 - 300 pg/1 (81, 180). U pacjentéw z niedoborem
zelaza, stezenie ferrytyny wynosi ponizej 12 ng/l. Zmniejszenie zapaséw w ukladzie
siateczkowo-§rodbtonkowym jest jedyna przyczyna niskiego stezenia ferrytyny w surowicy.
Jest to uzasadnienie do postugiwania si¢ oznaczeniami stezenia ferrytyny w praktyce

klinicznej (81).
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Stan zapalny i choroby nowotworowe sg zwigzane ze znaczacym podwyzZszeniem stezeri
ferrytyny w surowicy. Zmiana stezeni ferrytyny w surowicy w stanie zapalnym odbywa sie
réwnolegle ze wzrostem stezenia biatek ostrej fazy: haptoglobiny i biatka C-reaktywnego,
sugerujac, ze ferrytyna nalezy réwniez do markeréw zapalnych. Stopien wzrostu stezenia
ferrytyny zalezny jest od stanu gospodarki zelazem u pacjenta. Z uwagi na zmianeg stezer
ferrytyny, stan zapalny moze wyzwoli¢ falszywy wzrost wartoéci ferrytyny, doprowadzajac
do normalizacji jej poziomu u pacjentéw z rzeczywistym niedoborem zelaza. Czynnik ten
naklada ograniczenia na uzytecznoé¢ oznaczania stezenia ferrytyny, jako markera niedoboru
zelaza (81) (przykladowo - SNN), lecz stanowi najlepszy z dostepnych wskaznikéw
opisujacych stan zapaséw zelaza przed wlaczeniem terapii ludzka rekombinowana
erytropoetyna (81).

Zapasy zelaza u zdrowych osobnikéw wynosza od 800 do 1200 mg (w zaleznosci od masy
ciala). Pierwotny nadmiar zelaza lub pierwotna hemochromatoza sa wrodzonymi
zaburzeniami polegajagcymi na nadmiernym wchlanianiu zelaza z przewodu pokarmowego,
ktére w przebiegu lat doprowadza do nadmiernego gromadzenia sie zelaza (20 - 40 g) w
komoérkach miazszowych, prowadzac do uszkodzenia wielu narzadéw: serca, watroby,
trzustki (50, 122). Hemosyderoza polega na wtérnym gromadzeniu nadmiaru zelaza, w
pierwszym rzedzie w komorkach ukladu siateczkowo-srédbtonkowego watroby, szpiku
kostnego i §ledziony, bedacym skutkiem powtarzalnych infuzji Zelaza pochodzacego z
preparatéw krwiopochodnych uzywanych do leczenia niedokrwistosci. W hemosyderozie,
wystepowanie zelaza ograniczone jest do komoérek uktadu siateczkowo-srédbtonkowego, bez
cech uszkodzenia i niewydolnosci narzadéw (50). Hemochromatoza dotyczy nadmiaru zelaza

w komoérkach srédmiazszowych, ktéry prowadzi do uszkodzenia i niewydolnosci narzadu.

2.6.3. Niedobor zelaza/przetadowanie zelazem u pacjentow z niewydolnoscia nerek

Zrozumienie istoty transportu zelaza i jego wewnatrzustrojowej kinetyki jest wazne w
odniesieniu do problemu “przetadowania zelazem”. Ma to szczeg6lne znaczenie w momencie
rozpoczecia terapii tHuEPO, ktéra zmienita rozumienie metabolizmu i dystrybucji zelaza u

chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek. Aby oceni¢ wptyw leczenia rHuEPO na nadmiar

26



zelaza u pacjentéow z PNN, nalezy zrozumie¢ problem istnienia jego nadmiaru przed
wlaczeniem leczenia. Nadmiar zelaza u pacjentéw z PNN powszechnie obserwowano przed
erg leczenia rHuUEPO.

W momencie wlgczenia pacjentéw nie leczonych rHuEPO do dializ, stwierdzano znacznego
stopnia niedokrwistos¢ (hematokryt 15 - 25%, hemoglobina 5 - 8 g/dl) (50). Naturalna
progresja niedokrwistoéci wymuszala liczne przetoczenia krwi powodujac stopniowe
przesuniecie miejsc magazynowania zelaza pochodzacego z krwinek czerwonych w kierunku
ukladu siateczkowo-srédbtonkowego. Jesli nie doszlo do utraty krwi, wowczas Zelazo, bedace
wczeéniej czeécig masy czerwonokrwinkowej, ulega sekwestracji w ukladzie siateczkowo-
srodbtonkowym, powodujac podwyzszenie stezenia ferrytyny nawet u tych pacjentéw,
ktorzy nie otrzymywali Zelaza z zewnatrz. Niedokrwistos¢ w przewleklej niewydolnosci
nerek wynika w pierwszej kolejnosci z niedostatecznej produkcji nerkowej erytropoetyny.
Ostatnio stwierdzono, zZe erytropoetyna zwigksza synteze receptora dla transferyny i jego
ekspresje na powierzchni komoérek erytrocytotwoérczych poprzez aktywacje biatka
regulatorowego dla zZelaza, stabilizujac w ten sposob mRNA receptora transferyny. Bez
dostatecznej stymulacji tych komoérek erytropoetyna, liczba receptoréw dla transferyny na
powierzchni jest zmniejszona, zwiekszajac w ten sposéb powinowactwo dla zelaza przez
tkanki spoza ukladu erytrocytotwoérczego (50).

Na podstawie wynikéw badan in vivo z uzyciem znakowanego Fe podawanego pacjentom
dializowanym, wykazano obecnoé¢ jego watrobowych depozytéw podczas ograniczenia
funkcji erytrocytotworczej szpiku kostnego. Biopsje watroby u tych chorych ujawnity
obecnoé¢ znakowanego zelaza zaréwno w hepatocytach, jak i w komoérkach Kupffera
(komorki siateczkowo-§rédblonkowe watroby). Z uwagi na utrzymujaca sie niedokrwistos¢
konieczne bylo przetaczanie koncentratow krwinek czerwonych. Stopniowo, w miare wzrostu
liczby przetoczen krwi oraz - gdy podaz zelaza przekraczala jego utrate - dochodzito do
stopniowego zwiekszenia saturacji transferyny i stezenia ferrytyny w surowicy. Przy wzroécie
saturacji transferyny zelazo bylo dostarczane we wzrastajacych ilosciach do watroby i tkanek
srodmiazszowych innych narzadéw, wliczajac w to serce, tarczyce i trzustke. Prowadzito to
do ewidentnego przeladowania tkanek zZelazem, co wykazano w badaniach biopsyjnych
szpiku kostnego, watroby i w badaniach podmiertnych (50). Czes¢ chorych wykazywata
saturacje transferyny i stezenia ferrytyny siegajace odpowiednio 80 % i 4000 ng/ml. Do
powyzszych zmian dochodzilo nie u wszystkich pacjentéw. Niektorzy pacjenci dializowani
mieli dostateczng aktywnos¢ erytropoetyczng szpiku kostnego i nie wymagali przetoczer

preparatéw czerwonokrwinkowych, nie dochodzito u nich réwniez do ,przecieku” nie
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wbudowanego zelaza do watroby. Niekiedy nastepowata spontaniczna poprawa parametréw
erytropoezy, zwlaszcza, gdy unikano przetoczen krwinek czerwonych. Przetaczanie
preparatéw krwinek czerwonych u tych chorych powodowalo supresje syntezy i tak
resztkowych ilosci nerkowej erytropoetyny, ktéra byla jeszcze produkowana. Poprawa
erytropoezy powodowata stopniowe obnizanie si¢ stezenia zelaza wskutek wyeliminowania
przetoczenn krwinek czerwonych, ktére byly zwigzane z przewlekla utrata krwi w trakcie
zabiegu hemodializy (122, 163). Przed zastosowaniem leczenia rHuEPO stosowano praktyke
sporadycznego przetaczania. Wyjatkiem byly sytuacje objawowego niedotlenienia tkanek.
Wiekszos¢ pacjentéw bez dusznicy bolesnej, mogla stopniowo przystosowaé sie do
hematokrytu w granicach 22 - 28 % i nie wymagala suplementacji preparatow krwinek
czerwonych, chociaz ich sily witalne oraz jako$¢ zycia byly znamiennie zmniejszone (50).
Niemniej jednak, chociaz utrata zelaza (krwi) zwigzana z hemodializami byla do$¢ czestym
zjawiskiem, nie kompensowata ona ilosci zelaza uzyskiwanego z przetoczen krwinek
czerwonych. Dlatego tez stopiert nadmiaru zelaza utrzymywat sie na stalym poziomie. Proby
zmniejszenia przeladowania zelazem przy pomocy desferoksaminy w pierwszej kolejnosci
byly skuteczne u tych pacjentéw, ktérzy nie wymagali dalszych przetoczen krwi (27, 31).
Jednakze u wiekszosci pacjentéw iloé¢ zelaza chelatowanego oraz przenoszonego przez blone
dializacyjna byla mniejsza od ilosci zelaza otrzymywanego dozylnie przez powtarzajace sie
przetoczenia. Nadmiar zelaza wynikal réwniez z nadmiernej podazy parenteralnej zelaza.
Wiekszo$¢ badan nad przetadowaniem zelazem u pacjentéw dializowanych prowadzono u
chorych, ktérzy otrzymywali zaréwno zelazo parenteralnie, jak i transfuzje krwi.
Roéznicowanie miedzy zelazem podawanym parenteralnie a zelazem pozyskanym z
przetoczei krwi moze mie¢ krytyczne znaczenie dla wielu badan, w ktérych oceniono
gospodarke tym mikroelementem.

Hemosyderoza zwigzana z przeladowaniem zelazem wtérnym do przetoczen krwi
moze by¢ powiklana obecnoscia wirusowego zapalenia watroby typu B lub C nabytego w
przebiegu przetoczen. Uszkodzenie komérek watroby w przebiegu wirusowego zapalenia
watroby C moze ulatwi¢ gromadzenie zelaza w komoérkach Srédmiazszowych watroby.
Trudno jest okresli¢ wzgledny udzial zapalenia watroby i zwigzanego z nim magazynowania
zelaza w nieprawidlowym wyniku badania biopsyjnego watroby i innych wykonywanych
testach watrobowych, poniewaz badania serologiczne na obecnos$¢ wirusowego zapalenia
watroby typu C byly niedostepne w okresie przed wlaczeniem do leczenia rHuEPO, kiedy to
przetoczenia mialy powszechne zastosowanie w leczeniu niedokrwistosci u chorych z PNN

(50).
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Niedobor zelaza (bezwzgledny lub czynnosciowy) jest najczestsza przyczyna opornosci na
rHuEPO. Bezwzgledny niedobodr Zelaza jest najczesciej spowodowany utratami krwi, lub
niedostateczng jego suplementacja u chorych leczonych erytropoetyna.
Opornoé¢ na leczenie erytropoetyng moze sie niekiedy rozwing¢é u pacjentow
hemodializowanych z prawidlowym, a nawet ze zwigkszonym zapasem zelaza. Stan ten
dotyczy czynnoéciowego niedoboru zelaza i jest spowodowany defektem jego mobilizacji z
magazynoéw ustrojowych (z hemosyderyny i/lub ferrytyny makrofagéw) podczas
przyspieszonej regeneracji hemoglobiny. Przyczyna jest najczeéciej stan zapalny lub choroba
nowotworowa, ktére powoduja zachwianie r6wnowagi miedzy podaza zelaza i istniejagcymi
jego zapasami ogélnoustrojowymi a mozliwosciami wykorzystania (54, 92, 104, 180).

Do uznanych wspotczes$nie wskaznikéw niedoboru zelaza nalezg miedzy innymi:
1) stezenie zelaza w surowicy ponizej 12 umol/l; 2) stezenie ferrytyny w osoczu ponizej 100
ng/1 (u chorych bez cech aktywnego stanu zapalnego); 3) wysycenie transferyny mniejsze niz
20 % (u chorych z prawidlowym stezeniem tego biatka); 4) zwiekszenie liczby erytrocytéow
hipochromicznych (ponad 10 %) oraz zmniejszenie objetosci erytrocytéw (MCV) i stezenia Hb
w retikulocytach (stanowigce czynnik pozwalajacy na bezposredni wglad w stopien
zaopatrzenia szpiku kostnego w zelazo i jego wykorzystanie w postaci wbudowania do
hemoglobiny); 5) zwiekszenie stezenia rozpuszczalnego receptora dla transferyny (sTfR)
ponad 10 mg/1 (wskaznik stopnia adekwatnoéci podazy zelaza do komoérek prekursorowych
erytocyta majacy mniejsze znaczenie u pacjentéw przyjmujacych rHuEPO, poniewaz
pobudzenie erytropoezy powoduje zwigkszenie poziomu sTfR); 6) wzrost stezenia wolnych
protoporfiryn i protoporfiryn zwigzanych cynkiem (stanowiacych patologiczne produkty
koricowe syntezy hemu, gromadzace sie podczas ograniczonej dostepnosci zelaza w szpiku
kostnym) w erytrocytach oraz 7) spadek stezenia ferrytyny w erytrocytach i spadek zawartosci
zelaza w szpiku kostnym (92, 140, 162).
Czynnosciowy niedobér zelaza charakteryzuje sie: 1) prawidlowymi lub zwiekszonymi
zapasami ustroju; 2) prawidltowa (> 100 ng/1) lub podwyzszona (> 800 ng/1) ferrytynemia; 3)
zmniejszonym (< 20%) lub zmiennym wysyceniem transferyny zelazem; 4) zwiekszonym
odsetkiem erytrocytéw hipochromicznych (ponad 10%); 5) zmniejszona liczba retikulocytow
(< 15 %o) oraz 6) zmniejszona objetoscia erytrocytéw i obnizonym stezeniem Hb w
retikulocytach (92).
W  zaleceniach European Renal Association, European Dialysis and Transplantation

Association (ERA-EDTA) oraz National Kidney Foundation Dialysis Outcomes Quality
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Initiative (NKF DOQI) przewiduje sie, Ze jesli wymienione w tabeli III wskazniki ulegna

obnizeniu, to nalezy pacjentom poda¢ dozylnie 1000 mg zelaza w okresie 6 - 10 tygodni .

Tabela III. Optymalne wskazniki $wiadczace o wyr6wnaniu gospodarki zelazem (wg

ABPG, NKF DOQI i EBPG, ERA-EDTA (178).

Wskaznik Optimum Dopuszczalny zakres

Stezenie ferrytyny w surowicy

>100 200 - 500
(ng/1)
Wysycenie transferyn
ey Yy > 20 30 -40
zelazem (TSAT) (%)
Procent krwinek
<10 <25-<10

hipochromicznych (%)

Niedokrwistoé¢ definiuje si¢ jako stan ze stezeniem krazacej hemoglobiny
wynoszacym mniej niz 12 g/dl u kobiet i 14 g/dl u mezczyzn lub hematokryt wynoszacy
mniej niz 37 % u kobiet i 40 % u mezczyzn (50). Niedokrwisto§¢ obecna jest u wiekszosci
pacjentéw z PNN i jest spowodowana hipoproliferacja szpiku kostnego (najczesciej zaliczana
do typu normochromicznego i normocytarnego). Niedokrwistos¢ w chorobach nerek pojawia
sie zazwyczaj dopiero, gdy wielkos¢ filtracji ktebuszkowej (GFR) zmniejsza sie¢ ponizej 20 - 30
ml/min (171, 181). Patogeneza niedokrwistosci w chorobach nerek jest ztozona i mozna
wyréznic tu trzy grupy czynnikéw prowadzacych do jej powstania u tych chorych (tab. IV).
Gléwna przyczyna jest brak dostatecznych ilosci endogennej erytropoetyny. Wraz z
pojawieniem sie mozliwosci terapii rekombinowang erytropoetyna stalo sie jasne, ze, aby
osiggnac¢ cel, pacjent wymaga adekwatnego postepowania w postaci przywrédcenia
wlasciwego stezenia zelaza jak i podazy rHuEPO (30, 55, 104, 130). Niedob6r zelaza, zaréwno
catkowity jak i czynnosSciowy, wystepuje u wiekszosci pacjentéw hemodializowanych
otrzymujacych rHuEPO z uwagi na zwigekszone zapotrzebowanie na zelazo spowodowane
nasileniem erytropoezy pojawiajace si¢ wskutek dzialania podazy zewnatrzpochodnej
rHuEPO, powigzanej z utratg krwi poprzez dializator i linie dializacyjne w czasie odlgczania
pacjenta od dializy (123). Aby terapia niedokrwistosci byla skuteczna, nalezy rozwazy¢

réwniez wplyw innych czynnikéw, warunkujacych jej powodzenie.
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Tabela IV. Patogeneza niedokrwistosci u chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek

(wg. 66, 135, 181).

1. Skrocenie czasu przezycia erytrocytow
e czynniki zewnatrzkrwinkowe (toksyny mocznicowe)
e czynniki wewnatrzkrwinkowe (zmniejszona opornos¢ krwinek czerwonych)
e zmniejszona zdolnos¢ erytrocytéw do przejéciowych zmian ksztattu

e hipersplenizm

2. Utrata krwi
e W czasie zabiegéw hemodializy
e czeste pobieranie krwi do badan laboratoryjnych

e utajona utrata krwi z przewodu pokarmowego

3. Zahamowanie erytropoezy

¢ niedostateczne wytwarzanie erytropoetyny

e niedobor zelaza

¢ niedobér kwasu foliowego

e zaawansowana wtdérna nadczynno$c¢ przytarczyc (osteitis fibrosa cystica)
¢ niedostateczna dawka dializy i zwigzane z nig niedodializowanie

e wspodlistniejace stany zapalne

e wybidrcza aplazja uktadu czerwonokrwinkowego (PRCA - Pure Red Cell Anemia)

b

Hemodylucja

2.6.4. Erytropoetyna, zelazo/nadmiar zelaza i witamina C

Rekombinowang ludzka erytropoetyne wprowadzono do praktyki klinicznej przed
blisko 20 laty. Od tego czasu znalazla ona zastosowanie nie tylko w nefrologii, ale i takze w
innych specjalnosciach jak onkologia, hematologia, reumatologia, neonatologia i chirurgia (49,
138). Model regulacji syntezy erytropoetyny w nerce zaklada, ze niedotlenienie nerki
spowodowane niedokrwieniem, niedokrwistoécia czy niska preznoscia tlenu
atmosferycznego nasila rozpad wewnatrzkomérkowego ATP i powoduje pojawienie sie
adenozyny, stymulujac wewnatrznerkowa produkcje prostaglandyn oraz katecholamin.

Substancje te Iacza sie z produkujacymi erytropoetyne okotokanalikowymi fibroblastami kory
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i zewnetrznej czesci rdzenia nerki za pomocg specyficznymi receptoréw blonowych.
Powoduje to aktywacje pobudzajacego biatka G, wzrost aktywnosci cyklazy adenylowej i
pojawienie sie cyklicznego adenozynomonofosforanu (cAMP). Nukleotyd ten aktywuje
kinaze biatkowa A, ktéra z kolei fosforyluje biatka jadra komérkowego inicjujace transkrypcje
i translacje mRNA kodujacego erytropoetyne, co w efekcie prowadzi do nasilenia jego syntezy
i sekrecji. U ludzi istotng klinicznie produkcje stwierdzono ponadto w watrobie i tkance
moézgowej (13, 157). Zmniejszenie syntezy erytropoetyny towarzyszy farmakologicznemu
zablokowaniu: receptoréw adenozynowych Al, receptoréw {32 ukladu adrenergicznego,
aktywnosci ukfadu renina-angiotensyna i blokadzie receptoréw AT dla angiotensyny II przez
teofiline oraz cyklooksygenazy i tym samym - syntezy naczynioskurczowych prostanoidow
oraz resorpcji sodu przez kanalik proksymalny nefronu oraz blokadzie obwodowych
receptoréw 5-HT»a dla serotoniny przez ketanseryne (13).

Powyzsze efekty antyerytropoetynowe wynikaja gléwnie z poprawy ukrwienia i utlenowania
nerek i/lub watroby. U pacjentéw z chorobami nerek nalezy pamieta¢ o mozliwosci
wystapienia efektéw ubocznych po niektérych lekach, ktére moga wywotywac lub nasilaé
istniejaca niedokrwistos¢ (13).

Ocena gospodarki zelazem u chorych hemodializowanych poddawanych leczeniu
rHuEPO ma bardzo istotne znaczenie. Podczas terapii rHuEPO wzrasta zapotrzebowanie na
zelazo. Niedobor zelaza jest najczestsza przyczyna stabej odpowiedzi na stosowana
erytropoetyne (40, 49, 52, 101, 104, 105, 130, 143, 161, 163, 180). U chorych z przewlekia
niewydolnoscia nerek uzupelnienie niedoboru moze poprawié¢ lub nawet spowodowac
ustapienie niedokrwistosci. Zapasy zelaza magazynowanego w watrobie, Sledzionie i
komoérkach uktadu siateczkowo-§rédbtonkowego szpiku kostnego wynosza u chorych z PNN
okoto 1000 mg (jak przestawiono w tabeli XXXIV w Aneksie). U pacjenta leczonego
powtarzanymi dializami taki zapas wystarczy na trzy miesigce od momentu rozpoczecia
terapii rHuUEPO, przy zalozeniu zwigkszenia wartosci hematokrytowej z 25% do 35% (co
wigze sie ze zuzyciem 600 mg Zelaza na wytworzenie erytrocytow). Gdy nie ma suplementacji
zelaza podczas leczenia rHuEPO, dochodzi do niedoboru tego pierwiastka (52, 103, 104, 105,
137, 143, 180).

Korekcja niedokrwistosci jest niezbedna dla przezycia i dobrego samopoczucia
pacjentéw hemodializowanych (49, 101). Terapia erytropoetyna moze poprawic¢ parametry
morfologii krwi obwodowej bez uciekania sie do przetoczer, ktére zwigzane sg z ryzykiem
przetadowania zelazem i nadal - z ryzykiem zakazenia wirusowym zapaleniem watroby

(163). Nalezy pamietaé, ze u pacjentéw hemodializowanych dochodzi do przewleklej utarty
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krwi zwigzanej z procedura hemodializy, czestym pobieraniem krwi, krwawieniami z
przewodu pokarmowego oraz moczowo-plciowego spowodowanego heparynizacja (49, 101,
163). Rekombinowana ludzka erytropoetyna stala sie skutecznym lekiem w leczeniu
niedokrwistosci u tych chorych. Niedobér zelaza, stan zapalny, zle odzywianie, nadczynnos¢
przytarczyc, zatrucie glinem i niedobér witamin sa gléwnymi czynnikami powodujacymi
rozw6j niedokrwistosci i niedostatecznag odpowiedZz na rHuEPO (32, 38, 86, 92, 155, 180).
Infekcje i stany zapalne (czesto klinicznie trudne do zlokalizowania) moga by¢ przyczyna
zmniejszonej odpowiedzi erytropoezy na podawanie rHuEPO. Wskaznikami aktywnosci
jawnych lub blizej nieumiejscowionych stanéw zapalnych sa wyzsze stezenia biatka C-
reaktywnego, fibrynogenu, TNF-a, IL-1, IL-6 i IFN-8 oraz prokalcytoniny (prawidlowe
stezenie 0,1 - 0,5 ng/ml) w surowicy krwi (92). Przyczyny opornosci na erytropoetyne
przedstawiono w tabeli XXXV w Aneksie pracy.

Odkad skutecznos¢ terapii rHUEPO zalezna jest od dostatecznej dostepnosci zelaza,
czesto wymagana jest dodatkowa jego podaz. U pacjentéw hemodializowanych obserwuje sie
zmniejszong absorpcje zelaza z przyjmowanych pokarméw i ptynéow (49, 52, 101, 104, 163).
Innym problemem jest nieche¢ dializowanych do przyjmowania doustnych preparatéw
zelaza. Sugeruje sie, ze preparaty zelaza podawane dozylnie sg o wiele bardziej efektywne niz
zelazo podawane doustnie (52, 86, 104, 163). W oddziatach hemodializ zwraca si¢ ostatnio
coraz wigksza uwage na znaczenie dozylnej podazy zelaza, zaréwno profilaktycznie jak i
leczniczo (40, 86, 103, 137). Poziom ferrytyny wskazujacy na nadmiar zelaza u chorych
dializowanych wynosi w warunkach prawidtowych powyzej 1000 ng/ml (40, 86).

Decydujac sie na leczenie zelazem nalezy rozwazy¢ wszystkie niepozadane skutki
przewleklej podazy zelaza u chorych dializowanych. Naleza do nich mozliwe powiklania,
takie jak (17, 52, 104, 147, 153, 172):

e zajecie komoérek srédmiazszowych, z uszkodzeniem narzadéw lub bez;

e trwale uszkodzenie narzadéw (marskosé i/lub zwidknienie trzustki, rak lub zawat serca);

e zwiekszone ryzyko infekcji bakteryjnych (uszkodzenie neutrofili);

e zwiekszone tworzenie wolnych rodnikéw z wolnego zelaza powodujace uszkodzenie
tkanek przez czynniki utleniajace;

e reakcje anafilaktyczne.

Z uwagi na nosicielstwo wirusa HCV przez pacjentéw hemodializowanych, dozylna podaz

zelaza moze nasila¢ chorobe watroby u pacjentéw z przewleklym zakazeniem.

Ocena stanu gospodarki zelazem hemodializowanych odgrywa istotna role w

wykluczeniu czynnosciowego niedoboru zelaza (102, 103, 106, 161, 180). Stwierdzenie
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niskiego stezenia Zelaza w surowicy jest niewystarczajace dla oceny jego gospodarki u chorych

z PNN. Poziom saturacji transferyny u tych chorych jest z reguty niski (< 20 %). Odpowiedz

na zwiekszone dawki rHuEPO jest zwykle niewystarczajaca. Dozylna podaz zelaza moze

powodowacé poprawe odpowiedzi (40, 86).

Ocena zasobéw zelaza u hemodializowanych chorych powinna by¢ dokonywana na

podstawie oceny wynikow:

e stezenia zelaza w surowicy (norma 12 - 27 umol/1);

e calkowitej zdolnosci wigzania zelaza (TIBC - total iron-binding capacity - norma: 45 - 75
umol/1) odzwierciedlajacej stezenie krazacej transferyny; wartos¢ TIBC wynoszaca 50%
oznacza, ze polowa miejsc wigzacych jest wysycona zelazem;

e poziomu wysycenia transferyny (TSAT), rownego procentowemu stosunkowi stezenia
zelaza do TIBC. Jest on miarg ilosci Zelaza bezposrednio dostepnego dla erytropoezy (38,
39, 180).

e stezenia ferrytyny w surowicy (norma w surowicy w stanie fizjologicznym 15 - 300 ng/ml,
informujacego o ilosci zapaséw zelaza w ustroju. Trzeba pamieta¢ ze ferrytyna jest
biatkiem ostrej fazy i jej stezenie rosnie w stanach zapalnych, dlatego nie jest ona
catkowicie swoistym wskazZnikiem gospodarki Zelazem. U okoto 30 - 50% chorych ze
schytkowa niewydolnoscia nerek (zaréwno dializowanych, jak i leczonych zachowawczo)
stwierdza sie podwyzszone stezenie CRP (> 8 - 10 mg/1), co jest przejawem aktywnej
reakcji zapalnej. Sugeruje si¢, ze hiperferrytynemia dla pacjentéw hemodializowanych
wynosi powyzej 1000 pg/1.

e liczby odsetkowej hipochromicznych erytrocytéw (% hipo), okreslanej za pomoca
autoanalizatoréw Technikon. W warunkach fizjologicznych liczba hipochromicznych
erytrocytéow, w ktorych stezenie hemoglobiny jest nizsze niz 28 g/ dl, nie przekracza 2,5 %.
Zdaniem wielu badaczy zwiekszenie odsetka hipochromicznych erytrocytow jest
najlepszym wskaznikiem czynnosciowego niedoboru zZelaza.

Nasilenie erytropoezy po wlaczeniu leczenia erytropoetyna moze spowodowaé zmniejszenie

wysycenia transferyny (< 20%), mimo prawidlowych zasobéw Fe (prawidlowe lub nawet

podwyzszone stezenia ferrytyny). Taka konfiguracja wartosci tych parametréw moze by¢

odzwierciedleniem czynnoséciowego niedoboru Fe lub efektem obecnosci stanu zapalnego. W

obu sytuacjach TSAT moze by¢ nizsze niz 20%, a stezenie ferrytyny znacznie podwyzszone.

W wypadku czynnosciowego niedoboru Fe leczenie za pomocg rHuEPO powoduje stopniowe

obnizanie sie stezenia ferrytyny, a w wypadku stanu zapalnego spadkowi TSAT towarzyszy

nagly wzrost jej stezenia. Potwierdzeniem stanu zapalnego moze by¢ brak reakcji
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erytropoetycznej na cotygodniowe infuzje dozylne 50 - 100 mg Fe; w takiej sytuacji nalezy
zaniecha¢ podawania zelaza az do ustgpienia stanu zapalnego. Na niedoboér zelaza wskazuje
wspolistnienie obnizenia stezenia ferrytyny <100 ng/ml; obnizenie TSAT < 20 % i wystgpienie
zwiekszonego odsetka erytrocytéw hipochromicznych - % hipo > 10% (38, 180).

W licznych badaniach Barclay i wsp. (6), Der-Cherng i wsp. (36, 39), Jensen i wsp. (77),

Keveniwsp. (86), Kletzmayr i wsp. (89), Rutkowski i wsp. (136), De Schoenmakere i wsp. (32),
Taylor i wsp. (160), Weiss i wsp. (170), Chen i wsp. (21) poszukiwano skutecznych sposobéw
wspomagania leczenia rHuEPO (przykladowo: wyréwnanie niedoboréw zelaza z doustnym
czy dozylnym zelazem, suplementacja witaminy C oraz karnityny i.v., droga podawania
erytropoetyny), by spowodowac poprawe wartosci hemoglobiny i obnizy¢ dawki rHuEPO, co
spowodowaloby znaczace obnizenie kosztéw tej terapii. Uzupelnienie zelaza wydaje sie
najefektywniejsza z terapii wspomagajacych leczenie rHuEPO, pozwalajac na radykalne
zmniejszenie dawek erytropoetyny.
Nadmiar zelaza nie tylko zwieksza $émiertelnos¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych i
infekcyjnych, lecz takze moze powodowaé wzgledna opornosé na rHuEPO u pacjentow
hemodializowanych (21, 39, 40, 86). Mechanizm hiporeaktywnosci pozostaje niejasny, lecz
nieadekwatna mobilizacja i wadliwa utylizacja Zelaza nalezg do najbardziej
prawdopodobnych jej przyczyn (40).

Kwas askorbinowy, jako czynnik redukujacy, jest zdolny do uwalniania zelaza z
ferrytyny i mobilizacji zelaza z uktadu siateczkowo-srédbtonkowego do transferyny (28, 40,
58, 82). Prowadzi to do zwiekszenia dostepnosci zelaza. Goldberg (61) wskazal, ze kwas
askorbinowy utrzymuje hemoglobinowe zelazo w stanie zredukowanym i nasila
enzymatyczne wbudowanie zelaza do protoporfiryn (40). Wplyw kwasu askorbinowego na
poprawe odpowiedzi na rHuEPO tlumaczy zwiekszona mobilizacja zelaza w komérkach
prekursorowych erytrocyta (21, 36, 40, 86). Niedobér wodorozpuszczalnej witaminy C
opisywano wczeéniej u pacjentéw hemodializowanych. Jej suplementacja, z uwagi na
wspomniany niedobdr, jest istotna. Zalecana dawka witaminy C wg danych pismiennictwa
pochodzacych z réznych oérodkéw dializacyjnych waha sie miedzy 55 a 1000 mg/dobe (21,
39, 41, 62, 72, 86, 168). Nadmierna podaz witaminy C moze pogorszy¢ mocznicozalezng
oksaloze (39, 62, 87, 133, 145, 165), stad tez suplementacja nie przekraczajaca 150 mg/dobe
uwazana jest za dawke bezpieczna (39). W ostatnio przeprowadzonych badaniach
obserwowano u pacjentow hemodializowanych pozytywne wyniki leczenia dozylna
witaming C, jako wspomaganie terapii rekombinowang erytropoetyna, prowadzac

réwnoczesnga oceng stanu gospodarki zelazem (21, 36, 39, 41, 86, 103, 146, 155, 163, 168).
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Wydaje sig, ze problem ten nie byt do konica rozstrzygniety, z ré6znych przyczyn. Jedna
z nich byt brak badafi nad wzajemnymi zaleznosciami pomiedzy podaza witaminy C,
leczeniem zelazem i leczeniem erytropoetyna. Nie analizowano dokladnie roli, jaka moze
odgrywac witamina C w optymalizacji odpowiedzi hemodializowanych na rHuEPO i zelazo.

Wyjasdnienie tych zwigzkéw i zaleznosci legly u podstaw koncepcji mniejszej pracy.

3. CELE PRACY

Niniejsza praca miata na celu:

1. Ocene stezenia witaminy C w grupie chorych hemodializowanych w poréwnaniu do
grupy referencyjnej oséb zdrowych.

2. Ocene wplywu zabiegu hemodializy na stezenia witaminy C.

3. Ocene wplywu sezonowosci na zmiany stezenia witaminy C u chorych dializowanych
oraz grupy referencyjnej osob zdrowych.

4. Dokonanie préby oceny wspéizaleznosci pomiedzy odpowiedzig na leczenie rHuEPO
a stezeniem witaminy C.

5. Ocen¢ wplywu suplementacji witaminy C u pacjentow z jej niedoborem na hemopoezg.
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4. MATERIAL I METODYKA

4.1. Material kliniczny

Program badawczy, na ktory uzyskano zgode Komisji Biotycznej przy Uniwersytecie
Jagielloriskim w Krakowie, zostal zaplanowany dwuetapowo.

W pierwszym etapie projekt mial na celu okreslenie stezenia witaminy C
wystepujacego w populacji chorych przewlekle hemodializowanych w Klinice Nefrologii i
poréwnanie go w stosunku do grupy referencyjnej oséb zdrowych oraz ocene wpltywu
zabiegu hemodializy na zmiane jej stezenia. Poniewaz gléwnym Zrédiem witaminy C sa
owoce ijarzyny, a ich spozycie w Polsce podlega okresowym zmianom zwigzanym z porami
roku i klimatem, dokonano oceny zakresu zmian stezen oraz spozycia witaminy C (na
podstawie okresowo przeprowadzanych wywiadéw dietetycznych) w omawianej grupie

pacjentéw w zaleznoéci od pory roku i zabiegu hemodializy.
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Do badania w etapie I zakwalifikowano 112 chorych (73 mezczyzn i 39 kobiet) z przewleklq
niewydolnoscig nerek, ktérzy byli leczeni powtarzanymi hemodializami przez okres ponad
12 miesiecy, w cyklu trzy zabiegi HD w tygodniu (czas trwania dializy - cztery do pieciu
godzin) w Klinice Nefrologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie oraz 23 zdrowych
ochotnikéw (7 mezczyzn i 16 kobiet) wydolnych nerkowo (tabela V).

W badanej grupie 1 osoba byla wczesniej poddana przeszczepieniu nerki, a 4 osoby byly
(przed rozpoczeciem leczenia hemodializami) dializowane otrzewnowo. Wszyscy pacjenci po
zapoznaniu si¢ z informacjami o przebiegu badania podpisali Swiadoma zgode na udziat. W
trakcie rocznej obserwacji 26 pacjentéw zostato przeniesionych do innego osrodka leczenia
dializami (z powodu odleglosci od Kliniki Nefrologii oznaczenie witaminy C u tych chorych
bylo niemozliwe z braku gwarancji poprawnosci prawidlowego przeprowadzenia procedury
laboratoryjnej jej oznaczenia), 9 chorych zmarto, u 5 chorych wykonano zabieg
przeszczepienia nerki, 2 osoby wycofaly zgode na dalszy udzial w badaniu, 1 chory zostal
wylaczony z powodu niestabilnego stanu klinicznego.

Pierwsza grupa pacjentéw byla obserwowana przez okres jednego roku. W tym
okresie krew pobierano w chwili wlaczenia do badania, a nastepnie po 4, 8, i 12 miesigcach
(wg schematu: na poczatku hemodializy oraz po trzech godzinach zabiegu). Schemat
obowigzywal przez wszystkie cztery pory roku. R6wnoczeénie z oceng stezenia witaminy C
oceniano gospodarke zelazem, jej wplyw na hemopoeze oraz czynniki mogace wptywac na
oporno$¢ na ludzka rekombinowang erytropoetyne, do ktérych zaliczono:

e niedobdr witaminy Bi i/lub kwasu foliowego,
e zatrucie glinem,
e nadczynnoéc¢ przytarczyc.
W trakcie prowadzonego badania kontrolowano stezenia:
e mocznika (przed/po hemodializie),
e kreatyniny (przed/po hemodializie),
e biatka catkowitego,
e albuminy,
e wapnia catkowitego,
e wapnia zjonizowanego,
e fosforandw,
e zelaza,
e ferrytyny

oraz oceniano stopierh wysycenia transferyny zelazem.
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Skutecznos¢ dializy oceniono wyliczajac wartos¢ wskaznika dializy Kt/V i stosunek frakcji
Ct/Co dla kreatyniny.

W II etapie, w drugim roku badan, prowadzono je w grupie 68 chorych. Do badan
zakwalifikowano 26 kobiet oraz 42 mezczyzn, u ktérych nie stwierdzono klinicznych cech
aktywnego procesu zapalnego. Rozpoczeto suplementacje witaming C 3 x w tygodniu w
dawce 200 mg dozylnie, przez 8 tygodni (zgodnie z danymi z piSmiennictwa, dawka taka u
chorych hemodializowanych jest bezpieczna). Badano stezenia witaminy C bezposrednio
przed rozpoczeciem cyklu podazy, tydzien po zakoriczeniu 8 tygodniowego okresu
suplementacji, po 8 tygodniach przerwy w cyklu suplementacji. Po 6 miesigcach od
rozpoczecie drugiej fazy badania ponownie oceniono gospodarke Zelazem oraz hemopoeze
wraz ze zuzyciem rHuEPO. Réwnocze$nie okreS§lono parametry, ktére moglty wywolacé
opornoé¢ na podawana erytropoetyne. W drugim roku, z uwagi na istotny udziat witaminy C
w erytropoezie, analizie poddano zalezno$¢ zachodzaca pomiedzy jej stezeniem a
skutecznodcig leczenia niedokrwistoéci nerkowopochodnej erytropoetyng podawang
parenteralnie oraz wpltyw, jaki wywierala suplementacja witaminy C na wartosci parametrow
morfologii krwi obwodowej oraz gospodarke zelazem. W przypadku zaobserwowania
skutkéw ubocznych, natychmiast odstawiano witamine C.

Charakterystyke badanych grup w i Il etapie oraz grupy kontrolnej przedstawiono w
tabeli V. Przyczyny niewydolnosci nerek w badanych grup w obu etapach przedstawiono w
tabeli VL
Tabela V. Charakterystyka grupy badanej.

Badani I etap II etap Grupa kontrolna
Pacjenci 112 68 23
Wiek (lata) 21 -79 (8r. 52,9) 26 - 79 (8r. 53,9) 23 - 55 (8r. 35,4)
Pte¢: K/M (%) 39/73 (34,8 % /65,2 %) | 26/42 (38,2 %/61,8 %) | 16/7 (69,6 % /30,4 %)
Palenie tytoniu: 3/13
3/24 (7,7 %/32,9 %) 2/2 (12,5 % /28,6 %)
K/M (%) (11,1 % /30,6 %)

Tabela VI. Przyczyny niewydolnosci nerek w badanej grupie chorych.

Przyczyny niewydolnosci nerek I etap II etap
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1. Marskoé¢ nerek o nieustalonej przyczynie

2. Przewlekle kltebuszkowe zapalenie nerek

3. Zwyrodnienie wielotorbielowate nerek

4. Przewlekle odmiedniczkowe zapalenie nerek
5. Kamica nerkowa

6. Nefropatia cukrzycowa,

7. Nephrosclerosis

8. Nefropatia dnawa

9. Obustronna nefrektomia z powodu ropni

10. Toczen trzewny

11. Gwaltownie postepujace klebuszkowe

zapalenie nerek

12. Kwasica cewkowa

13. Amyloidoza

4.1.1. Ocena stanu klinicznego, wywiady dietetyczne.

4.1.1.1. Badanie podmiotowe.

42 (37,5 %)

29 (25,7 %)

13 (11,6 %)
7 (6,3 %)
6 (54 %)
6 (5,4 %)
32,7 %)
1(0,9 %)
1(0,9 %)

1(0,9 %)

1(0,9 %)

1(0,9 %)

1(0,9 %)

26 (37,7 %)

17 (24,6 %)

11 (15,9 %)
5 (9,0 %)
4(58 %)
1(L4 %)
1(L4 %)
1(1,4 %)

1(1L4 %)

1(1L4 %)

Z kazdym chorym i z kazda osoba z grupy kontrolnej przeprowadzono dokladny

wywiad dietetyczny oceniajacy ilos¢ spozywanej witaminy C i potasu przeprowadzono.

Ocena zostala przeprowadzona na podstawie wywiadéw zywieniowych w formie

kwestionariuszy (tabela VII) obejmujacych warzywa (marchew, papryke czerwona/zielona,

pomidory, ziemniaki, ogérki), warzywa liéciaste (salate, kapuste, kalafior, brokuty, brukselke),

owoce cytrusowe (cytryny, pomarancze, grejpfruty, mandarynki i inne), owoce pestkowe

(jabtka, gruszki, brzoskwinie, czeresnie, truskawki, sliwki, jagody, melony), przetwory, soki i

zupy owocowe/jarzynowe oraz salatki) spozyte w ciggu siedmiu kolejnych dni. Dane te

analizowano korzystajac z , Albumu fotografii produktéw i potraw” (158) o zréznicowanej

wielkosci porcji. Uzyskane wyniki zakodowano i wprowadzono do bazy danych. Badanie
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powyzsze wykonano czterokrotnie w ciggu roku w porze wiosennej, letniej, jesiennej i

zimowej. Uzyskane w ten sposéb iloSciowe zapisy zywieniowe opracowano przy pomocy

programu komputerowego obliczenn wartosci odzywczej dobowych racji pokarmowych (wg.

, Tabel wartosci odzywczej produktow spozywczych”) (94). Program ten zostal udostepniony

przez Zaklad Higieny CMU]J w Krakowie.

4.1.1.2 Badanie przedmiotowe

We wszystkich grupach zostalo przeprowadzone dokladne badanie fizykalne

uczestnikéw, na podstawie ktérego oceniono aktualny stan zdrowia oraz wykluczono

kliniczne cechy aktywnego stanu zapalnego.

Tabela VII. Kwestionariusz oceniajacy spozycie witaminy C oraz potasu w diecie.

Imie i nazwisko pacjenta
Prosze napisac ile porcji w danym dniu (np. 2 duze jabtka, szklanka czeresni i czy gotowane - np. 3
ziemniaki duze gotowane). Jesli nie spozywat/a Pan/i owocéw i warzyw prosze wpisac: 0

Owoce Inne owoce Warzywa Warzywa Przetwory, soki
Dni cytrusowe (jablka, gruszki, | (marchew, lisciaste (salata, |izupy
tygodnia (cytryny, brzoskwinie, papryka kapusta, owocowe/
pomarancze, |czeresnie, czer./zielona, kalafior, jarzynowe oraz
grejpfruty, truskawki, pomidory, brokuly, inne salatki
mandarynki, |sliwki, jagody, |ziemniaki, brukselki, inne)
inne) melony, ogorki, inne)
inne)
Poniedziatek
Wtorek
Sroda
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Czwartek

Pigtek

Sobota

Niedziela

Poniedziatek

4.2. Metodyka oznaczania stezen witaminy C.

4.2.1. Oznaczanie stezen witaminy C.

W pierwszej fazie badania, krew do oznaczenia stezenia witaminy C pobrano na
poczatku hemodializy oraz po 3 godzinach trwania zabiegu, z linii tetniczej (lub z przetoki
tetniczo-zylnej - co odpowiadalo krwi naplywajacej do przetoki tetniczo-zylnej). Pacjenci
mieli podawang zlecong dawke fraxiparyny na kilka minut przed pobraniem krwi. W trakcie
hemodializy brano pod uwage ultrafiltracje oraz zlecony czas trwania zabiegu. Réwnoczesdnie
pobierano krew od 0s6b z grupy kontrolnej.

W drugim etapie badania wykonywano taka sama procedure, z pewnym wyjatkiem,
t.j. po zakonczeniu suplementacji witaminy C (w dalszych pomiarach) oznaczono jej stezenia
tylko przed zabiegiem hemodializy. Stezenie witaminy C badano bezposrednio przed
rozpoczeciem cyklu podazy, tydzien po zakoriczeniu o$miotygodniowego cyklu
suplementacji oraz ponownie po 8-miu tygodniach od zakoriczenia cyklu suplementacji.

Pobrana krew wirowano z predkoscia 4000 obrotéw/min. przez 5 minut w
temperaturze 4 °C, w celu oddzielenia osocza od masy krwinkowej. Do wczesniej
przygotowanych probéwek zawierajgcych mieszanine odbialczajaca (10 % kwas nadchlorowy
- zawierajacy 1 % kwas meta-fosforowy) dodano uzyskane osocze. Tak przygotowany
material umieszczono na 60 minut w temperaturze 4 °C w celu wytracenia biatek a nastepnie
wirowano przy 20000 x g przez 10 minut (10). Po odwirowaniu otrzymany supernatant
rozciericzono fazg ruchoma (w stosunku 1 : 1) i nastrzykiwano na kolumne chromatograficzna
w celu oznaczenia stezenia witaminy C.

Stezenie witaminy C oznaczano metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) w oparciu o procedure opisana przez Esteve’a i wsp. (51) oraz Riimelina i wsp. (134).
Uzywanymi w tej metodzie odczynnikami byly:

e  Wzorzec witaminy C firmy Sigma-Aldrich, Wielka Brytania
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¢ Kwas meta-fosforowy (MPA) firmy Merck-Darmstadt, Niemcy

e Kwasny fosforan amonu (NH4H>POy) firmy POCh, Gliwice, Polska
e Kwas fosforowy (HsPOs) firmy POCh, Gliwice, Polska

e Metanol - HPLC firmy Labscan, Irlandia

e Kwas nadchlorowy (PCA) firmy Ferak Berlin, Niemcy

¢ Woda dejonizowana

Do oznaczania witaminy C zastosowano zestaw HPLC w sktad ktérego wchodzity:

zbiornik fazy ruchomej,

e pompa firmy BECKMAN model 1104,

¢ kolumna chromatograficzna z odwréconym ukladem faz (RP - 18) firmy

MERCK - DARMSTADT o dtugosci 25 cm, $rednicy 4,6 mm i érednicy ziaren 5 um,

e detektor UV LKB BROMMA 2140 RAP1D SPECTRAL DETECTOR OPTICAL UNIT,

e dozownik firmy RHEODYNE, model 7010.
Wyniki analizy byly opracowywane komputerowo za pomoca szwedzkiego programu WA
VESCAN.

Probke do badan przygotowano wedlug wczesniej opisanej procedury (10). Z
uzyskanego osocza pobrano 300 pl, ktére dodano do 300 pl mieszaniny odbialczajacej (10 %
PCA z 1 % MPA) silnie mieszajac probke na wytrzasarce w celu wytracenia bialek. Dla
zapewnienia catkowitego i dokladnego odbialczenia materialu tak przygotowane probki
pozostawiono na 60 minut w temperaturze 4 °C bez dostepu $wiatla (unikniecie samorzutnego
utlenienia kwasu askorbinowego). Nastepnie probki wirowano przy 20000 x g przez 10 minut
w temperaturze 4 °C. Z otrzymanego supernatantu odbierano pipeta 200 ul i przed samg
analiza dodawano do nich 200 ul rozwijajacej fazy. Strzykawka pobierano 50 pl przygotowanej
mieszaniny i wprowadzano na kolumne. Z prébkami przechowanymi w stanie zamrozonym
- po rozmrozeniu w temperaturze pokojowej - postepowano identycznie. Wszystkie probki
oznaczano w dubletach, wyniki podawano jako érednie oznaczenie z dwéch pomiaréw.

Stezenie witaminy C w badanych prébkach odczytywano z krzywej kalibracji, ktora
sporzadzono na podstawie szeSciu roztworéw wzorcowych kwasu askorbinowego w
stezeniach 2,5 pg/ml; 5 ng/ml; 10 ng/ml; 20 ng/ml; 40 pg/ml; 80 pg/ml. Z kazdego roztworu
wzorcowego pobierano 200 pl i dodawano do 200 pl 10 % PCA zawierajacego 1 % MPA
(mieszanina odbialczajaca), a nastepnie umieszczono w temperaturze 4 °C, aby zapobiec
rozktadowi witaminy C. Przed samga analizag dodawano jeszcze 400 pl fazy i nastrzyknieto na
kolumne w objetosci opisanej powyzej. Nastepnie mierzono wysoko$¢ szczytu absorpcji

Swiatta dla kazdego wzorcowego roztworu kwasu askorbinowego. Wyniki pomiaru
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naniesiono na uktad wspoétrzedny, przedstawiajacy zaleznos¢ absorpcji $wiatla (y) od stezenia
witaminy C (x). Stezenie kwasu askorbinowego w badanych prébkach odczytywano z
krzywej kalibracji. Dla zapewnienia diuzszej trwalosci kolumny i stabilnosci linii
podstawowej (ang. baseline), po kazdych trzech analizach, ptukano kolumne metanolem

zmieszanym z woda w stosunku 3:1 przez 10 minut, przy przeptywie 1.6 ml/min.

4.2.2. Badania biochemiczne

W celu kontroli ogélnego stanu badanych chorych oraz oceny skutecznosci zabiegéw
hemodializy, w surowicy krwi oséb badanych oznaczono nastepujace parametry bedace
przedmiotem analizy w niniejszym badaniu:

e stezenie hemoglobiny i hematokrytu (Cobas Argos 5; Roche),
e stezenie kwasu foliowego (Automated chemiluminescence System, ACS:180; Bayer, N.Y.,

USA),

o stezenie ferrytyny (Electrochemiluminescence immunoassay, ECLIA; Elecsys System
1010/2010LIA, Roche, Mannheim, Niemcy),
e stezenie witaminy Bio (Electrochemiluminescence immunoassay, ECLIA; Elecsys 2010

System Vitamin B> Immunoassay; Roche, Mannheim, Niemcy),

e stezenia: mocznika, kreatyniny, albuminy potasu, wapnia catkowitego, fosforanéw

(Hitachi 917 Analyzer).

Powyzsze badania biochemiczne wykonano metodami standardowymi w Zakladzie
Diagnostyki Laboratoryjnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie (Kierownik Zaktadu: prof.
dr hab. J. Naskalski). Wyniki uzyskane w trakcie badani odnoszono do zakreséw zakladowych
wartosci referencyjnych (patrz tabela XXXVI w Aneksie).
U badanych chorych dodatkowo oznaczono stezenia (patrz tabela XXXVI w Aneksie):

e parathormonu (Intact Human PTH; Bio Source, Belgia)

(badanie przeprowadzono w Medycznym Centrum Laboratoryjnym DIAGNOSTYKA

metodg immunoradiometryczna);

e ¢glinu (S-Monovette, Sarstedt) - do oznaczen stosowano spektrometr absorpcji
atomowej - Perkin Elmer, USA

(badania te przeprowadzono w Pracowni Biopierwiastkow w Zakltadzie Bromatologii

Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego) (Kierownik Zakladu: prof. dr hab.

Z. Zachwieja) (7).
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4.2.3. Ocena parametré6w okreslajacych adekwatnosé dializy

Do oceny skutecznosci dializy u pacjentéw hemodializowanych wykorzystano
oznaczenia Kt/V - wskaznika dializy opisujacego frakcjonowany klirens mocznika w czasie,
odnoszony do objetosci dystrybugji, tj. catkowitej objetosci wody ustroju, obliczony wedtug
wzoru: Kt/V =1n C0/C1, gdzie CO oznacza stezenie mocznika przed dializa, a C1 - stezenie
mocznika po dializie. Obecnie uwaza sig, ze dla chorych hemodializowanych 3 razy w
tygodniu, wartos¢ wskaznika Kt/V powinna wynosi¢ od 1,2 do 1,4 w modelu 1-
przedziatlowym (163).

Wszystkie parametry modelowania kinetycznego w grupie chorych hemodializowanych byty
wyliczone z wykorzystaniem programu Nephron for Windows 97 w oparciu o wykonane
oznaczenia biochemiczne, z wykorzystaniem modelu 1-przedzialowego ze zmienng objetoscia

dystrybucji (single pool, volume variable, SPV'V).

4.2.4. Analiza statystyczna.

Zebrany material zawierajagcy wyniki stezefn poszczegdlnych zwigzkow
biochemicznych i dane dotyczace ankiet zywieniowych u chorych z niewydolnoscig nerek
przedstawiono w postaci tabeli i wykreséw. Stosujac metody statystyki opisowej dla grupy
chorych hemodializowanych oraz w obrebie podgrup i grupy kontrolnej obliczano parametry
takie jak: érednia arytmetyczna, mediana, odchylenie standardowe, rozstep minimum -
maksimum.

W toku dalszej analizy (ze wzgledu na brak normalnosci rozkladu analizowanych
parametréw w obrebie badanych grup i podgrup chorych) stosowano metody analizy
statystycznej opierajace si¢ na testach nieparametrycznych (ANOVA Friedmana,
Kolmogorowa-Smirnowa, Manna-Whiney’a i Wilcoxona). Do obliczerr wykorzystano

licencjonowany pakiet Statistica 5.5. (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).
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5. WYNIKI

5.1. Analiza stezenn witaminy C podczas obserwacji jednorocznej.

5.1.1. Stezenia witaminy C w grupie chorych dializowanych i w grupie kontrolnej.

W analizie poréwnawczej poddano wyniki uzyskane podczas obserwacji jednorocznej
u 112 chorych dializowanych (73 mezczyzn - 65,2 %, 39 kobiet - 34,8 %) i 23 ochotnikow z
grupy kontrolnej (7 mezczyzn - 30,4 % i 16 kobiet - 69,6 %).
Ze wzgledu na brak rozkladu normalnego (p<0,05 w tescie Shapiro-Wilka dla wiekszosci
zmiennych), w analizie statystycznej wykorzystano testy nieparametryczne - a zmienne
przedstawiono jako mediane, rozstep miedzykwartylowy i zakres (min-maks.).

W pierwszym roku badania w grupie dializowanych, oznaczono stezenia witaminy C
przed i po HD aby oceni¢ jej éredni spadek (wyrazonych w procentach) dla poszczegélnych

por roku oraz laczny spadek stezenn tej witaminy po zabiegu HD. Uzyskane wyniki
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przedstawiono w tabeli VIIL Srednie stezenia witaminy C oraz procentowe zmiany przed - i

po hemodializie w zaleznosci od pory roku przestawiono na ryc. 1.

Tabela VIIL Sredni spadek stezenia witaminy C po HD wyrazony w procentach dla

poszczeg6lnych por roku.

Pora roku Sredni spadek (A wit.C) w %
Jesien -50,41
Zima - 69,45
Spadek stezenia witaminy C
Wiosna - 38,94
(A wit. C) po HD w %
Lato -47,16
Lacznie -45,04
pmol/l
100,00
80,00 +
60,00
40,00
20,00 +
0,00 ~ Srednia warto$é
-20.00 Srednia zmiana w %
’ przed |po przed |po przed |po przed |po
jesien zima wiosnha lato
@ Srednia zmiana w % -50,41 -69,45 -38,94 -47,16
O Srednia wartosé 22,75 | 11,28 | 20,97 | 6,41 | 12,76 | 7,79 | 88,19 | 46,60

@ Srednia zmiana w % O Srednia wartosé|

Rycina. 1 Srednie stezenie witaminy C oraz zmiana procentowa przed - i po hemodializie

w zaleznosci od pory roku.
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W tabeli IX przedstawiono stezenia witaminy C w kolejnych badaniach w populacji

chorych dializowanych w cyklu rocznym (poczatek obserwacji - jesiery; 3 mies. obserwacji -

zima; 6 mies. obserwacji - wiosna; 9 mies. obserwacji - lato; 12 mies. obserwacji - jesien).

Najwyzsze stezenia witaminy C stwierdzono w okresie letnim (45,46 pmol/1), a najnizsze

stezenia witaminy C - na wiosne (6,78 umol/1). Nieoczekiwany wzrost stezenia witaminy C

stwierdzono w grupie hemodializowanych 12 miesiecy od rozpoczecia badania - w jesieni

(83,23 pmol/

1).

Tabela IX. Stezenia witaminy C w kolejnych badaniach w populacji chorych

dializowanych.

Okres badania | Pory roku

Poczatek

3 mies.

6 mies.

9 mies.

12 mies.

Mediana Minimum"*
(umol/1) (umol /1)
jesient 11,79 0,00
zima 12,34 0,00
wiosna 6,78 0,00
lato 45,46 0,00
jesien 83,23 0,00

* Z 4 7
wartos¢ ,,zero

" oznacza stezenia ponizej progu czulosci metody

Maksimum

(kmol/1)

117,31

132,49

52,52

146,91

263,11

Rozstep
(wmol /1)

17,39

18,98

8,45

45,67

44,98
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W teécie ANOVA Friedmana stwierdzono statystycznie istotne réznice (p<0,00001) pomiedzy
$rednimi wartosciami stezenia witaminy C w populagji chorych dializowanych w kolejnych
badaniach pomiedzy poczatkiem badania a 9 i 12 miesigcem (Ryc. 2). Najwyzsze steZenia
witaminy C stwierdzono w lecie, a najnizsze stezenia witaminy C na wiosne. Nieoczekiwany
wzrost wartoéci Sredniej stezenia witaminy C stwierdzono ponownie 12 miesiecy od poczatku

badania - w jesieni (poczatek obserwaciji - jesieri).

Stezenia witaminy C (umol/1)
280 . . . .

260 T .
240 .
220 1 .
200 | .
180 .
160 .
140 | .
120 | N ]
100 | i

60 | ]
40 .

20 I m] O I::l )
0 ' ! ' O Mediana

poczatek 6 mies 12 mies [ 25%-75%

3 mies 9 mies T Min.-Maks.
(jesien) (zima) (wiosna) (lato) (jesien)

Rycina. 2. Stezenia witaminy C w kolejnych badaniach w populacji chorych dializowanych

W tabeli X przedstawiono stezenia witaminy C w kolejnych badaniach w grupie kontrolnej
(poczatek obserwacji - jesieriy; 3 mies. obserwacji - zima; 6 mies. obserwacji - wiosna; 9 mies.

obserwacji - lato; 12 mies. obserwagji - jesiert). Najwyzsze $rednie stezenia witaminy C
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stwierdzono w jesieni (81,91 pumol/l), a najnizsze stezenia witaminy C na wiosne (39,44
umol/1). Poréwnywalne stezenia witaminy C stwierdzono 12 miesiecy od poczatku badania -
w jesieni (82,95 pmol/l). W teScie ANOVA Friedmana stwierdzono statystycznie istotne
réznice (p<0,00001) pomiedzy stezeniami witaminy C w grupie kontrolnej w kolejnych
badaniach, pomiedzy poczatkiem badania a miesigcami 3, 6, 9,112 (ryc. 3). Najwyzsze steZenia
witaminy C stwierdzono w jesieni, a najnizsze stezenia witaminy C na wiosng. W badanej
grupie stwierdzono poréwnywalne stezenia witaminy C na poczatku badania (jesier) i 12

miesiecy po rozpoczeciu badania.

Tabela X. Stezenia witaminy C w trakcie kolejnych badan w grupie kontrolnej.

Mediana Minimum Maksimum Rozstep
Okres badania  Pory roku

(umol/1) (umol/1) (umol/1) (umol/1)

Poczatek jesient 81,91 65,15 141,70 20,90

3 mies. zima 55,54 23,03 90,72 19,86

6 mies. wiosna 39,44 12,98 79,20 25,22

9 mies. lato 65,69 43,09 82,07 17,34

12 mies. jesien 82,95 66,43 134,17 19,59
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Stezenie witaminy C (umol/l)
160 T T T T T T T

140 t T

120 |

100

60
m]
40t o |
20 | -
0 ' ' - = ' 0  Mediana
poczatek 6 mies 12 mies [ 125%-75%
3 mies 9 mies I Min.-Maks.

(jesien) (zima) (wiosna) (lato) (jesien)

Rycina 3. Stezenia witaminy C w trakcie kolejnych badan w grupie kontrolne;j.

W tescie Manna-Whiney’a stwierdzono statystycznie znamienne réznice (p<0,05) pomiedzy
stezeniami witaminy C u chorych dializowanych i grupa kontrolng na poczatku obserwacji
(jesient) oraz po 3 (zima), 6 (wiosna) i 9 (lato) miesiacach. Srednie stezenia witaminy C w grupie
kontrolnej byty w analogicznych okresach wyzsze, a réznica byla statystycznie istotna w
poréwnaniu do grupy dializowanych. Po 12 miesigcach obserwacji (jesienl) stezenia witaminy

C nie r6znily sie istotnie miedzy obiema grupami (ryciny 4, 5, 6, 7 i 8).
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160

140 ¢ T

120 |

100

60 r

Stezenia witaminy C pmol/l
(0]
o
m]

40 |

20
o

7 . [ .
dializowani kontrola

O Mediana
[ ]25%-75%
grupa T Min.-Maks.
(jesien)

Rycina 4. Réznice w stezeniach witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi i grupa
kontrola na poczatku badania (jesien; p<0,001; Megializowani= 11,79 pmol/l; Mexontrola = 81,91
pmol/l).
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(zima)

Rycina 5. Réznice w stezeniach witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi i grupa
kontrola po 3 miesiacach obserwacji (zima; p<0,001; Meaiatizowani= 12,34 pmol/l; Mexontrola =
55,54 pmol/l).



90

80 r

70

Stezenie witaminy C pmol/l

2r

101

60

50

40 r

30T

m]

dializowani kontrola

grupa
(wiosna)

0 Mediana
[ ] 25%-75%
_[ Min.-Maks.

Rycina 6. Réznice w stezeniach witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi i grupa

kontrola po 6 miesiacach obserwacji (wiosna; p<0,001; Meaiatizowani= 6,78 pmol/l; Mexontrola =

39,44 pmol/l).
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Rycina 7. R6znice w stezeniach witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi i grupa

kontrola po 9 miesiacach obserwacji (lato; p<0,005; Mediatizowani= 45,46 pmol/l; Mexontrola =
65,69 pmol/l).
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Rycina 8. Réznice w stezeniach witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi i grupa
kontrola po 12 miesiacach obserwacji (jesien; p - NS; Meudiatizowani= 83,23 pmol/l; Mewontrola =

82,92 pmol/l).

Stosujac test Kolmogorowa-Smirnowa (tabele XI, XII i XIII), nie stwierdzono znamiennie
statystycznie réznic w stezeniach witaminy C pomiedzy niepalacymi (n=100) i palacymi w
calej badanej populacji (n=35). Roznice takie nie wystepowaly réwniez pomiedzy niepalacymi
(n=81) i palacymi (n=31) w obrebie grupy chorych dializowanych i niepalagcymi (n=19) i
palacymi (n=4) w obrebie grupy kontrolnej. W teScie Kolmogorowa-Smirnowa nie
stwierdzono réwniez znamiennych statystycznie réznic w stezeniach witaminy C pomiedzy
mezczyznami i kobietami w catej badanej populacji. Réznice takie nie wystepowaly takze

pomiedzy mezczyznami i kobietami w obrebie badanych grup (tabele XIV, XV i XVI).
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Tabela XI. Stezenia witaminy C u palacych i niepalacych w calej badanej populacji.

Okres

badania

Poczatek

3 mies.

6 mies.

9 mies.

12 mies.

Pory roku

jesien

zima

wiosna

lato

jesien

p>01

p>01

p>01

p>01

p>01

Srednia
palacy
(pmol/l)

31,75

27,98

17,91

55,61

90,07

Srednia
niepalacy
(pmol/l)

38,52

28,12

15,11

49,03

80,11

Odch. std
palacy
(pmol/1)

36,53

24,36

17,90

33,40

38,44

Tabela XII. Stezenia witaminy C u palacych i niepalacych w grupie chorych

dializowanych.

Okres

badania

Poczatek

3 mies.

6 mies.

9 mies.

12 mies.

Pory roku

jesien

zima

wiosna

lato

jesient

p>01

p>01

p>01

p>01

p>01

Srednia
palacy
(nmol/l)

18,63

18,51

11,57

53,37

90,40

Srednia
niepalacy
(pmol/l)

31,59

24,34

10,47

47,53

79,11

Odch. std
palacy
(pmol/l)

24,35

18,08

12,68

36,26

42,35

Odch. std
niepalacy
(pmol/l)

35,19

29,62

15,10

24,27

34,46

Odch. std
niepalacy
(pmol/l)

32,58

29,21

10,61

25,54

37,41
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Tabela XIII. Stezenia witaminy C u palacych i niepalacych w grupie kontrolnej.

Okres

Badania

Poczatek

3 mies.

6 mies.

9 mies.

12 mies.

Pory roku

jesien

zima

wiosna

lato

jesien

P

p>01

p>01

p>01

p>01

p>01

Srednia
palacy
(pmol/l)

90,06

59,38

39,90

65,62

88,90

Srednia
niepalacy
(pmol/1)

81,86

48,94

35,97

58,40

85,60

Odch. std
palacy
(pmol/l)

21,18

13,78

16,05

11,07

20,26

Odch. std
niepalacy
(pmol/1)

12,79

25,55

15,79

12,01

7,35

Tabela XIV. Stezenia witaminy C w zaleznosci od plci wszystkich badanych (chorzy

dializowani i grupa kontrolna).

Okres

badania

Poczatek

3 mies.

6 mies.

9 mies.

12 mies.

Pory roku

jesien

zima

wiosna

lato

jesient

p>01

p>01

p>01

p>01

p>01

Srednia
kobiety
(pmol/1)

40,54

31,22

21,13

57,27

94,56

Srednia

mezczyzni

(pmol/1)
28,28

25,72

14,39

51,88

83,18

Odch. std
kobiety
(pmol/1)

39,50

24,82

19,52

31,30

31,97

Odch. std
mezczyzni

(pmol/l)
33,07

26,06

14,93

31,68

40,43
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Tabela XV. Stezenia witaminy C w zaleznosci od pici u chorych dializowanych.

Okres Pory Srednia Srednia Odch.std | Odch. std

P . s . s

badania ok kobiety | mezczyzni | kobiety | mezczyzni

(umol) | (umoll) = (umoll) | (amol)

Poczatek jesien P>01 21,71 21,73 28,42 26,33
3 mies. zima P>01 17,27 21,44 16,84 23,54
6 mies. wiosna P>01 11,12 11,43 11,04 12,88
9 mies. lato P>01 53,90 50,89 35,96 32,99
12 mies. jesien P>0,1 99,34 81,96 37,10 42,16

Tabela XVI. Stezenia witaminy C w zaleznosci od plci w grupie kontrolnej.

Okres Srednia Srednia Odch. std Odch. std

badania Pory roku P kobiety mezczyzni kobiety | mezczyzni
(pmoll) | (umoll) | (amoll) | (pmol)

Poczatek jesien P>0,1 87,00 91,93 18,92 23,12

3 mies. zima p>01 56,50 60,00 14,82 19,94

6 mies. wiosna p>01 41,15 35,14 17,35 11,84

9 mies. lato p>01 65,71 61,30 11,24 11,76
12 mies. jesien p>01 85,97 93,30 17,71 20,53

Stosujac test Kolmogorowa-Smirnowa ( tabela XVII) nie stwierdzono réwniez znamiennych
statystycznie r6znic w stezeniach witaminy C w kolejnych badaniach u chorych,

dializowanych powyzej i ponizej 2 lat.
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Tabela XVII. Stezenia witaminy C w grupie chorych dializowanych powyzej i ponizej 2

lat.
Srednia Srednia
stezenia stezenia
Okres witaminy C lwitaminy C Odch. std Odch. std
badani Pory roku P y y dializa dializa
adania (mol/l) | (umol/) | o Lt
dializa dializa a a
>2 lat <2 lat
Poczatek jesien p>0,10 21,61 22,15 28,04 22,64
3 mies. zima p>0,10 18,33 28,56 18,02 33,74
6 mies. wiosna p>0,10 11,24 11,76 11,54 16,14
9 mies. lato p>0,10 52,64 48,12 33,41 37,31
12 mies. jesien p>0,10 86,47 94,26 41,07 43,52

5.1.2. Spadek stezen witaminy C podczas zabiegu hemodializy.

Korelacje pomiedzy redukcja stezenia witaminy C podczas hemodializy a badanymi
parametrami: ultrafiltracjg, Kt/V, kreatyning, transferyng, iPTH, albuming i ferrytyna
przedstawiono w tabelach XVIII - XXVI (poczatek obserwacji - jesieri; 3 mies. obserwacji -

zima; 6 mies. obserwacji - wiosna; 9 mies. obserwacji - lato; 12 mies. obserwacji - jesien).

Nie stwierdzono znamiennej statystycznie korelacji (w tesScie korelacji rang Spearmana)
pomiedzy spadkiem stezenia witaminy C podczas zabiegu hemodializy a nastepujacymi

parametrami: ultrafiltracja (tab. XVIII), Kt/V (tab. XIX) oraz stezeniem kreatyniny (tab. XX).

Nie stwierdzono réwniez znamiennej statystycznie korelacji (w tescie korelacji rang
Spearmana) pomiedzy przeddializacyjnym stezenia witaminy C a: Kt/V (tab. XXI), spadkiem
stezenia kreatyniny podczas hemodializy (tab. XXII), saturacja transferyny (tab. XXIII), iPTH
(tab. XXIV), stezeniem albumin (tab. XXV) oraz stezeniem ferrytyny (tab. XXVI).
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Tabela XVIII. Korelacje pomiedzy spadkiem stezenia witaminy C podczas hemodializy a
ultrafiltracja w kolejnych badaniach.

Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien -0,06 -0,620193 0,537
3 mies. zima -0,07 -0,603380 0,548
6 mies. wiosna -0,05 -0,556870 0,586
9 mies. lato -0,10 -0,676850 0,497
12 mies. jesiert -0,11 -0,740370 0,463

Tabela XIX. Korelacje pomiedzy spadkiem poziomu witaminy C podczas hemodializy a

Kt/V w kolejnych badaniach.

Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien 0,07 0,629415 0,531
3 mies. zima 0,10 0,535438 0,490
6 mies. wiosna 0,08 0,578222 0,531
9 mies. lato 0,09 0,496797 0,54
12 mies. jesien 0,06 0,441104 0,661

61



Tabela XX. Korelacje pomiedzy spadkiem stezenia witaminy C podczas hemodializy a

spadkiem stezenia kreatyniny w kolejnych badaniach.

Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien -0,16 -1,38753 0,169
3 mies. zima -0,09 -0,87746 0,276
6 mies. wiosna -0,10 -0,94343 0,247
9 mies. lato -0,14 -1,21245 0,175
12 mies. jesiert -0,17 -1,43566 0,101

Tabela XXI. Korelacje pomiedzy przeddializacyjnym stezeniem witaminy C a K/V.

Okres badania Pory roku R t(N-2) P
Poczatek jesien -0,14 -1,43535 0,165
3 mies. zima -0,03 -0,34355 0,563
6 mies. wiosna -0,11 -0,98943 0,235
9 mies. lato -0,05 -0,56570 0,422
12 mies. jesien 0,14 1,01213 0,274
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Tabela XXII. Korelacje pomiedzy przeddializacyjnym stezeniem witaminy C a spadkiem

stezenia kreatyniny podczas hemodializy.

Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien 0,10 1,05323 0,290
3 mies. zima 0,05 0,54892 0,423
6 mies. wiosna 0,07 0,84553 0,345
9 mies. lato -0,01 -0,23244 0,645
12 mies. jesien 0,12 1,00361 0,265

Tabela XXIII. Korelacje pomiedzy przeddializacyjnym stezeniem witaminy C a saturacja

transferyny.
Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien -0,08 -0,713350 0478
3 mies. zima -0,09 -0,786347 0,434
6 mies. wiosna 0,10 0,785672 0,435
9 mies. lato -0,03 -0,456589 0,673
12 mies. jesien -0,11 -0,753987 0,455

Tabela XXIV. Korelacja pomiedzy przeddializacyjnym stezeniem witaminy C a iPTH.
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Okres badania Pory roku R t(N-2) p

Poczatek jesiert 0,10 1,065556 0,289

Tabela XXV. Korelacje pomiedzy przeddializacyjnym stezeniem witaminy C a stezeniem

albumin.
Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien 0,06 0,593283 0,555
3 mies. zima 0,15 1,273364 0,207
6 mies. wiosna -0,03 -0,271266 0,787
9 mies. lato -0,02 -0,197302 0,844
12 mies. jesien -0,02 -0,197302 0,844

Tabela XXVI. Korelacje pomiedzy przeddializacyjnym stezeniem witaminy C a stezeniem

ferrytyny.

Okres badania Pory roku R t(N-2) p
Poczatek jesien 0,02 0,080418 0,937
3 mies. zima -0,11 -0,749942 0,457
6 mies. wiosna 0,18 1,494519 0,140
9 mies. lato 0,06 0,34725 0,673
12 mies. jesien 0,03 0,165059 0,870
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5.1.3. Analiza ankiet dietetycznych.

W analizie poréwnywano wyniki uzyskane z badan ankietowych u 30 (16 M, 14 K)
chorych dializowanych i 20 (6 M i 14 K) ochotnikéw z grupy kontrolnej. Przedstawiono je w
tabeli XXVII. Ze wzgledu na brak rozkladu normalnego (p<0,05 w tescie Shapiro-Wilka dla
wiekszoséci zmiennych) w analizie statystycznej wykorzystano testy nieparametryczne, a
zmienne przedstawiono jako mediane, rozstep miedzykwartylowy i zakres (minimum-
maksimum).

Srednia ilog¢ spozywanej dobowo witamy C w grupie chorych dializowanych wynosita w I
kwartale (wiosna) - 86,9 mg, w II kwartale (lato) wynosita - 69,3 mg, w kwartale III (jesieri) -
75,5 mg, a kwartale IV (zima) - 69,3 mg/dobe. Najnizsza $rednia iloé¢ spozywanej witaminy
C wystepowata w II kwartale (lato) i w kwartale IV (zima), wynoszaca w obu okresach - 69,3
mg/dobe. Najwyzsze spozycie witaminy C wystepowato na wiosne - 86,9 mg (tab. XXVII).
Srednia iloé¢ spozytej dobowo witaminy C w grupie kontrolnej wynosita w I kwartale
(wiosna) 113,0 mg, w II kwartale (lato) wynosita - 155,9 mg, w III kwartale (jesieri) - 92,8 mg,
a kwartale IV (zima) - 95,8 mg. Najnizsza érednia iloé¢ spozytej witaminy C wystepowata w
III kwartale (jesient) - 92,8 mg. Najwyzsze Srednie spozycie witaminy C wystepowato w lecie
- 155,9 mg (tab. XXVII).

Srednia ilog¢ spozywanego dobowo potasu w grupie chorych dializowanych wynosita w I
kwartale (wiosna) - 1048,9 mg, w Il kwartale (lato) wynosita - 1009,5 mg, w kwartale III (jesierh)
- 12194 mg, a kwartale IV (zimie) - 1112,5 mg. Najnizsze Srednie spozycie potasu
wystepowatlo w II kwartale (lato) - 1009,5 mg. Najwyzsze S$rednie spozycie potasu
wystepowato w jesieni - 1219,4 mg (tab. XXVII).

Srednia ilos¢ spozytego dobowo potasu w grupie kontrolnej wynosita w I kwartale (wiosna) -
1099,6 mg, w II kwartale (lato) wynosila -1303,4 mg, w kwartale III (jesiert) - 974,1 mg, a
kwartale IV (zima) - 1122,0 mg. Najnizsze érednie spozycie potasu wystepowato w III
kwartale (jesiert) - 974,1 mg. Najwyzsze $rednie spozycie potasu wystepowato w lecie - 1303,4

mg (tab. XXVII).
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Tabela XXVIL Srednia iloéé spozytego dobowo potasu i witaminy C w badanych grupach

(dializowani i grupa kontrolna na podstawie danych uzyskanych z ankiet dietetycznych)

oraz czasokres dializowania.

Czasokres
dializowania

( w miesiacach)

Potas (mg)

Witamina C (mg)

Potas (mg)

Witamina C (mg)

Potas (mg)

Witamina C (mg)

Potas (mg)

Witamina C (mg)

Mediana

48,0

1048,9

86,9

1009,5

69,3

12194

75,5

1112,5

69,3

Dializowani
Min Maks
0,0 162,0 44,00

Kwartal I (wiosna)

330,0 | 1944,7 | 470,07
22,2 229,1 64,69
Kwartal II (lato)
317,0 | 3948,3 | 336,23
17,7 354,6 62,59

Kwartal III (jesien)

3914 | 49051 | 685,36
28,2 396,6 51,57

Kwartal IV (zima)

4334 | 19664 | 402,77
30,4 197,6 42,10

Rozstep Mediana

1099,6

113,0

1303,4

155,9

974,1

92,8

1122,0

95,8

Grupa kontrolna

Min |Maks | Rozstep
558,6 | 26189 | 484,60
35,6 2384 | 86,02
713,0 | 2443,5 1020,25
52,5 480,7 | 183,34
343,7 | 17889 | 572,51
28,1 267,6 | 74,20
624,2 | 2617,0 | 265,37
48,9 2379 | 66,30
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W tescie Kolmogorowa-Smirnowa znamiennie statystycznie réznice w spozyciu pomiedzy

chorymi dializowanymi i grupa kontrolng (p<0,01) wykazywano w przypadku: witaminy C -

w kwartale II (lato) (wyzsze u grupy kontrolnej), potasu - w kwartale III (jesiert) (wyzsze u

chorych dializowanych!). Wyniki przedstawiono na rycinach 91i 10.

Zmienna: Witamina C - kwartat Il (lato)

500

400 |
g 300 |
(@)
>
=
}S 200
2
2 O
[&]
>
N
g8 100}
%)

u|
O L
-100
Dializowani Kontrola

Grupa

O Mediana
[ ] 25%-75%
—1_ Min.-Maks.

Rycina 9. Réznice w Sredniej ilosci spozycia witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi

i grupa kontrolna.
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Zmienna: Potas kwartat lll (jesien)
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Rycina 10. Réznice w Sredniej iloSci spozycia potasu pomiedzy chorymi dializowanymi i

grupa kontrolna w kwartale III (jesien).

W populagji kontrolnej w kolejnych kwartatach stwierdzono znamienne statystycznie (p<0,05
test ANOVA Friedmana) réznice spozycia witaminy C (ryc. 11). Najnizsza érednia iloé¢
spozytej witaminy C wystepowata w III kwartale (jesiert). NajwyzZsze érednie spozycie

witaminy C wystepowato w II kwartale (lato).
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Zmienna: Witamina C (okres roczny)
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Rycina 11. Réznice w Sredniej iloSci spozycia witaminy C w populacji kontrolnej w
kolejnych kwartalach (kwartal I - wiosna; kwartal II - lato; kwartal III - jesien; kwartal IV

- zima).

Nie stwierdzono (w teécie Kolomogorowa-Smirnowa) znamiennych statystycznie r6znic w
spozyciu badanych substancji pomiedzy mezczyznami (n=22) i kobietami (n=28), oraz

pomiedzy niepalacymi (n=41) i palacymi (n=9).

5.2. Analiza stezen witaminy C podczas dwumiesiecznej suplementacji
- II etap; drugi rok badania.

W analizie poréwnywano wyniki uzyskane u 68 chorych dializowanych (42 mezczyzn
tj. 61,8%, 26 kobiet tj. 38,2%) (wczesniej wylaczono z obserwacji 2 chorych z powodu
pojawienia sie uczucia kwasnosci w jamie ustnej). W tej grupie badanych nie stwierdzono
niedoboru kwasu foliowego ani witaminy Biz. Stezenia iPTH powyzej 800 pg/ml wykazano u

10 chorych (17,2 %). Poziom toksyczny glinu (> 50 pg/l) stwierdzono u 8 chorych
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hemodializowanych (11,8 %). W zwiazku z faktem, iz niniejsza praca miata charakter
interwencyjno-obserwacyjny, chorych tych nie dyskwalifikowano z dalszego badania.

Ze wzgledu na brak rozkladu normalnego (p<0,05 w teécie Shapiro-Wilka dla wiekszosci
zmiennych), w analizie statystycznej wykorzystano testy nieparametryczne, a zmienne
przedstawiono jako mediang, rozstep miedzykwartylowy i zakres (minimum-maksimum).

Stezenie witaminy C pmol/I
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Rycina 12. Stezenia witaminy C przed suplementacja, po dwdch miesiacach jej stosowania
oraz dwa miesiace po zakoficzeniu u chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku

badania.

Po okresie suplementacji stezenie witaminy C w badanej populacji wzrosto znamiennie
statystycznie (p<0,00002 w tescie Wilcoxona). Po dwoéch miesigcach od zakoriczenia
suplementacji witaminy C jej stezenie powrdcito do wartosci zblizonych do wyjsciowych (p -

NS) (ryc. 13, 14).
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W tescie ANOVA Friedmana stwierdzono istotne statystycznie r6znice (p<0,00001) pomiedzy
stezeniami witaminy C po okresie suplementacji (wzrost stezenia) i po jej odstawieniu (spadek

stezenia) (ryc. 12).

Stezenia witaminy C (umol/l)
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Rycina 13. Stezenia witaminy C przed i po suplementacji u chorych dializowanych w II

etapie, drugiego roku badania.
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Stezenie witaminy C pmol/I
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Rycina 14. Stezenia witaminy C przed i dwa miesiace po zakoniczeniu suplementacji u

chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.

Tabela XXVIII. Analiza opisowa wzrostu stezenia witaminy C po suplementacji u chorych

dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.
Mediana Minimum Maksimum Rozstep

Wozrost stezenia
13,10039 -52,1686 118,2413 48,85022
witaminy C
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Tabela XXIX. Korelacje pomiedzy wzrostem stezenia witaminy C po suplementacji a

badanymi parametrami w grupie chorych dializowanych.

Zmienna R t(N-2) p
iPTH 0,02 0,169445 0,866
Stezenie glinu 0,01 0,068262 0,946
Ky VvV 0,21 1,645052 0,105
Ct/C0 kreatyniny -0,28 -2,20200 0,032
0,8
[¢]
0,7 °
06| 5

Ct/CO kreatyniny

0.2 : : : : : : : : :
60 40 20 0 20 40 60 80 100 120 140

Wzrost stezenia witaminy C po suplementac;ji

Rycina 15. Korelacja pomiedzy przyrostem stezenia witaminy C i stopniem

wydializowania kreatyniny u chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.
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Nie stwierdzono znamiennej statystycznie korelacji (w tescie korelacji rang Spearmana)
pomiedzy wzrostem stezenia witaminy C po suplementacji a $srednim stezeniem iPTH,
stezeniem glinu i érednig wartoécia Kt/V w badanym okresie (tab. XXIX). Stwierdzono
natomiast znamienng, statystycznie ujemna korelacje pomiedzy przyrostem stezenia

witaminy C a stopniem wydializowania kreatyniny (Ct/CO0) (ryc. 15).

Tabela XXX. Wplyw infekcji* w okresie suplementacji na wzrost stezenia witaminy C

u chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.

Srednia Srednia Odch. std Odch. std
P (infekcja) (bez infekcji) (infekcja) (bez infekcji)
Stezenie
witaminy C >0,10 25,65531 29,83459 41,79657 51,86192
(umol/l)

Nie stwierdzono wplyw infekcji w okresie suplementacji na wzrost stezenia witaminy C

podczas jej trwania (p - NS; test Kolmogorowa-Smirnowa) (tab. XXX).

Y niniejszym badaniu przyjeto zalozenie podazy antybiotyku p.o. lub i.v. w przypadku pojawienia sie objawow infekcji
uzasadniajacych rozpoczecie leczenia; tj. wzrost temperatury powyzej 38,0 °C, kaszlu ze zmianami w kontrolnym badaniu RTG

pluc lub innych zmian wskazujacych na obecno$¢ aktywnego stanu zapalnego.
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Dawki EPO podczas badania
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Rycina 16. Dawkowanie rHuEPO - j./tydziefi/pacjenta podczas suplementacji oraz w 2i 4

miesiace po jej zakoniczeniu u chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.

W teScie ANOVA Friedmana stwierdzono istotne statystycznie réznice (p<0,00001) w

dawkowaniu erytropoetyny w okresie suplementacji oraz w 2 oraz 4 miesigce po jej

zakoniczeniu (ryc. 16).

Jednoczesnie w tescie ANOVA Friedmana stwierdzono istotny statystycznie wzrost
(p<0,00001) wartos¢ srednich hematokrytu i stezenia hemoglobiny po okresie suplementacji

oraz w 2 i 4 miesigce po jej zakoriczeniu (ryc. 171 18).
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Rycina 17. Zachowanie sie wartosci hematokrytu (Hct) podczas badania u chorych

dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.
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Stezenie Hb podczas badania
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Rycina 18. Zachowanie sie stezenia hemoglobiny (Hb) u chorych dializowanych w II

etapie, drugiego roku badania.

Nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie zmian wartoéci MCV po okresie
suplementacji witaminy C w stosunku do wartosci uzyskanych na poczatku badania.
Podobnie stezenia ferrytyny nie zmienily sie istotnie podczas suplementacji oraz w 2 i 4
miesigce po jej zakoriczeniu (p - NS test ANOVA Friedmana).

Jednoczesnie w tescie ANOVA Friedmana stwierdzono istotny statystycznie wzrost (p<0,05)
saturacji transferyny i osoczowego stezenia zelaza po okresie suplementacji oraz w 2 i 4
miesigce po jej zakoriczeniu, przy jednoczesnie znamiennie (p<0,05) zmniejszonym jego

dawkowaniu (ryc. 19, 20, 21).
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Saturacja transferyny podczas badania
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Rycina 19. Saturacja transferyny u chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku

badania.
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Rycina 20. Stezenie zelaza w surowicy u chorych dializowanych w II etapie, drugiego

roku badania.
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Rycina 21. Dawki zelaza u chorych dializowanych w II etapie, drugiego roku badania.

W teScie Manna-Whitney’a zmiany stezenia hemoglobiny po suplementacji witaminy C w

stosunku do wartosci przed suplementacja nie r6znily si¢ pomiedzy grupami pacjentéw bez i

z ciezka nadczynnoécia przytarczyc w momencie zakoriczenia suplementacji (ryc. 22), w 2

miesigce po jej zakoniczeniu (ryc. 23) i w 4 miesigce po jej zakoriczeniu (ryc. 24).
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Koniec suplementaciji
5 . . .

Wzrost stezenia hemoglobiny g/dl

4 : - s

<800 pg/ml >800 pg/ml
iPTH

0 Mediana
[ ]25%-75%
—[ Min.-Maks.

Rycina 22. Zmiany stezenia hemoglobiny u chorych dializowanych w II etapie, drugiego

roku badania w momencie zakoficzenia suplementacji witaminy C w stosunku do wartosci

przed suplementacja w zaleznosci od wartosci iPTH.
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2 miesigce po zakonczeniu suplementacji
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Rycina 23. Zmiany stezenia hemoglobiny u chorych dializowanych w II etapie, drugiego

roku badania w 2 miesiace po zakonczeniu suplementacji witaminy C w stosunku do

wartoSci przed suplementacja.
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4 miesigce po zakonczeniu suplementacji
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Rycina 24. Zmiany stezenia hemoglobiny u chorych dializowanych w II etapie, drugiego
roku badania w 4 miesiace po zakonczeniu suplementacji witaminy C w stosunku do

wartosci przed suplementacja w zaleznosci od wartosci iPTH.

W teScie ANOVA Friedmana nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w
dawkowaniu rHuEPO potrzebnym do uzyskania wzrostu o 1 g/dl stezenia hemoglobiny w
grupach pacjentéow z poziomem iPTH ponizej i powyzej 800 pg/ml od rozpoczecia
suplementacji witaminy C do 4 miesiecy po zakoniczeniu suplementacji. Dawki rHuEPO
potrzebne do uzyskania wzrostu wartosci o 1 g/dl hemoglobiny nie réznily sie¢ pomiedzy
chorymi z wartosci iPTH powyzej i ponizej 800 pg/ml we wszystkich miesigcach obserwacji

(ryc. 251 26).
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Rycina 25. Tygodniowe dawki rHuEPO na g/dl hemoglobiny u chorych z iPTH<800 pg/ml

na poczatku i koficu suplementacji witaminy C oraz w 2 i 4 miesiace po jej zakoficzeniu.
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Rycina 26. Tygodniowe dawki rHuEPO na g/dl hemoglobiny u chorych z iPTH>800 pg/ml

na poczatku i koncu suplementacji witaminy C oraz w 2 i 4 miesiace po jej zakoficzeniu.

W teScie Manna-Whitney’a zmiany stezenia hemoglobiny po suplementacji witaminy C w
stosunku do wartosci przed suplementacja nie r6znily si¢ pomiedzy grupami pacjentéw bez i
z toksycznym poziomem glinu w momencie zakoniczenia suplementacji (ryc. 27) i w 2 miesiace
po jej zakoniczeniu (ryc. 28).

W 4 miesigce zakonczeniu suplementacji wzrost stezenia hemoglobiny byt znamiennie

statystycznie (p<0,003) wigkszy w grupie chorych z toksycznym poziomem glinu (ryc. 29).
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Rycina 27. Zmiany stezenia hemoglobiny w momencie zakoficzenia suplementacji

witaminy C w stosunku do wartosci przed suplementacja w zaleznosci od toksycznego

stezenia glinu.

85



2 miesigce po zakonczeniu suplementacji
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Rycina 28. Zmiany stezenia hemoglobiny 2 miesiace po zakonczeniu suplementacji

witaminy C w stosunku do wartosci przed suplementacja w zaleznosci od toksycznego

stezenia glinu.
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Rycina 29. Zmiany stezenia hemoglobiny 4 miesiace po zakonczeniu suplementacji
witaminy C w stosunku do wartosci przed suplementacja w zaleznosci od toksycznego

stezenia glinu.

W teScie ANOVA Friedmana nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w
dawkowaniu rHuEPO potrzebnym do uzyskania wzrostu o 1 g/dl stezenia hemoglobiny w
grupach pacjentow z nietoksycznym i toksycznym poziomem glinu od rozpoczecia

suplementacji witaminy C do 4 miesiecy po zakoriczeniu suplementacji (ryc. 30).

87



1600
§
S 1400
=
>
£
g 1200
>
o
g
< 1000 f
o
>
g
o 800 r
o
L
=}
L 600}
g
2
3
< 400r
=
K=l
5
S 200
>
'_
0

Nietoksyczne stezenie glinu

m]

Poczatek supl.

Koniec supl.

2 mies. po supl.

4 mies. po supl.

0 Mediana
[ ] 25%-75%
"1 Min.-Maks.

Rycina 30. Tygodniowe dawki rHuEPO na g/dl hemoglobiny u chorych z nietoksycznym

stezeniem glinu na poczatku i koficu suplementacji witaminy C oraz w 2 i 4 miesiace po jej

zakonczeniu.

Chorzy z toksycznym stezeniem glinu wymagali w stosunku do chorych z nietoksycznym

poziomem glinu wigekszych dawek rHuEPO w celu uzyskania 1 g/dl hemoglobiny we

wszystkich miesigcach obserwacji, jednak réznice te nie byly znamienne statystycznie (ryc.

31).
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Rycina 31. Tygodniowe dawki rHuEPO na g/dl hemoglobiny u chorych z toksycznym
stezeniem glinu na poczatku i koficu suplementacji witaminy C oraz w 2 i 4 miesiace po jej

zakonczeniu.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono znamiennie nizsze stezenia witaminy C
(ponizej normy) w grupie chorych hemodializowanych w poréwnaniu do grupy referencyjnej
0sob zdrowych. Podczas zabiegu hemodializy stezenie witaminy C w surowicy chorych
hemodializowanych obniza si¢ o okoto 45%. Nie stwierdzono statystycznie znamiennej
korelacji pomiedzy spadkiem stezenia witaminy C podczas zabiegu hemodializy a
nastepujacymi parametrami: ultrafiltracja, wskaznikiem Kt/V oraz stezeniem kreatyniny.

U pacjentow hemodializowanych, mimo zalecanej podazy witaminy C (60 mg/dobe), jej
stezenie w surowicy utrzymywalo sie zawsze ponizej normy, z obserwowanym znaczacym

spadkiem jej stezenia w surowicy w okresie wiosennym.
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U os6b zdrowych osiggnieto zalecang podaz witaminy C (60 mg/dobe). W okresie jesieni i
zimy wyliczona na podstawie ankiet dietetycznych $rednia dobowa iloé¢ spozytej witaminy
C wynosita < 100 mg/dobe, bedac najpewniej przyczyna zmniejszenia zapaséw ustrojowych
i obnizZenia stezenia witaminy C w surowicy do wartosci ponizej normy w okresie wiosny.
Sugeruje to, ze proponowane przez Kallnera i wsp. zwiekszenie RDA dla witaminy C do 100
mg/dobe u zdrowej populacji posiada logiczne uzasadnienie.

Potwierdzono sezonowo$¢ zmian stezenia witaminy C w obu badanych grupach, z
szczegblnym jego zmniejszeniem po okresie jesienno-zimowym. Za celowe dziatanie uznac
mozna zwiekszenie podazy witaminy C u os6b zdrowych w wymienionym okresie.
Stwierdzono istotnie statystyczny wzrost wartosci hematokrytu oraz stezenia hemoglobiny
po zakoriczeniu suplementacji witaminy C oraz 2 i 4 miesigce p6zniej.

Stwierdzono istotnie statystyczny wzrost saturacji transferyny i stezenia zelaza w surowicy
(przy jednoczesnie znamiennie zmniejszonym jego dawkowaniu) po okresie suplementacji
oraz 2 i 4 miesigce po zakoficzeniu suplementacji witaminy C.

Po okresie suplementacji witaminy C oraz 2 i 4 miesigce pdzniej stwierdzono zmniejszenie
zapotrzebowania na rHuEPO z 3000 j./tydz./pacjenta do 2000 j./tydz./pacjenta, przy
utrzymaniu zakladanych stezeri Hb.

Mozna przypuszczaé, ze doprowadzenie do prawidlowego stezenia witaminy C w surowicy
u chorych hemodializowanych umozliwitoby dalsze zmniejszenie dawki rHuEPO, gdyz
suplementacja witaminy C podczas HD ulatwia uwalnianie zmagazynowanego zelaza i
poprawia odpowiedzZ na leczenie erytropoetyny. Praktyczng obserwacja dokonang w trakcie
pracy jest przekonanie, ze przy podazy witaminy C u pacjentéw hemodializowanych

powinno monitorowac si¢ jej stezenie w surowicy.
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5. DYSKUSJA

Na skutek szeroko zakrojonych akcji popularyzacyjnych, programéw prozdrowotnych
i profilaktycznych dziataii w ostatniej dekadzie - na calym $wiecie, jak réwniez w polskiej
populacji - zmienity sie poglady dotyczace zdrowej diety. Obecnie spozywa sie znacznie
wiecej Swiezych owocéw i jarzyn, zwracajagc uwage na ilos¢ witamin - a w szczegdlnosci
witamin antyoksydatywnych, jak witamina C (18, 97, 99, 115). Nalezy pamietac o istniejgcej w
zdrowym organizmie czlowieka réwnowadze pomiedzy reakcjami antyoksydacyjnymi a
prooksydacyjnymi. Zaburzenie tej réwnowagi prowadzi do stanu nazywanego stresem
oksydacyjnym. Wplywa on na funkcje blon cytoplazmatycznych, doprowadzajac do
zaburzenia ich przepuszczalnodci i - w koncowym efekcie - do ich depolaryzacji i do
uszkodzenia DNA. Istnieje réwniez mozliwoéc¢ aktywacji protoonkogenéw do onkogenéw, co
moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju choréb nowotworowych. Relacje pomiedzy zmianami
poziomu wytwarzania rodnikéw tlenowych a procesami chorobowymi i zapalnymi sa $ciéle
ze soba powiazane. Odczyn zapalny jest reakcja ochronna organizmu, ktéry bronigc sie
doprowadza do uszkodzenia wiasnych tkanek. W miejscu toczacego sie procesu zapalnego
gromadza si¢ aktywowane fagocyty oraz dochodzi do uwalniania reaktywnych form tlenu, co
moze doprowadzi¢ do powstania stresu oksydacyjnego.

Pacjenci hemodializowani sa podatni na wystgpienie niedoboru witamin
rozpuszczalnych w wodzie, takich jak kwas foliowy, witamina B1,, witamina Be i witamina C,
mechanizm ktérego przestawiono w wstepie pracy (41, 62, 72, 106, 110, 168). Niedobory
witaminowe (znane i domniemane) moga wptywaé na chorobowos¢ w grupie tych chorych.
Wzrost wytwarzania wolnych rodnikéw podczas HD z towarzyszaca redukcja wielu
antyoksydantéw przesuwa delikatng réwnowage w strone prooksydantéw, stwarzajac
mozliwos¢ rozwoju stresu oksydacyjnego. Dotyczy to zwlaszcza stanéw chorobowych, do
ktérych zaliczamy amyloidoze, choroby sercowo-naczyniowe, miazdzyce naczyn, choroby
nowotworowe. Dolaczajac sie¢ do PNN - skutki stresu oksydacyjnego moga powodowac
dalsze, stopniowe pogorszenie stanu klinicznego chorego. Réwnoczesnie, nasilajaca sie w
trakcie hemodializy utrata zwigzkéw drobnoczasteczkowych, bedacych regulatorami
enzymow bariery antyoksydacyjnej, poglebia zaburzenia réwnowagi pomiedzy stanem
prooksydacyjnym a antyoksydacyjnym.

W przeprowadzonych badaniach, w pierwszym roku obserwacji poddano analizie
stezenia witaminy C w grupie chorych hemodializowanych i poréwnano je z wynikami

uzyskanymi w grupie referencyjnej oséb zdrowych.
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Sredni spadek stezenia witaminy C po HD (wyrazony w procentach) wynosit w okresie

jesiennym - 50,41 %, w zimie - 69,45 %, na wiosne - 38,94 %, a w lecie - 47,16 %. Laczny $redni
spadek stezenia witaminy C w surowicy po przeprowadzeniu HD ksztaltowal sie w zakresie
45,04 % (tab. VIII). Wyniki tej pracy sa zgodne z wynikami uzyskanymi przez innych autoréw,
co potwierdza wczedniejsze spostrzezenia o mozliwosci pozaustrojowej eliminacji tej
witaminy na drodze HD.
Bohm i wsp., Ha i wsp. oraz Wang i wsp. w trakcie prowadzenia badarh nad stezeniem
witaminy C u pacjentow hemodializowanych wykazali, Zze po zabiegu dializy nastepuje
zmniejszenie stezenia witaminy C o okoto 33 % do 50 % w stosunku do wartosci wyjsciowych
(11, 64, 168). W okresie przeddializacyjnym stezenia witaminy C w poréwnaniu do przyjetych
wartosci prawidlowych sa niskie (0 - 38 umol/l). Wang i wsp. wykazali, ze w surowicy 16
sposrod 19 pacjentow stezenie kwasu askorbinowego bylo ponizej 23 umol/L
Zaobserwowano ponadto, ze stezenia witaminy C w surowicy ksztaltowaly sie znacznie
ponizej przyjetego zakresu norm (39 - 84 umol/l), stwierdzanego u o0séb zdrowych (168).
Wyliczony przez Wanga i wsp. klirens dializatora dla kwasu askorbinowego byl wysoki (w
zakresie 190 - 272 ml/min., przy Sredniej wartosci przeptywu krwi 288 ml/min. oraz
przeptywie dializatu 500 ml/min.), co potwierdzato wyniki uzyskane przez innych badaczy
(152). Wydaje sie to w pelni uzasadnione, majac na uwadze malq mase czasteczkowa (176,14
g/mol) oraz jonowy charakter czasteczki. Dariwal i wsp. (42) uzywajac metody HPLC
wykazali, ze witamina C nie wigze si¢ w znaczacym stopniu z biatkami osocza, co jest
kolejnym czynnikiem utatwiajacym jej utrate w trakcie dializy. Wartoéci klirensu witaminy C
pokrywaja sie z danymi dotyczacymi wartosci klirensu kreatyniny i mocznika, ktére zostaty
okreslone dla dializatora in vitro. Rocco i wsp. (133) stwierdzili, ze wartoéci wydalania na
drodze klirensu dla witaminy C zmieniaja sie w zakresie 80 do 280 mg/zabieg hemodializy,
Morena i wsp. - od 8 do 230 mg/zabieg (Srednio 66 mg/zabieg hemodializy), co odpowiada
utracie witaminy C w ilosci ok. 200 mg/tydzien, a Bakaev i wsp. - 132,0 + 13,6 mg/ zabieg (4,
116). Biorac pod uwage wysokie wartosci klirensu, obserwowany spadek stezenia kwasu
askorbinowego w osoczu podczas zabiegu hemodializy jest umiarkowany (Srednio o 33 %).
Nalezatoby sie jednak zastanowi¢, czy informacje te przekladaja sie w wiekszosci stacji dializ
na zalecenia zwiekszenia podazy witaminy C w diecie lub uzupelnienia w innej formie?

Dane dotyczace objetosci dystrybucji dla kwasu askorbinowego réznig sie, lecz
wskazuja na duze jej wartosci dla tej witaminy, co ttumaczy zakres spadku jej stezenia w czasie
HD (9, 80). Miedzyosobnicza zmiennoé¢ objetosci dystrybucji oraz obecnosé

zmagazynowanych rezerw kwasu askorbinowego w ustroju przyczyniaja sie réwniez do
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zréznicowanej odpowiedzi poszczegdlnych chorych na dialize (168). Srednie stezenia
witaminy C oraz procentowa zmiane przed i po hemodializie w zaleznosci od pér roku u
badanych w tej pracy chorych przedstawiono na ryc. 1.
W badaniu przeprowadzonym przez Morene i wsp., dotyczacym konwekcyjnej i dyfuzyjnej
utraty witaminy C podczas hemodiafiltracji (HDF) w odpowiedzi na stres oksydacyjny,
obserwowano znamienne obniZenie sie stezenia witaminy C w osoczu po zabiegu. Zabieg
HDF wiazat sie z istotnym obnizeniem stezeri witaminy C (1,87 + 1,57 pg/ml przed HDF i 0,98
*+ 0,68 ng/ml po HDF) (116). W praktyce oznacza to ryzyko eliminacji wiekszych ilosci
witaminy C z organizmu chorych na drodze klirensu konwekcyjnego.

W przeprowadzonych badaniach wtasnych wykazano spadek stezenia witaminy C po
HD wynoszacy od 38,94 % do 69,45 %. Wstepnie wysunieto teze, ze im diuzej trwa okres
leczenia pacjenta hemodializg, tym nizsze powinno by¢ Srednie stezenie witaminy C w
surowicy. Tezy tej nie potwierdzono, gdyz nie stwierdzono znamiennych statystycznie r6znic
w stezeniach witaminy C w kolejnych badaniach u chorych dializowanych powyzej i ponizej
2 lat (tab. XVII).
Kolejne robocze hipotezy w trakcie realizowania badar obecnej pracy zakladaly, ze stezenia
witaminy C powinny by¢ tym nizsze im wieksza bedzie ultrafiltracja podczas HD, im wyzszy
bedzie wskaznik dializy Kt/V (> 1,2) i im wyzsze bedzie przeddializacyjne stezenie
kreatyniny podczas kolejnych badan. Po analizie uzyskanych wynikéw nie stwierdzono
znamiennej statystycznie korelacji pomiedzy spadkiem stezenia witaminy C podczas
hemodializy a powyzszymi parametrami. Nie potwierdzono istnienia korelacji pomiedzy
przeddializacyjnym stezeniem iPTH, albuminy, ferrytyny, stopniem wysycenia transferyny
zelazem a stezeniem witaminy C w surowicy 0s6b hemodializowanych (tabele XVIII - XXVI).

Rocco i Machoff w 1997 roku, ocenili podaz witaminy C w populacji pacjentow
hemodializowanych z potudniowo-wschodnich obszaréw Stanéw Zjednoczonych, ktéra
wynosita 53,5 + 26,1 mg/dobe (zakres 14,6 + 125,4 mg/dobe). Srednia utrata witaminy C w
trakcie pojedynczej sesji dializacyjnej wynosita 125 mg (133). Populacja chorych
hemodializowanych poddana badaniu w niniejszej pracy spozywata wiecej witaminy C. Na
podstawie przeprowadzonych ankiet zywieniowych ustalono, ze spozycie wynosilo srednio
od 69,3 do 86,9 mg/dobe. Suplementacja witaminy C w iloéci 60 mg/dobe moze okazac sie
niewystarczajaca u pacjentéw z niska podaza witaminy C w diecie oraz przy jej typowej
utracie podczas dializy. Natomiast dawka 200 mg/dobe moze prowadzi¢ do wzrostu stezenia
witaminy C w surowicy i do wzrostu ryzyka wystapienia podwyzszonego stezenia

szczawiandéw - a w konsekwencji - do oksalozy (62, 87, 133, 145, 165). Trzykrotny wzrost
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stezen szczawianéw w surowicy obserwuje sie w sytuacji, gdy podaz witaminy C wynosi 500
do 1000 mg/dobe (133, 144). W niniejszym badaniu podaz witaminy C w pozywieniu byla
powyzej zalecanych norm, co jednak nie zabezpieczato prawidlowego stezenia witaminy C w
surowicy w grupie pacjentéw hemodializowanych. W grupie tej nie stwierdzono spozycia
powyzej 86,9 mg/dobe, a tym samym nie doprowadzono do podwyzszenia stezenia
szczawianéw w surowicy. Powyzsze dane odnosza sie réowniez do drugiego roku badania,
kiedy suplementowano witamine C dozylnie (dawka 200 mg witaminy C i.v., po HD, 3 x w
tygodniu) a Srednia, dzienna dawka witaminy C wynosita nadal ponizej 100 mg. Podczas
innych badarn nad suplementacja witaminy C u pacjentéw hemodializowanych w ilosci 50 do
100 mg/ dobe wykazano niewielki wzrost lub brak wzrostu stezenia szczawianéw w osoczu.
Byly one jednak znamiennie wyzsze od obserwowanych u zdrowych uczestnikéw badania, z
prawidlowa czynnoscia nerek (133, 144, 145). W prowadzonym badaniu nie oznaczano
stezenia szczawiandw w surowicy w okresie suplementacji, poniewaz przy takiej matej dawce
zagrozenie wzrostem stezenia szczawianéw bylo minimalne.

Wysokie stezenia szczawianéw moga prowadzi¢ do przysépieszenia procesu uszkodzenia
nerek u chorych w okresie przeddializacyjnym, zwiekszaé¢ ryzyko wystgpienia zawatu
mieénia sercowego, uszkodzenia przetoki tetniczo-zylnej, ostabienia miesni i pojawienia sie
choroby kosci przez odktadanie si¢ krysztaléw szczawianéw w tkankach (69, 107, 110, 112,
133, 144, 145, 168). W badaniu przeprowadzonym przez Descombes’a i wsp. dotyczacym
stezert witamin rozpuszczalnych w wodzie u pacjentéw poddawanych hemodializie typu
high-flux, stwierdzono stezenia szczawiandw poréwnywalne, a nawet nizsze niz u pacjentéow
hemodializowanych nieotrzymujacych dodatkowej suplementacji (41). We wspomnianym
badaniu pacjenci dodatkowo otrzymywali witamine C doustnie w dawce 500 mg po kazdym
zabiegu hemodializy, 3 razy w tygodniu. Mozna wiec wysuna¢ wniosek, ze dodatkowa,
adekwatna podaz witaminy C nie nasila wtérnej oksalozy (41, 59). Marangella stwierdzil, ze
podczas hemodializy dochodzi do redukgji stezenia szczawianéw o 60 % oraz, ze wspodlczesne
procedury hemodializy moga przyczyniac sie do zapobiegania akumulacji szczawianéw w
organizmie, poniewaz ich usuwanie podczas typu high-flux hemodializy jest podobne do
wydalania szczawianéw u oséb zdrowych (111).

W Polsce nie przeprowadzano reprezentatywnych, ujednoliconych badarn nad
spozyciem witaminy C obejmujacych wieksze grupy populacyjne (10). Z réznorodnych
danych zawartych w publikacjach wynika, ze dzienne spozycie kwasu askorbinowego przez
mlodziez wynosito okoto 49 mg, przez dorostych mezczyzn - 45 do 55 mg - a przez kobiety -

okoto 35 mg (16). Sa to wartosci catkowicie nieodpowiadajace wynikom niniejszego badania,
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w ktérym dzienne spozycie witaminy C wynosito od 92,8 do 155,9 mg. Cytowane powyzej
polskie pisSmiennictwo pochodzi z wczesnych lat 90-tych ubieglego stulecia. Mozna przyjac¢
hipoteze, ze w okresie gromadzenia danych do podobnych publikacji, dieta polska byla
ubozsza w witaminy w stosunku do obecnego okresu. W badaniu przeprowadzonym przez
Smorczewska-Czupryniska i wsp. w roku 2003 (148), oceniono zawarto$¢ witamin
antyoksydacyjnych w poszczegélnych porach roku w diecie mlodziezy gimnazjalnej
zamieszkatej w rejonie Bialegostoku. Ocene sposobu zywienia przeprowadzono metoda
wywiadu zywieniowego z ostatnich 24 godzin przed badaniem wg zaleceri Instytutu
Zywienia i Zywnosci w Warszawie. Zawartoéé witamin A i E w diecie mtodziezy w badanych
porach roku znacznie przekraczala zalecane normy. Najprawdopodobniej miato to zwigzek z
wyzszym od zalecanego spozyciem tluszczéw przez badane osoby. Zawartos¢ witaminy C w
analizowanych jadlospisach takze przekraczala zalecang norme. W dietach dziewczat w
sezonie wiosennym norma ta byla przekroczona dwukrotnie. Badane dziewczeta
charakteryzowaly sie niska masg ciala, a ich gléwnym positkiem byl przewaznie obiad, w
sklad ktérego wchodzily duze ilosci jarzyn (148). Jednak nie oznaczono stezenia
wymienionych witamin w surowicy badanych i nie mozna byto stwierdzi¢, jak u ocenianych
0sob ma sie ilos¢ spozytych w pokarmie witamin w stosunku do poziomu witaminy Ei Cw
surowicy krwi.

Badania ostatnich lat, m.in. The Second National Health and Nutrition Survey - NHANES
I, badania Lykkesfeldtin i wsp. oraz Steinberg i wsp., przeprowadzone u mezczyzn palacych
papierosy wykazaly, ze ich dzienne zapotrzebowanie na witamine C bylo wyzsze o okoto 40
% w stosunku do zdrowej populacji jak réwniez, ze jest ona gléwnym czynnikiem
antyoksydacyjnym, ktérego stezenie ulega zmniejszeniu u palacych papierosy (98, 99, 150).
Catkowite stezenie witaminy C w osoczu 0s6b palacych moze ulec normalizacji w wyniku
umiarkowanej suplementacji tq witamina, tj. okoto 140 mg/dobe (99, 150). Dym papierosowy
zawiera wiele reaktywnych zwigzkéw tlenowych. Dlatego tez palacze sa poddawani
nieustannemu stresowi oksydacyjnemu (115, 150). Ekspozycja na dym papierosowy prowadzi
do nasilenia oksydatywnego uszkodzenia DNA oraz do wzmozenia peroksydacji lipidéw,
czego odzwierciedleniem jest wzrost stezenia krazacych F2-izoprostanéw (produktu
ubocznego proceséw utleniania kwasu arachidonowego) (18, 150). Wszystkie te procesy
prowadza do zwigkszenia wrazliwosci LDL na reakcje oksydacyjne i do przys$pieszenia
powstawania miazdzycy u palaczy tytoniu (1, 99, 142, 150).

Kolejnym, istotnym czynnikiem inicjujacym aterogeneze jest adhezja leukocytéw do

endotelium. Palacze tytoniu posiadaja nizsze stezenie witaminy C w surowicy w poréwnaniu
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do niepalacych, a monocyty izolowane od oséb palacych wykazuja zwiekszong adhezje do
komoérek endotelialnych. Weber i wsp. (18) suplementowali witamine C palaczom w dawce
2000 mg/d przez 10 dni, powodujac zwigkszenie jej stezenia w osoczu z 48 do 83 pmol/],
zmniejszajac  réwnocze$nie w znacznym stopniu adhezje monocytéw do komorek
endotelialnych. Badania in vitro wykazaly, ze fizjologiczne stezenia witaminy C moga
spowodowaé zwiekszenie produkgji prostaglandyn (PGE; i PGI»), co w efekcie prowadzi do
zmniejszenia agregacji krwinek ptytkowych i obnizenia tendencji do tworzenia sie skrzeplin.
Hamowanie biosyntezy prostacykliny PGI, oraz blokowanie uwalniania NO ze érédbtonka
naczyn powoduje powstanie stresu oksydacyjnego, co stanowi jeden z elementéw rozwoju
miazdzycy. W hamowaniu biosyntezy prostacykliny PGI biora udziat rodniki hydroksylowe
OH’, ktore s selektywnymi inhibitorami syntezy prostacykliny. Rodniki O, unieczynniaja
NO z wytworzeniem wysoce toksycznego i nietrwalego zwigzku nadtlenoazotynu ONOOH
bedacego Zrédlem OH" (18, 22, 29, 173).

W niniejszej pracy, opierajac si¢ na powyzszych doniesieniach, badano stezenia
witaminy C w obrebie grupy chorych dializowanych oraz grupy kontrolnej. W wynikach
przedstawionych tabelach XI, XII, XIII nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w
stezeniach witaminy C pomiedzy niepalacymi i palagcymi w badanych grupach. Sa to wyniki,
ktoére nie potwierdzaja rezultatéw innych badaczy nad kwestiag korelacji palenia tytoniu i
stezenia witaminy C, zakladajac, ze mocznica ,per s¢” nie wywiera tu dodatkowego,
niekorzystnego wplywu.

Jednoznacznie wykazano istnienie r6znicy w zapotrzebowaniu na witamine C u kobiet
i u mezczyzn. Przy jednakowym spozyciu witaminy C, jej stezenie w surowicy bylo nizsze u
mezczyzn niz u kobiet. Aby uzyskac¢ to samo stezenie witaminy C w surowicy mezczyzni
musieli spozywac trzykrotnie wieksze jej ilosci (16).

W przeprowadzonych, wtasnych badaniach nie potwierdzono powyzszych tez. Nie
stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w stezeniach witaminy C pomiedzy
mezczyznami i kobietami w obrebie badanych grup (p. tabele XIV, XV i XVI).

W tabeli X przedstawiono stezenia witaminy C w kolejnych badaniach w grupie
kontrolnej (poczatek obserwacji - jesieri; 3 mies. obserwacji - zima; 6 mies. obserwacji -
wiosna, 9 mies. obserwagji - lato; 12 mies. obserwacji - jesiert). Wiemy, ze prawidlowe stezenie
kwasu askorbinowego w osoczu krwi cztowieka powinno wynosi¢ 54 - 76 umol/1 (123), a
zalecane w podreczniku Normy Zywienia Czlowieka 49,97 - 60,19 umol/l (16). W
przeprowadzonych badaniach bedacych przedmiotem niniejszej pracy, najwyzsze $rednie

stezenia stwierdzono w jesieni 81,91 umol/l, a najnizsze na wiosne 39,44 umol/l. Odnoszac
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sie¢ do cytowanych norm, w okresie wiosennym badana populacja kontrolna miata stezenia
witaminy C w surowicy ponizej normy. W sezonach jesiennych stezenia witaminy C siegaly
powyzej zalecanej normy (odpowiednio: 81,9 umol/11i 82,95 umol/1), a pozostate wyniki tj. w
zimie i w lecie (odpowiednio: 55,94 i 65,69 umol/1) miescily sie w granicach zalecanych norm.
Narycinie 3, w tescie ANOVA Friedmana, stwierdzono istotne statycznie réznice (p < 0,00001)
pomiedzy stezeniami witaminy C w grupie kontrolnej w okresie rocznej obserwacji. Mozna
stwierdzi¢, wystepowanie sezonowosci zmian stezern witaminy C w surowicy w grupie
kontrolnej, z najnizsza mediang $redniej wartosci stezeri w 6 miesigcu badania (na wiosne), a
najwyzsza na jego poczatku (w jesieni) i poréwnywalnym stezeniem po 12-miesiecznej
obserwacji (ponownie w jesieni). Analizujgc ankiety zywieniowe (tabela XXVII) w badanych
okresach, najwieksze spozycie witaminy C w grupie kontrolnej wystepowalo w lecie i
wynosito 1559 mg/dobe (jako érednia z 7-miu dni). Najwieksze spozycie potasu w
wymienionej grupie wystepowato réwniez w lecie i wynosito 1303,4 mg/dobe (jako $rednia z
7-miu dni), co przedstawiono w tabeli XXVII. Mozna przypuszczaé, ze w wyniku
zwiekszonego spozycia witaminy C i akumulacji w okresie letnim doszio do
ponadnormatywnego podwyzszenia stezenia witaminy C w surowicy w okresie jesiennym.
Natomiast najnizsze spozycie witaminy C w grupy kontrolnej wystepowalo w jesieni - 92,8
mg/dobe i w zimie - 958 mg/dobe (jako érednia z 7-miu dni). Mozna ponownie
przypuszczaé, ze w wyniku zmniejszonego spozycia witaminy C i braku jej akumulacji w
ustroju w okresie jesienno-zimowym doszlo do stopniowego obnizenia stezenia witaminy C
w surowicy w okresie zimowym i spadku stezenia ponizej normy w okresie wiosennym. Przez
caly rok zawartos¢ spozytej witaminy C w tej populacji byta zgodna z zalecanymi normami
RDA - 60mg/24 h (12, 15, 25,57, 71,73, 90, 97, 99, 123, 131, 150, 159, 174). W okresie jesienno-
zimowym iloé¢ witaminy C w diecie grupy kontrolnej (wg przeprowadzonych ankiet
zywieniowych) zabezpieczala dzienne zapotrzebowanie na witaming C. Obserwacje
poczynione w niniejszej pracy potwierdzaja natomiast istniejacq tendencje do wzrostu RDA
do wartosci 100 - 120 mg/dobe dla zdrowych niepalacych oséb, prowadzac do normalizacji
stezert w okresie wiosennym, a wiec - calorocznej stabilizacji stezenia witaminy C w surowicy
(18).

Stezenia witaminy C w populacji chorych dializowanych w kolejnych badaniach - na
poczatku obserwacji (jesient), oraz po 3 (zima), 6 (wiosna), 9 (lato) i 12 miesiacach (jesieri)
obserwacji - przedstawiono w tabeli IX oraz na rycinie 2. Obserwujac mediane wartosci stezen
(nie biorgc pod uwage dwunastego miesigca badania - jesierl), stezenia witaminy C w

surowicy we wszystkich porach roku byly ponizej zalecanej normy (odpowiednio: 11,79;
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12,34; 6,78; 45,46 pmol/l), tak jak stwierdzili Ha i wsp. (64), Wang i wsp. (168) oraz Bohm i
wsp. (11). Najnizsza mediang stezer stwierdzono w 6-tym miesigcu badania - na wiosne (6,78
umol/l) a najwyzsza mediang - w lecie (45,46 pmol/l) oraz po 12-miesiecznej obserwacji -
ponownie w jesieni (83,23 pmol/1). Wartos¢ 83,23 umol/I jest stezeniem witaminy C w
surowicy przekraczajaca zalecang norme dla tej witaminy. Wynik ten jest nieoczekiwany i
niewiarygodny w stosunku do oznaczonych w poprzednich okresach stezen. W odniesieniu
do ryciny 8, gdzie przedstawiono réznice w stezeniach witaminy C pomiedzy chorymi
dializowanymi a grupa kontrolng po 12 miesigcach badania, jedynie w tym okresie stezenia
witaminy C w populagji chorych dializowanych byty wyzsze od grupy kontrolnej i nie r6znity
sie istotnie statystycznie (p< 0,001). Na rycinach 4, 5, 6 i 7, w tescie Manna-Whiney’a
poréwnujac stezenia wykazano znamienne statycznie réznice (p < 0,05) w stezeniach
witaminy C pomiedzy chorymi dializowanymi a grupa kontrolng w okresie jednorocznej
obserwacji, stwierdzajgc znacznie nizsze wartosci stezenn witaminy C (ponizej zalecanej normy
dla tej witaminy) w populacji chorych dializowanych. Przyczyne wzrostu stezenia witaminy
C u pacjentéow hemodializowanych w dwunastym miesigcu badania mozna wyttumaczy¢
tym, ze w dziewiatym miesigcu (na koricu lata) przedstawiono tej grupie czeSciowe wyniki
stezenn tej witaminy. Mozna podejrzewad, iz informujac o istniejagcym niedoborze w
poprzednich okresach, pacjenci zaczeli przyjmowaé te witamine bez wiedzy lekarza
prowadzacego, pomimo jednoznacznie brzmiagcej prosby o powstrzymywaniu sie od
dodatkowej suplementacji witaminy C (np. w postaci drazetek lub innych witaminizowanych
preparatéw). W tym okresie nie prowadzono juz ankiet zywieniowych, nie mozna bylo wiec
poréwnac iloéci spozytej witaminy C w dwoch okresach jesiennych na przestrzeni roku.
Hipoteze te przedstawiono na rycinie 2, gdzie stezenie witaminy C w dwunastym miesigcu
(jesient) w grupie chorych dializowanych nieoczekiwanie wzrosto. Nie obserwowano réznic w
stezeniach witaminy C w grupie kontrolnej pomiedzy poczatkiem oznaczania stezenia tej
witaminy (jesieri) a dwunastym miesigcem badania (ponownie okres jesienny), co
przedstawiono na rycinie 3.

Badajac i analizujac réznice w $redniej ilosci spozycia witaminy C pomiedzy chorymi
dializowanymi a grupa kontrolng (ryc. 9) wykazano wyzsze spozycie tej witaminy przez
grupe kontrolna wylacznie w okresie letnim (kwartat II). W pozostatych porach roku nie
stwierdzano znamiennych statystycznie r6znic spozycia witaminy C w obu grupach, pomimo
oczekiwan mniejszego spozycia tej witaminy w grupie chorych hemodializowanych z
powodu ograniczerr dietetycznych. W trakcie analizy ankiet zywieniowych (tabela XXVII)

najwieksze spozycie witaminy C w grupie chorych hemodializowanych stwierdzono na
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wiosne. Wynosito ono 86,9 mg (jako $rednia z 7 dni). W tym okresie oznaczone $rednie
stezenie witaminy C w surowicy chorych wynosito 6,78 pmol/1 ( i bylo to najnizsze stezenie
odnotowane w calym badaniu). Z uwagi na najwyzsze spozycie witaminy C wéréd grupy
hemodializowanych w okresie wiosennym jest to réwniez wynik nieoczekiwany.
Spodziewano sie najwiekszego spozycia witaminy C w lecie lub w jesieni, a to z powodu
wiekszej dostepnosci owocoéw i warzyw, jaka jest w tym okresie i ich stosunkowo niskiej ceny.
Trzeba jednak pamietad, Ze znaczaca role w pokrywaniu zapotrzebowania na witamine C w
Polsce pelnig ziemniaki, w szczeg6lnosci w grupie chorych hemodializowanych (jako nawyk
zywieniowy w zalecanej uprzednio diecie z okresu przeddializacyjnego). Wiosna spozywamy
mlode ziemniaki, w ktérych zawartoé¢ witaminy C jest najwieksza. Ziemniaki
przechowywane w temperaturze pokojowej tracg miesiecznie 15 % wyjSciowej zawartosci
witaminy C (16). Trzeba zasygnalizowad, ze w tym okresie nie stwierdzono znamiennych
statystycznie r6znic w spozyciu witaminy C pomiedzy chorymi hemodializowanymi a grupa
kontrolna.

Podaz witaminy C w pokarmach w okresie wiosennym nie byla wystarczajaca dla obu
grup. Najnizsze stezenia tej witaminy w surowicy w grupie kontrolnej stwierdzono na wiosne
(39,44 pmol/1) (tab. X, ryc. 3). Jest to jedyna wartos¢ stezenia dla tej grupy w calym okresie
badania, bedaca ponizej zalecanej normy przy spozyciu witaminy C zgodnie z zalecana
dawka, przyjmujac za norme zalecenia RDA. W grupie chorych hemodializowanych stezenie
witaminy C w surowicy bylo niskie w okresie wiosennym (6,78 pmol/1) (tab. IX, ryc. 2). Na
podstawie przeprowadzonych analiz mozna przypuszczaé, ze spozycie witaminy C i
akumulacja w okresie wiosennym doprowadzily do stopniowego narastania jej stezenia oraz
pojawienia sie najwyzszych wartosci stezen w grupie hemodializowanych w okresie letnim
(45,46 pmol/1) (tab. IX, Ryc. 2). Nadal byto to jednak stezenie ponizej zalecanej normy (16, 123).

Najnizsze spozycie witaminy C w grupie chorych dializowanych wystepowato w
okresie zimowym - 69,3 mg i letnim - 69,3 mg (jako $rednia z 7-miu dni) (tab. XXVII).
Odpowiadajace spozyciu stezenie witaminy C w surowicy wynosito 12,34 pymol/1 w zimie, a
w lecie - 45,46 umol/1 (tab. IX, Ryc. 2). Mozna ponownie przypuszczaé, ze niskie spozycie
witaminy Cibrak mozliwosci akumulacji witaminy w okresie zimowym z powodu relatywnie
niskich stezeni (stezenie witaminy C w jesieni wynosito 11,79 pmol/l - poréwnywalne do
stezenia w zimie) spowodowaly pojawienie si¢ najnizszego stezenia witaminy C w grupie
hemodializowanych w kolejnym okresie (wiosennym) - 6,78 umol/1. Zaistnialo jednoczesnie
podejrzenie, ze chorzy hemodializowani w péZnym okresie letnim, po poinformowaniu ich o

istniejacych niedoborach, zaczeli niezaleznie przyjmowac witamine C. Stezenie witaminy C w
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surowicy w tym okresie wynosilo 45,46 umol/1. Potwierdzeniem powyzZszej tezy jest wynik
stezenia witaminy C w kolejnym okresie (jesiennym) wynoszacy 83,23 umol/l. Spozycie
witaminy C oraz jej akumulacja w ustroju w okresie letnim spowodowaly pojawienie sie
nieoczekiwanego, niewiarygodnego, wysokiego stezenia witaminy C w surowicy krwi tych
chorych w okresie jesiennym, w 12 miesiecy po rozpoczeciu badania. Bylo to najwyzsze,
obserwowane stezenie witaminy C w grupie hemodializowanych w calym badaniu, w jego I'i
I etapie. Co ciekawe, jedynie w tym okresie stezenia witaminy C znajdowaly sie w zakresie
zalecanej normy, a nie ponizej normy (16, 123). Stezenia witaminy C w grupie chorych
hemodializowanych i kontrolnej w 12 miesigcu badania (w jesieni) byly poréwnywalne.

Najnizsze érednie spozycie witaminy C w grupie kontrolnej wystepowalto w jesieni i
wynosito srednio 92 mg/dobe (tab. XXVII). Odpowiadajace spozyciu stezenie witaminy C w
surowicy w okresie jesiennym wynosito 81,91 umol/1 (tabela X). W okresie zimowym stezZenie
witaminy C w surowicy w grupie kontrolnej obnizylo sie do 55,54 pmol/l. Mozna
przypuszczaé, ze spozycie witaminy C (najnizsze dla tej grupy w calym badanym okresie) i
brak akumulacji w okresie jesiennym spowodowaly pojawienie sie stopniowego spadku
stezenia witaminy C w surowicy w okresie zimowym réwniez dla grupy kontrolnej (ryc. 3).

Wedlug przeprowadzonych ankiet Zywieniowych spozycie witaminy C w badanej
grupie chorych hemodializowanych bylo prawidlowe w stosunku do zalecanej dawki
wynoszacej 60 mg/24 h (tabela XXXIII w Aneksie) (48, 62, 108, 133, 144, 145). Nie jest to jednak
wystarczajaca dawka dla chorych z niedoborem witaminy C w surowicy, poniewaz przy
zaistnieniu niedoboru niezabezpieczone sa prawidlowe stezenia witaminy C w surowicy
chorych hemodializowanych. W tej sytuacji zalecana dawka witaminy C musi wynosi¢ 100
mg/dobe, az do uzyskania normalizacji stezenia w surowicy (tabela V) (48, 62, 108, 133, 144,
145). Wyniki niniejszej pracy wskazuja, ze Srednie spozycie witaminy C w grupie chorych
hemodializowanych nie przekraczalo 86,9 mg/dobe, co moglo by¢ jedng z przyczyn
prowadzacych do znacznego jej niedoboru.

Zapasy ustrojowe witaminy C wynosza (wedlug réznych autoréw) od 1,5 g do 3,0 g.
Okres poéttrwania w zaleznosci od wielkosci spozycia wynosi od 20 do 56 dni (16). Gdy nie
bedziemy dostarczac ustrojowi zalecanej dawki witaminy C w pozywieniu (60 mg/dobe) lub
gdy nie bedziemy jej suplementowac w okresach niedoboru - jako dodatek witaminowy - to
stezenie w surowicy bedzie spadalo ponizej normy po maksymalnym okresie wynoszacym
okoto 3-ch miesiecy. Jesli zapasy tej witaminy spadng ponizej 300 mg, pojawiaja sie kliniczne
objawy niedoboru witaminy C (p. tabele Ia oraz Ib) (100, 113). Ustalono, ze spozycie 10 - 12

mg witaminy C dziennie lub jej stezenie w surowicy <11 umol/1 powoduje ostabienie struktur
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kolagenu oraz mnogie wybroczyny krwawe naczyn wlosowatych. Dotychczas obowiazujace
kryteria niedoboru witaminy C wedlug Interdepartmental Committee on Nutrition for
National Defense (Miedzywydzialowy Komitet Obrony Cywilnej do Spraw Zywienia;
ICNND) z roku 1963 oparte byly wylacznie na kryteriach klinicznych, tzn. objawach
szkorbutu (75). Wedlug tych kryteriéw stezenia wynoszace < 11,36 pmol/1 przyjeto jako
szkorbutogenne, stezenia > 22,7 umol/1 - jako prawidlowe. Bessy i Lowry przyjeli stezenie <
22,7 umol/1jako niskie, stezenia w granicach 22,7 - 34,1 pmol/1 - jako niedoborowe, a stezenia
> 34,1 pmol/I - jako prawidlowe (8). W odniesieniu do powyzszych kryteriéw, populacja
chorych hemodializowanych wykazywata prawidlowe stezenia witaminy C w surowicy
jedynie w okresie dziewigtego miesigca prowadzonego badania (lato), natomiast na poczatku
badania (jesiert), w trzecim miesigcu (zima) oraz w széstym miesigcu (wiosna) stwierdzano
poziomy niedoborowe, szkorbutogenne (zgodnie z ICNND (75) i zgodnie z obserwacjami
Bessy i Lowry (8)). Grupa kontrolna, bedaca przedmiotem analizy w niniejszej pracy,
utrzymywala stezenia witaminy C w zakresie prawidlowym przez caly okres badania, nie
bedac zagrozona wystapieniem objawéw szkorbutu.

W drugim roku badania (etap II - wiosna/maj) zakwalifikowano 68 chorych do
suplementacji witaminy C (3 x w tygodniu, w dawce 200 mg dozylnie, przez 8 tygodni).
Badano stezenia tej witaminy bezposrednio przed rozpoczeciem cyklu podazy, po
zakoriczeniu 8 tygodniowego okresu suplementacji i po 2 miesiacach od zakonczenia cyklu
suplementacji. Decyzje o rozpoczeciu suplementacji w powyzszym terminie podjeto na
podstawie obserwacji stezenia witaminy C, ktére bylo najnizsze w grupie chorych
hemodializowanych w okresie wiosennym roku poprzedniego. Analizowano wzrost stezenia
witaminy C oraz wartosci stezen tej witaminy w stosunku do zakreséw referencyjnych. Na
poczatku badania, tak jak w roku poprzednim (ryc. 2), badajac stezenia witaminy C w grupie
chorych hemodializowanych stwierdzono wartoéci mediany stezert witaminy C ponizej 20
umol/1 (ryc. 12). Analizujac wzrost stezenia witaminy C bezposrednio po zakoriczeniu okresu
suplementacji, wykazano mediane stezenia witaminy C w zakresie okoto 40 pmol/1 (ryc. 12).
W odniesieniu do wymienionych kryteriéw, populacja chorych hemodializowanych
wykazywala w tym okresie prawidlowe stezenia witaminy C w surowicy. Konfrontujac
otrzymane wyniki z normami zalecanymi w podreczniku Normy Zywienia Czlowieka (49,97
- 60,19 umol/1) (16) oraz z innymi, gdzie prawidlowe stezenie kwasu askorbinowego w
osoczu krwi cztowieka wynosito 54 - 76 umol/1 (123), warto$¢ mediany stezerr witaminy C po

okresie suplementacji byta nadal niedoborowa.
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Na ryc. 13 i 14 przedstawiono wzrost (znamienny statystycznie, p < 0,00002) stezenia
witaminy C w badanej populacji po okresie suplementacji. W dwa miesigce po zakoriczeniu
suplementacji jej stezenie powrécito do wartosci zblizonych do wyjsciowych (p - NS).
Poréwnujac wartosci stezen witaminy C w okresie dwoéch miesiecy po zakoriczeniu
suplementacji (ryc. 14) i odpowiadajace im stezenia witaminy C sprzed roku (ryc. 2), mozna
zaobserwowac, ze oba okresy charakteryzuja sie porownywalnymi warto$ciami (ponizej 20
pmol/1).

W wynikach badan nad stezeniem witaminy C (nie przedstawionych w niniejszej pracy)
nad zachowaniem sie stezenia witaminy C przed HD, po HD i po 48 godz. po HD wykazano,
ze $rednie stezenia witaminy C bezposrednio po przeprowadzonej HD spadaja o 45 % lecz
stezenie witaminy C po 48 godz. od HD powraca do poréwnywalnych wartosci
stwierdzanych przed HD. Dowodzi to istnienia zapaséw witaminy C w organizmie, ale
zapasOw wystarczajacych jedynie na 20 do 56 dni (16). Podczas braku suplementacji witaminy
C w dawkach utrzymujacych stezenie w surowicy w granicach normy, stezenie witaminy C
bedzie stopniowo opadato do wartosci niedoborowych, jak przedstawiono na rycinach 12, 13
il4.

Potwierdza to teze o istnieniu jednoznacznych wskazan do suplementacji witaminy C w
kazdym okresie, w ktérym jej stezenie w surowicy jest ponizej zalecanej normy. W trakcie
podazy zaleca si¢ monitorowanie jej stezenia, a wynika to z faktu braku przekonywujacych
danych nt. suplementacji u chorych hemodializowanych z jej niedoborem oraz zachowania
sie stezenn witaminy C w surowicy. Odrebnym problemem, wymagajacym w przysztosci
ukierunkowanych badan, jest zagadnienie kinetyki witaminy C w czasie cyklu dializacyjnego
oraz proby wymodelowania zachowania sie stezen. Moze sie okaza¢, ze dopiero wyliczenie
wspoélczynnikéw modelu, takich jak KoA dializatoréw dla witaminy C lub Kc - klirensu
komérkowego tej witaminy, lub jej ,,rebound” - odbicie - dadza wglad w wewnatrzustrojowe
przesuniecia witaminy C oraz kompartmentowos¢ jej dystrybuciji.

W tabeli XXIX zainicjowano prébe znalezienia korelacji pomiedzy wzrostem stezenia
witaminy C po suplementacji a parametrami: érednim stezeniem iPTH, stezeniem glinu i
srednig wartoscia Kt/V, w grupie chorych dializowanych. Nie stwierdzono znamiennej
statycznie korelacji pomiedzy wzrostem stezenia witaminy C po suplementacji a powyzszymi
parametrami w badanym okresie. Stwierdzono natomiast znamienng, statystycznie ujemna
korelacje pomiedzy przyrostem stezenia witaminy C a stopniem wydializowania kreatyniny,
ktéra przedstawiono na ryc. 15. Jak wspomniano, na podstawie danych z piSmiennictwa,

wyliczony klirens dializatora dla kwasu askorbinowego byl wysoki (w zakresie 190 - 272
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ml/min., przy $redniej wartosci przeptywu krwi 288 ml/min. oraz przeptywie dializatu 500
ml/min.) (152, 168). Wartos¢ klirensu witaminy C pokrywa si¢ z danymi dotyczacymi
wartosci klirensu kreatyniny i mocznika, ktére zostaly okreslone dla dializatora in vitro przez
Rocco i wsp., co potwierdza znamienng, ujemng korelacje przedstawiong powyzej (133). W
praktyce jednak klirensy rzedu 190 ml/min. uzyskuje sie w dializatorach sredniej klasy przy
przeptywach krwi rzedu 250 ml/min. Klirensy rzedu + 270 ml/min. i wyzej zapewniaja tylko
filtry o KoA + 1000 ml/min., przy przeptywach krwi ok. 300 ml/min. Informacje te rodza
pewne watpliwosci. Wysoce sztuczna dializa typu high-flux moze bez problemu usuwac
pokazne iloéci witaminy C.

Problemem, ktéry powstat w trakcie suplementacji witaminy C przez okres 8 tygodni
u badanych przeze mnie chorych, byto pojawienie sie infekcji. W niniejszym badaniu, zgodnie
z przyjetymi zalozeniami, zaistniala potrzeba podazy antybiotyku p.o. lub i.v. z powodu
pojawienia sie objawoéw infekgji, takich jak wzrostu temperatury powyzej 38,0 °C, kaszlu, ze
zmianami w kontrolnym badaniu RTG ptuc lub innych zmian - wskazujacych na obecnosé
aktywnego stanu zapalnego. W okresie suplementacji nie stwierdzono wptywu infekcji na
stopien wzrostu stezenia witaminy C (p - NS), co przedstawiono w tabeli XXX. Mozna
przypuszczadé, ze pojawienie sie zwiekszonego zagrozenia stresu oksydacyjnego i tym samym
wzrost produkcji wolnych rodnikéw spowodowat, iz dostepna, suplementowana witamina C
w surowicy zostata utleniona w procesach bariery antyoksydacyjnej. Nie doszto do naruszenia
zapasOw witaminy C w ustroju, a dalsza podaz witaminy C iv. byla adekwatna dla
udostepnienia substratéw antyoksydacyjnych i zapewnienia utrzymania stezenia tej
witaminy w surowicy na stabilnym poziomie, pozostajacym bez wplywu na obserwowany
wzrost stezenia witaminy C.

Gospodarke zelazem oraz hemopoeze wraz ze zuzyciem rHuEPO oceniono w okresie
przed suplementacja witaminy C, bezposrednio po jej zakoriczeniu, oraz po 2 i 4 miesigcach
od zakonczenia suplementacji. Podobne parametry okreslono jednoczesnie u pacjentow
dializowanych z wtérng nadczynnoscia przytarczyc (stezenie iPTH > 800 pg/ml) i u chorych
z toksycznym stezeniem glinu (Al) w surowicy (stezenie Al > 50 pg/1), ktére to przyczyny
mogly spowodowaé¢ oporno$¢ na podawana erytropoetyne. Na ryc. 16 przestawiono
dawkowanie rHUEPO przed suplementacja, podczas suplementacji oraz w 2 i 4 miesigcu po
zakonczeniu suplementacji witaminy C. Stwierdzono istotne statystycznie réznice (p <
0,00001) w dawkowaniu erytropoetyny w tym okresie. Mediana tygodniowej dawki rHuEPO
na poczatku oraz w trakcie suplementacji wynosita okoto 3000 j./tydzierr. Po 2 i 4 miesigcach

od zakonczenia podazy witaminy C mediana dawki rHuEPO obnizyla sie do 2000 j/tydzieni i
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utrzymywala si¢ na jednakowym poziomie przez cztery miesigce po zakoriczeniu
suplementacji. Wyniki korelujace z odnotowanym spadkiem mediany dawki rHuEPO w
okresie 2 i 4 miesigce po zakonczeniu suplementacji znajduja sie na rycinie 17 i 18.
Przedstawiono na nich wartosci hematokrytu oraz stezenie hemoglobiny przed suplementacjqg
witaminy C, bezposrednio po jej zakonczeniu oraz 2 i 4 miesigce pdzniej. W teécie Anova-
Friedmana stwierdzono istotny statystycznie wzrost (p < 0,00001) wartosci hematokrytu i
stezenia hemoglobiny po okresie suplementacji oraz w 2 i 4 miesigce po jej zakoriczeniu.

Na rycinach 19, 20, 21 przedstawiono istotny statystycznie wzrost (p < 0,05) saturacji

transferyny i stezenia zelaza w surowicy po okresie suplementacji oraz w 2 i 4 miesiace po jej
zakonczeniu przy jednocze$nie znamiennie (p < 0,05) zmniejszonym jej dawkowaniu. Nie
stwierdzono istotnego statystycznie wzrostu zmian w wartosci MCV w stosunku do
uzyskanych na poczatku badania.
Podobnie, stezenia ferrytyny nie zmienity sie istotnie podczas suplementacji oraz w 2 i 4
miesigce po jej zakoriczeniu (p-NS). Powyzsze wyniki sa zgodne z wynikami badari innych
autorow nad wplywem podazy witaminy C na dawkowanie rHuEPO u chorych
hemodializowanych (33, 36, 39, 58, 60, 70).

Aktualne wytyczne Grupy Roboczej ds. Zalecen Europejskiej Dobrej Praktyki
Klinicznej (EBPG Group) dotyczace postepowania z niedokrwistoscia u pacjentow z PNN
podkreslaja waznosé oceny niedoboru witaminy C, zwlaszcza po wykluczeniu istnienia
znanych przyczyn zwiazanych z niedostateczng odpowiedzig na rHuEPO (34, 38, 40, 155, 178).
Witamina C potencjalnie zwieksza jelitowe wchlanianie zelaza i jego mobilizacje z inertnych
magazynéw tkankowych oraz polepsza utylizacje zelaza przez komorki erytrocytotwoércze
(34, 38, 40, 155, 178). W badaniu prowadzonym przez Horla i wsp. (70), opisujacym role terapii
wspomagajacej w leczeniu rHUEPO przy subklinicznym niedoborze witaminy C u chorych z
PNN, zalecano podaz 1 - 1,5 g witaminy C doustnie lub 300 mg kwasu askorbinowego
dozylnie, 3 razy w tygodniu, po kazdym zabiegu HD. Jednakze dowody na potwierdzenie
tychze zaleceri sa niewystarczajace i nadal nie wiadomo, kiedy nalezy spodziewaé sie
niedoboru witaminy C.

W pionierskim badaniu Gastaldello i wsp. zanotowano istotne korzysci z 3-miesiecznej terapii
witaming C w dawce 1 g/tydz., dozylnie u siedmiu dializowanych pacjentéw z prawidlowa
gospodarka zelazem (ferrytyna > 100 pg/1, saturacja transferyny > 25 %) i umiarkowanym
dawkowaniem rHuEPO (rHuEPO <100 j./kg/tydz.) (58). Warto$¢ hematokrytu oraz stezenie
hemoglobiny ulegly poprawie (odpowiednio od 26,5+ 0,7 do 32,7+ 0,4 % iod 8,8 +0,3 do 10,8
0,2 g/dl) (p <0,001), znaczaco wzrosla saturacja transferyny (z 27 + 7 do 54 £ 12 %) (p<0,05),
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podczas gdy stezenie ferrytyny w surowicy pozostawalo niezmienione u 4 pacjentow
przetadowanych zelazem (ferrytyna > 500 pg/1) po trwajacej okoto 3 tygodnie suplementacji
witaminy C (58).

W badaniu Der-Chang i wsp. (36), prowadzonym u 12 chorych dializowanych =z
wspolistniejacym  przeladowaniem  zelazem stwierdzono zmniejszenie S$redniego
zapotrzebowania na rHuEPO (okoto 20 %) z jednoczesnym znamiennym podwyzszeniem
Sredniego hematokrytu (z 25,8 + 0,5 do 30,6 £ 0,6 %) powigzanym ze wzrostem saturacji
transferyny (z 27 + 3 do 48 £ 6 %) i stezenia Zelaza w surowicy (z 70 + 11 do 107 + 19 pg/dl)
(p< 0,05) po 8 tygodniach podazy 300 mg witaminy C dozylnie po kazdym zabiegu HD.
Stezenie ferrytyny w surowicy zmniejszylo sie w sposéb nieznamienny statystycznie. W
grupie otrzymujacej parenteralnie zelazo (bez terapii wspomagajgcej) nie stwierdzono
poprawy w zakresie erytropoezy, jak i zmniejszenia sie¢ dawki rHuEPO przez okres 12 tygodni
(36).

W erze rekombinowanej erytropoetyny, istniejaca u pacjentow dializowanych
hiperferrytynemia, po wykluczeniu istnienia stanu zapalnego, choroby watroby lub choroby
nowotworowej, jest zawsze powiazana z wcze$niejszymi, wielokrotnymi przetoczeniami
preparatéw krwiopochodnych lub z przedawkowaniem preparatéw zelaza.

W badaniu Tarng i wsp. uzyskali pozytywne wyniki w stosunku do odpowiedzi na witamine
C, gdy saturacja transferyny wynosita < 25 % a stezenie protoporfiryny cynkowej w
erytrocytach wynosito > 105, co wskazywato na niedostateczne wbudowywanie zZelaza do
pierscienia hemu. W badaniu tym u 18 pacjentéw wykazano znaczaca odpowiedz (w postaci
znamiennego wzrostu stezenia hemoglobiny, odsetka retikulocytow, z wspoélistniejacg 24 %
redukcja dawki erytropoetyny po 8 tygodniach) na dozylna terapie kwasem askorbinowym.
Rownolegle doszto do istotnego wzrostu stezenia zelaza w surowicy i saturacji transferyny.
Jednakze, w cztery tygodnie po zakonczeniu podazy witaminy C, doszlo do obnizenia
stezenia hemoglobiny z 10,7 £ 0,9 do 9,9 £ 0,7 g/dl, a chorzy wymagali zwiekszenia dawki
rHuEPO z 75 + 44 do 94 * 47 j./kg/tydzien (39). Stezenie witaminy C na poczatku badania
uznano za prawidlowe. Nie obserwowano réznicy miedzy osobami odpowiadajacymi na
terapie i nie odpowiadajacymi i stopniowo dochodzito do jednakowego jej wzrostu w obu
grupach podczas suplementacji. WyjSciowy poziom szczawianéw byl podobny we
wszystkich trzech grupach i ulegal umiarkowanemu wzrostowi, bez osiggniecia znamiennosci
statystycznej (p > 0,05), po oémiu tygodniach podazy kwasu askorbinowego (39).

Prospektywne, randomizowane, krzyzowe badanie przeprowadzone przez Giancaspro i wsp.

u 27 dializowanych pacjentéw z niedokrwistoscia (z niedostateczng odpowiedzia na rHuEPO
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z powodu czynnosciowego niedoboru zelaza) potwierdzilo korzystny wptyw witaminy C na
komorki erytropoetyczne (60). Poprawa parametrow czerwonokrwinkowych u wszystkich
uczestnikéw badania podczas 3-miesiecznej suplementacji witaminy C (500 mg, 3 razy w
tygodniu, dozylnie, po HD) powigzana byla ze wzrostem stezenia transferyny. Stezenie
hemoglobiny i saturacja transferyny zmniejszyly sie po zaprzestaniu terapii witaming C.
Dane te podtrzymuja teze, Ze dozylnie podana witamina C mobilizuje wczeéniej niedostepne
zelazo z zapaséw tkankowych do transferyny.

W badaniu krzyzowym przeprowadzonym przez Keven i wsp., spoéréd losowo wybranych
dializowanych pacjentéw z niedokrwistoscia, okoto 2/3 chorych wykazato pozytywna reakcje
na szeSciomiesieczng terapie witaming C w dawce 500 mg, dozylnie, 3 razy w tygodniu (86).
Autorzy nie uwzglednili jednak wskaznika wielkosci odpowiedzi w okresie trwania badania
oraz nie oznaczyli stezenia szczawianéw w surowicy.

Na obecnym etapie wiedzy o niedokrwistosci i mozliwosciach jej leczenia, dane o

parametrach wskazujacych na bezwzgledny lub czynnosciowy niedobér zZelaza (saturacja
transferyny, protoporfiryna cynkowa erytrocytow oraz odsetek hipochromicznych
erytrocytéw) moga wspomagac¢ podjecie decyzji o rozpoczeciu terapii witaming C w
odniesieniu do przelamania niedostatecznej odpowiedzi na rHuEPO (14, 52, 104, 137).
Niejasnym pozostaje nadal wartos¢ stezeri witaminy C w surowicy, ktéra powinna leze¢ u
podstawy podjecia powyzszej decyzji. Krotkotrwala, parenteralna terapia witaming C nie
rozwiazuje problemu czynnosciowego niedoboru zelaza u pacjentéw hemodializowanych z
wspolistniejacym przetadowaniem zelazem. Dozylna podaz kwasu askorbinowego nie tylko
ulatwia uwolnienie zmagazynowanego zelaza, lecz takze zwieksza jego utylizacje przez
komorki erytrocytotworcze.
Obserwacje z powyzszych badan oraz wyniki niniejszej pracy zwracaja uwage na potencjalne,
pozytywne efekty leczenia wspomagajacego podawanym dozylnie kwasem askorbinowym u
pacjentéw przeladowanych zelazem z towarzyszaca niedokrwistoscig, wynikajaca z
niedostatecznej odpowiedzi na erytropoetyne.

Leczenie rHUEPO stanowi skuteczna terapie niedokrwistosci u wiekszosci pacjentow
z SNN. Pozostaje jednak grupa chorych z niewydolnoscig nerek wykazujaca opornosé¢ na
podawana rHuEPO.

W niniejszej pracy pacjentow hemodializowanych podzielono dodatkowo na podgrupy: z
poziomem iPTH ponizej i powyzej 800 pg/ml oraz pacjentdw bez- i z- toksycznym stezeniem

glinu (stezenie Al > 50 pg/1) w surowicy.
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Oceniano réznice w dawkowaniu rHuEPO niezbednym do uzyskania wzrostu stezenia
hemoglobiny o 1 g/dl w grupach pacjentéw z poziomem iPTH ponizej i powyzej 800 pg/ml
od rozpoczecia suplementacji witaminy C do 4 miesiecy po zakoniczeniu suplementagji (ryc.
22 - 26). Oceniano takze zmiany stezenia hemoglobiny po suplementacji witaming C w
stosunku do wartosci przed suplementacja pomiedzy podgrupami pacjentéw bez- i z-
toksycznym stezeniem Al w momencie zakoriczenia suplementacji, w 2 i 4 miesigce po jej
zakoriczeniu (ryc. 27 - 31). Zmiany stezenia hemoglobiny po suplementacji witaming C w
stosunku do wartosci przed suplementacja nie r6znily sie pomiedzy podgrupami pacjentow
bez- i z- ciezka nadczynnoscia przytarczyc w momencie zakoniczenia suplementacji (ryc. 22),
2 miesigce (ryc. 23) i 4 miesigce po jej zakoniczeniu (ryc. 24). Nie stwierdzono znamiennych
statystycznie r6znic w dawkowaniu rHuEPO potrzebnym do uzyskania wzrostu stezenia
hemoglobiny o 1 g/dl w grupach pacjentéw z poziomem iPTH ponizej i powyzej 800 pg/ml
od rozpoczecia suplementacji witaminy C do 4 miesiecy po zakoriczeniu suplementacji. Dawki
rHuEPO potrzebne do uzyskania wzrostu stezenia hemoglobiny o 1 g/dl nie réznily sie
pomiedzy chorymi z wartosci iPTH powyzej i ponizej 800 pg/ml we wszystkich miesigcach
obserwagiji (ryc. 25, 26).
Zmiany stezenia hemoglobiny po suplementacji witaming C w stosunku do wartosci przed
suplementacja nie réznily sie pomiedzy podgrupami pacjentow bez- i z- toksycznym
stezeniem Al w momencie zakonczenia suplementacji (ryc. 27) i w 2 miesigce po jej
zakonczeniu (ryc. 28).
W 4 miesigcu po zakoniczeniu suplementacji, wzrost stezenia hemoglobiny by? statystycznie
znamiennie wiekszy (p < 0,003) w podgrupie chorych z toksycznym stezeniem Al (ryc. 29).
Nie stwierdzono znamiennych statystycznie r6znic w dawkowaniu rHuEPO potrzebnym do
uzyskania wzrostu stezenia hemoglobiny o 1 g/dl w grupach pacjentéw z nietoksycznym i
toksycznym stezeniem Al od rozpoczecia suplementacji witaminy C do 4 miesiecy po
zakoniczeniu suplementacji.
Chorzy z toksycznym stezeniem Al wymagali w stosunku do chorych z nietoksycznym
poziomem glinu wiekszych dawek rHuEPO w celu uzyskania wzrostu stezenia hemoglobiny
o 1 g/dl we wszystkich miesigcach obserwacji, jednak réznice te nie byly znamienne
statystycznie.

Oznaczenie poziomu stezenia Al w niniejszej pracy mialo na celu monitorowanie
obecnosci czynnika, ktéry moze odpowiada¢ u chorych hemodializowanych za
niedokrwisto$¢ oporng na podawang rHuEPO (38, 91, 92, 139). Szczegélowe okreslenie

rodzaju mechanizmu, w ktérym Al powoduje niedokrwisto$¢ pozostaje do dnia dzisiejszego

107



niewyjasnione. Dowody posrednie wynikaja z badan przeprowadzonych z udzialem ludzi i
zwierzat. Pozwalaja domniemywac udzial trzech typow reakcji: zmniejszonej syntezy hemu,
zmniejszonej syntezy globiny oraz zwiekszonej hemolizy. Reakcje te moga wspotistnie¢ lub
wystepowac osobno w zaleznosci od drogi, szybkosci i stopnia przeladowania glinem (38, 47,
79, 176). Zaréwno mikro- jak i makrocytarng niedokrwistos¢ mozna indukowac¢ u zdrowych
zwierzat przy udziale réznorodnych metod podazy glinu. I tak, w badaniach
przeprowadzonych przez Driieke i wsp., zwiekszona hemoliza pojawia si¢ u zdrowych jak i
u mocznicowych szczuréw, ktérym podawano Al dootrzewnowo (47).

Istnieje réwniez mozliwoé¢ ingerencji glinu w metabolizm zelaza, w przypadkach
nadmiaru w ustroju osobnikéw, z prawidlowym metabolizmem zelaza. Glin zawarty w
surowicy zwigzany jest z transferyng. Moze on powodowac niedokrwisto$¢ zaréwno przez
blokowanie specyficznego receptora dla zelaza w transferynie jak i przez zahamowanie
dysocjacji zelaza do receptora tkankowego (164). Zmniejszona synteza hemu moze wynikac¢ z
obu mechanizméw. Glin wplywa réwniez na dzialanie dwéch enzyméw zwigzanych z
syntezq hemu: specyficzng dehydrataze kwasu 8-aminolewulinowego i feroksydaze. Zaburza
dojrzewanie komorek szeregu erytrocytotwoérczego poprzez molekularne oddziatywanie z
DNA i skutkiem tego powoduje makrocytoze i megaloblastoze (14, 47). Co wiecej, erytropoeza
ulega uposledzeniu na réznych poziomach dojrzewania komorki erytroidalnej z uwagi na
zaburzenie wewnatrzkomérkowego odkladania si¢ wapnia, poprzez interakcje glinu i
kalmoduliny. Kalmodulina odgrywa istotna role w regulacji pompy wapniowej bion
erytrocyta, a wewnatrzkomorkowy Ca** wydaje sie by¢ jednym z najistotniejszych czynnikéw
regulujacych erytropoeze (127). U zwierzat przetadowanych glinem obserwowano wzrost
opornoéci osmotycznej erytrocytéw, ktéory wskazywal na mechanizm zwigkszonej
wewnatrznaczyniowej hemolizy, z uwagi na zwiekszong sztywnos¢ btony komorkowej (47).
Drueke opisuje obecnoé¢ depozytéow glinu wykrytych w makrofagach w kosciach
hemodializowanych pacjentoéw z potwierdzonym zatruciem glinem. W swych wczesnych
pracach autor ten wykazal, Ze po dootrzewnowej podazy glinu w dawce 4 mg dziennie, przez
okres 4 tygodni u zdrowych szczuréw, ewidentne zlogi glinu zobrazowane przy pomocy
mikroskopu elektronowego dostrzezono w makrofagach w kosciach (47). Makrofagi
odgrywaja kluczowa role w przemianach zelaza pochodzacego ze szpiku poprzez
wchlanianie starzejacych sie erytrocytow, gromadzenie w ferrytynie i dostarczanie go
erytroblastom pozwalajac na budowe hemu. Mozna sformulowac hipoteze, ze wysokie
obcigzenie glinem moze zaburzaé szpikowy proces obrotu zelazem, lecz wymaga to bardziej

szczegblowych badari (164). Obserwacje te odnosza sie do ostatnich doniesieri na temat
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opornosci na rHuEPO u dializowanych pacjentéw z wspélistniejacym zatruciem glinem (38,
46, 47, 118, 156). Pacjenci ci charakteryzowali si¢ wystepowaniem anemii mikrocytarnej,
pomimo prawidlowych zapaséw zelaza. Niedokrwistod¢ wywotana glinem jest obecnie
czeéciej normocytarna niz mikrocytarna, za wyjatkiem pacjentow z przypadkami ciezkiego
zatrucia. U pacjentéw przepelnionych zelazem, terapia desferoksyaming (DFO) moze
przetamac¢ hiporeaktywnos¢ na rHuEPO wywolang glinem, co potwierdzaja obserwacje
monitorowania stezenia glinu w surowicy tych chorych przed- i po- infuzji DFO (27, 31, 46,
118, 156).
W badaniu przeprowadzonym przez Der-Cheng i Huang u 39 dializowanych pacjentéw
przetadowanych zelazem, ktérzy nie wykazywali objawéw zwigzanych z podwyzszonym
stezeniem glinu stwierdzono istotna korelacje pomiedzy odpowiedzig na terapie rHuEPO a
stezeniem glinu w surowicy. Byla ona wigksza u pacjentéw z nizszym stezeniem glinu w
surowicy, wliczajac w to stezenie wyjéciowe i 44 godziny po infuzji DFO (37). Jednoczeénie, u
pacjentéw ze staba odpowiedzig, przyrost stezenia glinu w surowicy po podazy DFO (AAI)
jest istotnie podwyzszony, bedac odwrotnie proporcjonalny do Sredniej objetosci krwinki
(MCV). Dane te potwierdzaja odkrycie, ze AAl moze by¢ uzyte jako sposéb oceny zapaséw
tkankowych glinu, a odwrotna korelacja zwigzana jest zhamujacym jego wplywem na synteze
hemu i/lub dostepnosé¢ zelaza (38). Jest to prawdopodobna przyczyna tlumaczaca
konieczno$¢ stosowania duzo wyzszych dawek rHuEPO, co stwierdzono w obecnej pracy,
przy braku istnienia jawnych objawéw zatrucia glinem u pacjentéw z podwyzszonymi
zapasami tkankowymi glinu. Terapia DFO moze dostarczy¢ wskazéwek odnosnie
postepowania w przypadku tego typu hiporeaktywnosci na rHuEPO, poniewaz zatrucie
glinem jest z reguly stanem odwracalnym za pomoca czynnikéw chelatujacych.

W badaniu przeprowadzonym przez Muirhead i wsp. na 22 pacjentach w wieku 26 -
74 lat (Srednia wieku 53 £ SD 15,5) podawano rHUEPO w dawce 50 - 200 j./kg/tydzien przez
okres 16,5 + 8,0 miesiecy (zakres 3 - 27), co stanowilo znacznie dluzszy okres niz w
przedstawionej pracy doktorskiej (118). Wiasciwe dawkowanie uzalezniano od stezenia
hemoglobiny, ktére utrzymywano na poziomie 11,5 - 13,0 g/dl. Dodatkowo podawano
zwiazki zelaza celem utrzymania stezenia ferrytyny w granicach > 200 ng/ml. Sredni czas
odpowiedzi na rtHuEPO, ktéry okreélono na podstawie wzrostu Hb > 2 g/dl ponad stezenie
wyjsciowe, wynosil 6,1 £ 2,6 tygodni. Nie stwierdzono korelacji stezenia iPTH zaréwno z
odpowiedzia na rHuEPO (w postaci wzrostu stezenia Hb), jak i z ostatecznym utrzymaniem
jej dawki. Podsumowujac dane z piSmiennictwa mozna twierdzi¢, ze podwyzszone stezenia

glinu w surowicy chorych z PNN, zwigzane z wyjsciowa opornoscig na rHuEPO, nie miato
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trwalego wplywu na ustalenie wtasciwej dawki. Nie dowiedziono réwniez wptywu iPTH na
krotko- jak i na dlugoterminowe dawkowanie rHuEPO (118, 128).

W obecnej pracy zaobserwowano pozytywny wplyw podazy witaminy C na
przelamanie opornosci na rHuEPO u pacjentéw z toksycznym stezeniem glinu w surowicy
(stezenie Al powyzej 50 pg/l). Niestety, analogicznej odpowiedzi nie obserwowano u
pacjentéw ze stezeniem Al ponizej 50 pug/1 oraz z nieprawidlowym stezeniem iPTH (powyzej
800 pg/ml).

Dwa lata obserwacji ( zwlaszcza II rok badania), w ktérym suplementowano
$wiadomie witaminge C hemodializowanymi chorym, dato pozytywna odpowiedZ na wiele
pytan.

Natomiast nie uzyskano odpowiedzi na pytania: jaka dawke, lub wprost - Ile ci chorzy
powinni dostawa¢ witaminy C? Czy fakt podazy wplynal znaczaco na stan bariery
antyoksydacyjnej? Niestety w obecnej pracy nie mierzono stezen markerow
antyoksydacyjnych, gdyz nie to byto jej celem (problemy te powinny rozstrzygna¢ dalsze
badania). Opracowanie metodyki oznaczen i opanowanie warsztatu mogg okazac sie cennym
doswiadczeniem.

Warto jednak zastanowic sie nad odpowiedzig na kolejne pytanie: Czy na ograniczonej
liczbowo populacji chorych uda sie - w badaniach obserwacyjnych - wykazaé¢ oczekiwane
korzysci?

Przyktadowo: 1 opakowanie witaminy C (50 tabl. a 100 mg) kosztuje ok. 2 zlote. Czy w skali
roku, w stosunku do kosztéw dializoterapii siegajacych 58 tysiecy zlotych/pacjenta nie warto
dodac¢ jeszcze ok. 16 zlotych (co prawdopodobnie i tak zrobili pacjenci w II etapie), by

poprawi¢ ich stan i zmniejszy¢ ryzyko powiklani?

Tak wiele za tak niewiele... Wlasciwe zachowanie prozdrowotne?
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6. WNIOSKI

1. Stezenia witaminy C w populacji chorych hemodializowanych oraz w grupie
kontrolnej os6b zdrowych wykazuja sezonowos¢ w zaleznosci od por roku.

2. Istotnie nizsze stezenia witaminy C obserwowane w surowicy chorych
dializowanych w poréwnaniu do grupy kontrolnej, wskazuja na jej niedobér w
tej grupie pacjentow.

3. Gléwna przyczyna niedoboru witaminy C u chorych hemodializowanych jest jej
utrata z dializatem podczas zabiegu dializy.

4. Suplementacja witaminy C u chorych hemodializowanych poprawia odpowiedz
na leczenie erytropoetyng, co prowadzi do wzrostu stezenia hemoglobiny i
wartosci hematokrytu oraz obnizenie zuzycia rHuEPO.

5. Suplementacja witaminy C podczas hemodializy ulatwia uwalnianie
zmagazynowanego zelaza, co przejawia sie¢ wzrostem jego stezenia w surowicy
i poprawia saturacje transferyny.

6. Korzystny wplyw leczenia witaming C na parametry hematologiczne chorych
dializowanych wskazuje na potrzebe suplementacji nig pacjentéw, zwlaszcza w

okresie jesienno-zimowym.
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7. ANEKS

Tabela XXXI. Zalecenia dietetyczne dla chorych dializowanych (wg 95).

Hemodializowani

Kalorycznosé¢

30-35 kcal/kg
Biatko 1-1,2 g/kg

IBW **

Potas

0,8-1 mmol/kg
Sod

80-100 mmol
Fosforany
<1000 mg

Ptyny

Diureza + 500 ml

* dostosowane do zawartosci kalorii z ptynu do dializy otrzewnowej.

Dializowani

otrzewnowo

25-30 kcal /kg*

1,2-1,3 g/ kg IBW **

Restrykgje tylko przy

sktonnosci do hiperkaliemii:

1 mmol/kg

80-100 mmol

<1200 mg

Diureza + ultrafiltracja

otrzewnowa + 500 ml

** IBW =V (objetos¢ dystrybucji mocznika)/0,58.

Glowne zrédla

Pieczywo, produkty
zbozowe, ryz, makarony,
ziemniaki, ttuszcze
Mieso, ryby, jaja, nabiat,
rosliny straczkowe
Owoce, warzywa, soki,
orzechy, kawa, czekolada,

chrupki

Sol kuchenna, zywnos¢
wedzona, konserwowa,
dania garmazeryjne
Mleko, jogurty, sery, ryby,
owoce morza, podroby
Napoje, sosy, zupy,
galaretki, jogurty, wywary
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Tabela XXXII. Zawarto$¢ kwasu askorbinowego oraz potasu w wybranych produktach

spozywczych (wg 16).

Zawartos¢ witaminy Cw mg/100 g = Zawartos¢ potasu w mg/100 g
Nazwa produktu

Swiezej masy produktu Swiezej masy produktu
Warzywa
pietruszka - liscie 269 695
brukselka 65- 145 416
kalarepa 70-100 304
kapusta 35-70 228
kalafior 50 - 70 214
szpinak 40 -84 480
fasolka szparagowa 25-30 264
rzodkiewka 25 236
salata 12-30 134
pomidory 20-33 282
ziemniaki 20-33 557
Owoce

owoce dzikiej rézy 550 -
czarne porzeczki 150 - 300 336
truskawki 46 -90 133
kiwi 84 280
grejpfruty 30-70 277
cytryny 40 -60 125
pomararicze 30-50 183
porzeczki czerwone 26 - 63 259-275
agrest 25 -40 230
maliny 19-37 203
jabtka 0,5-20 134
banany 8-14 315
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Tabela XXXIII. Zalecenia dotyczace dziennych dawek witamin rozpuszczalnych w wodzie

dla pacjentéw z niewydolnoscia nerek w okresie przeddializacyjnym, dializoterapii i po

przeszczepieniu nerki oraz dla zdrowych osdb (na podstawie: 48, 62, 108, 133, 144, 145).

Witamina

B: (tiamina)

B> (ryboflawina)

B12 (kobalamina)

H (biotyna)

Niacyna

Kwas foliowy

Bs (kwas

pantotenowy)

C (kwas

askorbinowy)

B¢ (pirydoksyna)

A (kwas retinilowy)

E (tokoferol)

D (cholekalcyferol-

aktywne metabolity

lub analogi)

standard dla w/w

1,5 mg

1,7 mg

6 ug

300 pg

20 mg

0,8 do Img

10 mg

60 mg (100 mg, gdy
niedobér wit. C - do

normalizacji stezenia)

10mg

Niezalecane

Niezalecane

Indywidualnie

Zalecane normy witaminy dla zdrowych

ludzi (z mala aktywnoscia fizyczna)

Mezczyzni

1,8 mg

24 mg

3ug

300 pg

21 mg

0,8do1mg

10 mg

60 mg

2,0mg

900 g

15 mg

Indywidualnie

Kobiety

1,7 mg

1,6 mg

3ug

100

19 mg

> 200 mg

100 mg

60 mg

1,6 mg

700 pg

15 mg

Indywidualnie
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Tabela XXXIV. Rozklad zasobéw zelaza w organizmie ludzkim (na podstawie: 137).

Rozklad zasobéw zelaza w organizmie ludzkim:

Zelazo czynno$ciowe
e Hemoglobina
e Mioglobina
e Enzymy (cytochromy, katalazy,
peroksydazy, etc.)

Zelazo zmagazynowane
e Ferytyna

e Hemosyderyna

Zelazo transportowe

e Transferyna

Ogotem

ok.60 % =252¢
0k.9%=03g
0k.0,9 % =0,042¢g

0k.22 % =092g
ok.8 % =033 g

ok.0,1 % =0,004 g

100 % =42 ¢
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Tabela XXXV. Przyczyny opornosci na erytropoetyne (wg: 92).

Przewlekla utrata krwi (krwawienia z drég rodnych, z przewodu pokarmowego, czeste

pobieranie zbyt duzych ilosci krwi do badan hematologicznych lub biochemicznych)
Bezwzgledny lub czynnoéciowy niedobér zelaza

Ostre lub przewlekte stany zapalne (zakazenia kanalu cewnika uzywanego do dializy
otrzewnowej lub hemodializy, gruzlica, AIDS, toczen trzewny, reumatoidalne zapalenie

stawow)
Wtérna nadczynnosé przytarczyc z wiéknieniem szpiku kostnego
Zatrucie glinem

Hemoliza  uwarunkowana  czynnikami  genetycznymi  (hemoglobinopatie),

immunologicznymi (przeciwciata), fizycznymi (protezy zastawkowe) lub toksycznymi

Zespoly wadliwego zywienia, trawienia lub wchlaniania (niedobory biatkowe, witaminy

C, Be, B1z, E, kwasu foliowego)
Nowotwory szpiku kostnego (szpiczak) lub inne nowotwory pozakostne
Wiéknienie szpiku kostnego (hiperparatyreoidyzm)

Leki (antymitotyki, ketanseryna?, teofilina?, inhibitory konwertazy angiotensyny, blokery

receptorow AT1)
Nieadekwatna dializoterapia

Inne czynniki (cigza, niedoczynnos$¢ tarczycy, hipogonadyzm, ciezka kwasica
nieoddechowa, glikowane biatka - AGE, hiperhomocysteinemia, niedobér karnityny,

niedobdr leptyny, zatrucie zelazem)

Przeciwciala przeciwerytropoetynowe (PRCA), neutralizujagce rHuEPO lub endogenna

erytropoetyne
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Tabela XXXVI. Tabela wartosci referencyjnych.

Wartosci referencyjne Pracowni Biochemicznej Katedry Biochemii Klinicznej CMUJ:

Parametr
Hemoglobina
Hematokryt
Ferrytyna
TIBC

Zelazo
Albumina
Mocznik
Kreatynina
Potas
Fosforany
Wapn catkowity
Witamina B,
Witamina C

Kwas foliowy

Jednostki/ zakresy

(Kobiety) 12 - 16 g/dl, (Mezczyzni) 13 - 18 g/dl

(Kobiety) 36 - 45 %, (Mezczyzni) 40 - 54 %
13 - 400 ng/ml

44,8 - 73,4 umol/1
10,60 - 28,30 umol/1
35-50g/1

1,7 - 8,3 mmol/1

53 - 124 umol/1

3,5 - 5,5 mmol/I]
0,87 - 1,45 mmol/1
2,02 - 2,61 mmol/I
200 - 900 pg/ml

54 - 76 umol/1

> 5,31 ng/ml

Wartosci referencyjne Medycznego Centrum Laboratoryjne DIAGNOSTYKA:

Parametr

Parathormon

Wartos¢ referencyjne Pracowni Biopierwiastkéw w Zakladzie Bromatologii, CMUJ:

Parametr

Glin

Glin (poziom subtoksyczny)

Glin (poziom toksyczny)

Jednostki/ zakresy
12 - 72 pg/ml

Jednostki/ zakresy
<20 pg/1
20 -50 pg/1

>50ug/1
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9. STRESZCZENIE

Chorzy dializowani to zloZona populacja, utrzymywana przy zyciu dzieki

wspolczesnej wiedzy medycznej i technice. Problemy 1aczace sie z przewleklym leczeniem
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powtarzang hemodializa wynikaja z jednej strony z niedoskonalosci tej terapii w obecnej,
powszechnie zaakceptowanej formie (3 zabiegi tygodniowo; trwajace od 4 do 5 godzin kazdy)
jak i ze skutkéw ubocznych samej dializy oraz nieskutecznie wyréwnanej mocznicy.

Zagadnienie gospodarki witaming C u chorych dializowanych naleza do tych, o
ktérych wiele pisano, niemniej wiele probleméw z nig zawigzanych nadal nie doczekalo sie
satysfakcjonujacego wytlumaczenia.
Chorzy ze SNN wymagajacy dializoterapii (np. hemodializy) sa podatni na wystapienie
niedoboru kwasu askorbinowego. Przyczyna niedoboru moze by¢ zaréwno jego utrata w
trakcie trwania dializy (spowodowana swobodnym przechodzeniem witaminy C przez btone
dializacyjna do dializatu), jak i ograniczenie podazy w produktach spozywczych, wynikajace
ze stosowania diety z ograniczeniem owocéw i warzyw, aby zapobiec hiperkaliemii.
Jednoczes$nie produkty te stanowig najwazniejsze Zrédto witaminy C.
Utrata witaminy C, zwlaszcza w powigzaniu z niedostateczng podaza, moze prowadzi¢ do
obnizenia jej stezenia w osoczu. To z kolei moze prowadzi¢ do jawnego lub subklinicznego jej
niedoboru.
Witamina C jest nie tylko istotnym mikrosktadnikiem niezb¢dnym dla prawidlowych czynnos$ci
metabolicznych ustroju, ale jest takze jednym z elementow sktadowych fizjologicznej bariery
antyoksydacyjnej oraz waznym elementem wplywajacym na gospodarke zelazem. Chorzy
hemodializowani muszg mie¢ zapewniong wystarczajacg ilo$¢ zelaza, aby mogli wlasciwie
odpowiedzie¢ na leczenie ludzka rekombinowang erytropoetyne (tHuEPO). Niektorzy chorzy
mimo duzych zapaséw zelaza wykazuja zmniejszong odpowiedz na rHuEPO z powodu
uposledzonej jego biodostepnosci. Czynnosciowy niedobdr zelaza powstaje wtedy, gdy
rHuEPO pobudza erytropoeze do tego stopnia, iz zapotrzebowanie na ustrojowe zelazo
przekracza ilo$¢ zwigzang i udostepniong przez transferyng. Optymalnym sposobem leczenia u
takich chorych jest suplementacja zelaza. Podstawowym problemem, jaki pozostaje do
rozstrzygnigcia jest droga podazy zelaza oraz jego dawka. Wcigz prowadzona dyskusja, czy
mozna leczy¢ czynno$ciowy niedobor zelaza u chorych z nadmiernym zapasem zelaza
ustrojowego przy pomocy parenetralnej suplementacji (nie prowadzac do wtornej
hemosyderozy lub innych objawow ubocznych) nie pozwolita na wyciagniecie jednoznacznych
wnioskow. Jednym z sposobow zmniejszenia opornosci na rHuEPO u tych chorych wydaje si¢
by¢ podaz witaminy C.
Niniejsza praca miata na celu:

1. Ocene stezenia witaminy C w grupie chorych hemodializowanych w poréwnaniu

do grupy referencyjnej oséb zdrowych.
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2. Ocene wplywu zabiegu hemodializy na stezenia witaminy C.

3. Oceng wplywu sezonowosci na zmiany stezenia witaminy C u chorych
dializowanych oraz grupy referencyjnej oséb zdrowych.

4. Dokonanie préoby oceny wspoltzaleznosci pomiedzy odpowiedziag na leczenie
rHuEPO a stezeniem witaminy C.

5. Ocen¢ wpltywu suplementacji witaminy C u pacjentow z jej niedoborem na

hemopoeze.

Do badania w pierwszym etapie zakwalifikowano 112 chorych z przewlekia
niewydolnoscia nerek, leczonych hemodializami oraz 23 zdrowych, wydolnych nerkowo
ochotnikow. W pierwszej fazie projekt mial na celu okreélenie stezenia witaminy C
wystepujacego w populacji chorych przewlekle hemodializowanych w poréwnaniu do grupy
referencyjnej osob zdrowych. Réwnoczeénie z oceng stezenia witaminy C w surowicy
oceniano gospodarke zelazem, wplyw witaminy C na hemopoeze oraz czynniki mogace
powodowacé opornoéc na ludzka rekombinowang erytropoetyne.

W trakcie badania kontrolowano stezenia: mocznika, kreatyniny, biatka caltkowitego,
albuminy, wspoélczynnika KT/V, Zzelaza, ferrytyny oraz oceniano poziom saturacji
transferyny.

W przeprowadzonych badaniach stwierdzono znamiennie nizsze stezenia witaminy C
(ponizej normy) u grupie chorych hemodializowanych w poréwnaniu do grupy referencyjnej
0s6b zdrowych. U pacjentéw hemodializowanych, mimo zalecanej podazy witaminy C (60
mg/dobe), jej stezenie w surowicy utrzymuje sie zawsze ponizej normy, z obserwowanym
znaczgcym spadkiem jej stezenia w surowicy w okresie wiosennym. Przez caly rok zawartos¢
spozywanej witaminy C w grupie kontrolnej byta zgodna z zaleceniami RDA - 60 mg/24 h.
W jesieni i w zimie zanotowano zmniejszenie spozycia witaminy C. Mozna przypuszczac, ze
w wyniku zmniejszonego spozycia witaminy C i braku jej akumulacji w ustroju w okresie
jesienno-zimowym doszlo do stopniowego obnizenia stezenia witaminy C w surowicy i
spadku stezenia ponizej normy w okresie wiosennym. Obserwacje poczynione w niniejszej
pracy potwierdzaja istniejaca tendencje do podwyzszenia RDA dla witaminy C do wartosci
100 - 120 mg/dobe dla zdrowych niepalacych oséb, co prowadzilo do normalizacji stezeri w
okresie wiosennym, a wiec - calorocznej stabilizacji stezenia witaminy C w surowicy. W obu
badanych grupach stezenie witaminy C wykazuje sezonowos¢.

W  przeprowadzonych podczas jednorocznej obserwacji badaniach wykazano istotne

statystycznie nizsze (p < 0,05) stezenie witaminy C u chorych dializowanych w poréwnaniu
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do grupy kontrolnej na poczatku obserwacji oraz po 3, 6 i 9 miesigcach. Uzyskiwane wartosci
w grupie chorych hemodializowanych byly ponizej zakresu normy. Stwierdzono, ze podczas
zabiegu hemodializy stezenie witaminy C w surowicy chorych hemodializowanych obniza sie
o okoto 45 %.

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic w stezeniu witaminy C pomiedzy
niepalacymi i palgcymi, pomiedzy mezczyznami i kobietami w catej badanej populacji oraz u
chorych dializowanych. Nie obserwowano réwniez réznic w zaleznosci od czasu dializy
(powyzej i ponizej 2 lat). Nie stwierdzono znamiennej ré6znicy pomiedzy spadkiem stezenia
witaminy C podczas zabiegu hemodializy a ultrafiltracja, Kt/V oraz redukcja stezenia
kreatyniny. Nie stwierdzono réwniez istotnego zwigzku pomiedzy przeddializacyjnym
stezeniem witaminy C a saturacja transferyny, stezeniem iPTH oraz stezeniem albuminy i
ferrytyny.

W analizie danych z ankiet dietetycznych poréwnywano wyniki uzyskane u 30 chorych
dializowanych i 20 ochotnikéw z grupy kontrolne;.

W przeprowadzonych testach nieparametrycznych wykazano znamienne statystycznie
réznice w spozyciu pomiedzy chorymi dializowanymi i grupa kontrolna (p < 0,01) w zakresie:
witaminy C w kwartale II (lato), potasu w kwartale III (jesiert) (wyzsze u chorych
dializowanych!).

W drugim roku badania 68 chorych zakwalifikowano do wdrozenia suplementacji witaminy
C. Badano stezenia witaminy C bezposrednio przed rozpoczeciem cyklu podazy,
bezposrednio po zakoriczeniu 8 tygodniowego okresu suplementacji oraz po 8 tygodniach
przerwy w cyklu suplementagji.

Po okresie suplementacji stezenie witaminy C w badanej populacji wzrosto znamiennie
statystycznie (p < 0,00002), aby po o$miu tygodniach powrdéci¢ do wartosci zblizonych do
wyjsciowych.

Nie stwierdzono znamiennej statystycznie korelacji pomiedzy wzrostem stezenia witaminy C
po suplementacji a srednim stezeniem iPTH, stezeniem glinu i $rednig wartoscia Kt/V w
badanym okresie. Stwierdzono natomiast znamienng, ujemna korelacje pomiedzy przyrostem
stezenia witaminy C a stopniem wydializowania kreatyniny (ct/c0).

W przeprowadzonych testach nieparametrycznych stwierdzono istotny statystycznie wzrost
(p < 0,00001) stezenia hemoglobiny i hematokrytu oraz istotny statystycznie réznice (p <
0,00001) w dawkowaniu erytropoetyny w okresie suplementacji i 2 oraz 4 miesiace po jej
zakonczeniu. Stezenia ferrytyny nie zmienity sie istotnie podczas suplementacji oraz w 2 i 4

miesigce po jej zakoriczeniu. Stwierdzono natomiast istotny statystycznie wzrost (p < 0,05)
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saturacji transferyny i osoczowego stezenia zelaza po okresie suplementacji oraz w 2 i 4
miesigce po jej zakoniczeniu przy jednocze$nie znamiennie (p < 0,05) zmniejszonym jego
dawkowaniu. Po okresie suplementacji witaminy C oraz 2 i 4 miesigce p6zniej stwierdzono
zmniejszenie dawkowania tHuEPO z 3000 j./tydz/ pacjenta do 2000 j./tydz./pacjenta.
Suplementacja witaminy C podczas HD ulatwiala uwalnianie zmagazynowanego zelaza i
poprawiala odpowiedz na leczenie erytropoetyna.

W obecnej pracy zaobserwowano pozytywny wplyw podazy witaminy C na
przetamanie opornosci na rHuEPO u pacjentéw z toksycznym stezeniem glinu w surowicy
(stezenie Al powyzej 50 pg/l). Niestety, analogicznej odpowiedzi nie obserwowano u
pacjentéw ze stezeniem Al ponizej 50 pg/1 oraz z nieprawidlowym stezeniem iPTH (powyzej
800 pg/ml). Ze wzgledu na opisywany niekorzystny wpltyw wysokich stezenn witaminy C,
przy jej podazy chorym hemodializowanych, stezenie leku w surowicy winno by¢

monitorowane.
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ABSTRACT

Hemodialysis patients are a complicated population kept alive thanks to modern
medical knowledge and technology. Problems associated with long-term maintenance therapy
of repeated hemodialysis are a result of present method imperfections (3 times a week,
duration of each session from 4 to 5 hours) and on the other hand - from side effects of the
dialysis procedure itself and the unsuccessful leveling of uremia.

The issues concerning vitamin C balance in hemodialysis patients belong to those of
which much has been written, but not much headway has been achieved. Solving these
problems and satisfactory explanations are yet to found.

Chronic renal insufficient patients, requiring dialysis therapy (hemodialysis) are prone to
vitamin C deficiency. This deficiency may be caused by either vitamin C loss during
hemodialysis (due to free movement through dialysis membranes into dialysate) and limited
intake of fruits and vegetables due to restricted diet that these patients must adhere to in order
to avoid hyperkaliemia. However, these food products are main sources of vitamin C.
Vitamin C loss, especially connected with insufficient intake may lead to its decreased serum
concentration; this in turn may lead to subclinical or evident vitamin C deficiency.

As an essential micro-constituent required for proper metabolic functions, vitamin C is
also one of the physiological components of the antioxidant barrier and an important factor in
influencing iron balance and metabolism. Hemodialysis patients require sufficient available
iron in order for optimal response to erythropoietin (rHuEPO). Certain patients even though
they are iron-overloaded, exhibit rHuEPO hyporesponsiveness due to decreased iron
bioavailability. Functional iron deficiency occurs when iron supply is insufficient to meet the
demands of increased rHuUEPO erythropoiesis. In this state, the need for structural iron
exceeds the amount available from transferrin. Iron supplementation is optimal therapy in
such patients. Route of iron administration and its dosage becomes a main problem. Presently,
iron supplementation has become a topic for discussion and whether this treatment is justified
for hyporesponsiveness in patients with iron overload (not leading to secondary
hemosiderosis or other side effects). Adjuvant vitamin C administration appears to be a

promising therapy in decreasing rHuUEPO hyporesponsiveness in hemodialysis patients.

The following aims of this research study were to:
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1. Evaluate vitamin C concentrations in the group of hemodialysis patients in comparison
to the reference healthy group.

2. Evaluate the effect of hemodialysis procedure on serum vitamin C concentrations.

3. Evaluate seasonal influences on changes of vitamin C concentrations in the
hemodialysis patient group and in the healthy reference group.

4. Evaluate correlation between rHuUEPO treatment response and vitamin C
concentrations.

5. Evaluate vitamin C administration in deficient hemodialysis patients and its effect on
hemopoesis.

During the first stage of the study, 112 hemodialysis patients and 23 healthy control
subjects were qualified. The aim of the first stage was to measure concentration of vitamin C
in hemodialysis population in comparison to the healthy study group. At the same time as
vitamin C concentrations were being evaluated - iron homeostasis parameters, blood
morphology and factors responsible for resistance to erythropoietin therapy in the
hemodialysis patient group were also monitored. During this period, the following
concentrations were measured: urea, creatinine, Kt/V value, iron, iPTH, albumin, ferritin and
level of transferrin saturation.

During this one-year study period, observed were significant low concentrations of
vitamin C in the hemodialysis patient group in comparison to the control group. Hemodialysis
patients achieved the RDA for vitamin C (60 mg/day); however, serum vitamin C
concentrations were always below normal range, with a substantial drop in serum
concentration during the spring season. The healthy control group attained the RDA for
vitamin C during the entire study period (60 mg/day). During the autumn and winter seasons,
noted was decreased vitamin C intake. One can suspect that due to decreased vitamin C intake
at this time and lack of tissue accumulation - this led to a gradual decrease of serum vitamin
C concentration and a further drop below normal range in the spring. Observations during
this research project uphold the proposal of other authors that have recommended that the
RDA for vitamin C be increased to values of 100 - 120 mg/day for healthy, non-smoking
adults. In this manner, vitamin C serum concentrations would be normalized during the
spring season and later lead to all year round stabilization of serum vitamin C concentration.
In both study groups, vitamin C concentrations present seasonal changes.

During this one-year study period, observed was a statistically significant (p < 0,05) decrease
of vitamin C concentration between hemodialysed patients and control group at the beginning

of the study period, 3, 6 and 9 months later. The obtained results in hemodialysed patients
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were below reference ranges. During HD, serum concentration of vitamin C decreased about
45 %. No statistically significant differences were found between smokers and non-smokers,
females and males of the entire study population and in the hemodialysis population. No
differences were noted in vitamin C concentration levels depending on dialysis therapy
duration (above and below 2 years). No significant differences were found between vitamin C
concentration decreases during dialytic ultrafiltration and Kt/V, nor creatinine concentration
decrease. No correlations were presented between pre-dialysis concentrations of vitamin C
and transferrin saturation, iPTH, albumin and ferritin concentrations.

Diet questionnaires obtained from 30 dialysed patients and 20 control subjects were evaluated
and results were compared.

Non-parametric statistical tests revealed higher vitamin C consumption during the second
quarter (summer) and higher potassium consumption in the third quarter (autumn) in the
hemodialysed patient group.

During the second stage of the study, 68 hemodialysis patients were qualified for vitamin C
supplementation. Vitamin C concentration levels were measured before supplementation,
after the 8t week of supplementation and after an 8 week break in vitamin C administration.
After the supplementation period, vitamin C concentration levels significantly increased
statistically, returning to similar baseline values during the next 2 months.

No statistically significant correlations were found between the rise of vitamin C concentration
level after supplementation and mean concentration of iPTH, aluminum and mean Kt/V value
during the study period. However, statistically significant negative correlation was observed
between the increase in vitamin C concentration and the degree of creatinine removal during
hemodialysis (ct/co).

Non-parametric tests showed statistically significant increase (p < 0,00001) of hemoglobin
concentration and hematocrit value and statistically significant differences (p < 0,00001) in
erythropoietin doses during the supplementation cycle, 2 and 4 months after its termination.
Ferritin concentration did not change during the supplementation cycle and in 2 and 4 months
after its termination. Statistically significant increase (p < 0,05) was observed in transferrin
saturation and serum iron level immediately after the supplementation cycle, 2 and 4 months
after termination, revealing significant decrease of intravenous iron dosage. Dosage of
rHuEPO decreased from 3000 U/week/patient to 2000 U/week/patient after the vitamin C
supplementation cycle, 2 and 4 months after its termination.

Supplementation of vitamin C during HD facilitated mobilization of iron from inert tissue

stores and improved effectiveness of rHuUEPO treatment response.
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In the present study observed was a positive influence of vitamin C supplementation
on breaking through rHuEPO hyporesponsiveness in patients with toxic serum aluminum
concentrations (Al > 50 ng/l). However, an analogical influence was not observed in
hemodialysis patients with non-toxic aluminum serum concentrations (Al <50 pg/1) and with
abnormal iPTH serum concentrations (iPTH > 800 pg/ml). Due to data concerning negative
consequences of high vitamin C concentrations, one must monitor its serum concentrations in

hemodialysed patients during supplementation.
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