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2. Wstep

2.1. Przewlekla choroba nerek

2.1.1. Definicja

Przewlekta chorobg nerek rozpoznaje sig, gdy spetnione jest co najmniej jedno z
ponizszych kryteriow:

1) uszkodzenie nerek utrzymujace si¢ ponad 3 miesiace, wyrazajace si¢
nieprawidlowosciami morfologicznymi lub nieprawidlowosciami w sktadzie krwi lub
moczu, badz nieprawidlowymi wynikami badan obrazowych.

2) GFR <60 ml/min/1,73m? powierzchni ciata przez co najmniej 3 miesiace, z
uszkodzeniem lub bez uszkodzenia nerek (1-3).

Definicja przewlektej choroby nerek zostala opracowana w 2002 roku przez grupe
amerykanskich ekspertow Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI) (1). Rok
pdzniej migdzynarodowa grupa Kidney Disease Improving Global Outcome (KDIGO)
zarekomendowata stosowanie tej definicji na catym $swiecie (2).

Klasyfikacja przewlektej choroby nerek wedtug wytycznych National Kidney
Foundation (NKF) zostata przedstawiona w tabeli 1.

Tabela 1. Klasyfikacja przewlektej choroby nerek wg NKF (3).

Stadium GFR (ml/min/1,73 charakterystyka wg NKF
CKD m?)
1 >90 uszkodzenie nerek z prawidtowym lub
zwiekszonym GFR
2 60-89 uszkodzenie nerek z niewielkim

zmnigjszeniem GFR

3 30-59 umiarkowane zmniejszenie GFR
4 15-29 duze zmniejszenie GFR
5 <15 lub leczenie niewydolnos$¢ nerek

dializami

Okreslenie ,,przewlekta niewydolnos$¢ nerek”, stosowane uprzednio w stosunku do
wszystkich choréb nerek z towarzyszacym obnizeniem filtracji klgbuszkowej, ograniczono
do grupy przewlektych choréb nerek z GFR <15 ml/min/ 1.73 m?, zwykle z
towarzyszacymi objawami klinicznymi mocznicy i wskazaniami do rozpoczgcia leczenia
nerkozastgpczego - dializ lub przeszczepienia nerki (3).

2.1.2. Epidemiologia przewleklej choroby nerek




Wedhug danych opublikowanych przez NKF, opartych na rezultatach
przeprowadzonego w latach 1988-1994 badania NHANES III (The Third National Health
and Nutrition Examination Survey) oraz US Renal Data System (w odniesieniu do stadium
5 CKD), stadium 1 CKD stwierdza si¢ u 3,3% populacji USA, stadium 2 u 3%, 3 u 4,3%, 4
1u0,2% 15u0,1% (3). Zhang i wsp. na podstawie systematycznego przegladu publikacji
dostepnych w bazie MEDLINE ocenili czgstos¢ wystgpowania CKD (niezaleznie od
stadium) na 7,2% w populacji >30 roku zycia. Czgsto$¢ wystgpowania CKD u 0s6b
powyzej 64 roku zycia oceniono na 23,4-35,8% (4). Przeprowadzone w populacji polskiej
badanie PolNef wykazato obecnos$¢ albuminurii jako wskaznika uszkodzenia nerek u
11,9% z 2471 badanych. U co najmniej 9% uczestnikow badania, u ktoérych potwierdzono
wystepowanie albuminurii, stwierdzono GFR <60 ml/min/1,73m? (5).

Czynniki demograficzne zwigkszajace ryzyko rozwoju CKD to poza wiekiem pte¢
meska oraz rasa (6). Populacja Afroamerykanow zamieszkujacych USA jest znacznie
bardziej narazona na wystgpowanie CKD niz przedstawiciele innych ras. Wérod
Afroamerykanow stwierdzono siedmiokrotnie czgstsze wystepowanie niecukrzycowe;j
ESRD i czterokrotnie czgstsze wystgpowanie nefropatii cukrzycowej prowadzacej do
schytkowej niewydolnosci nerek (7). Predyspozycje etniczne tylko czg§ciowo mozna
wytlumaczy¢ czynnikami takimi jak styl zycia, otytos¢, status materialny 1 dostgp do
opieki medycznej. Prowadzone w ostatnich latach badania genetyczne wskazuja na
zwiazek pomigdzy rozwojem ESRD a wystgpowaniem mutacji genu kodujacego tancuchy
cigzkie nie zwiazanej z migsniami miozyny 9 (non-muscle myosin heavy chain 9 —
MYHY9). Mutacja ta ma powodowac u genetycznie predysponowanych osob rasy czarnej
postepujace szkliwienie kiebuszkow nerkowych, wiazane uprzednio z opornym na leczenie
nadci$nieniem tetniczym (8).

Inne czynniki genetyczne zwigzane najprawdopodobniej z ryzykiem progresji CKD to
polimorfizm gendw: konwertazy angiotensyny, IL-6, TNF-a i PPAR-y (9,10).

Elementy stylu zycia, ktdre czgsciej wystgpuja u 0sob z CKD to palenie tytoniu,
otyto$¢ oraz nadmierne spozycie soli (6).

Badania przeprowadzone wsrdd mieszkancow USA wykazaty, ze jedynie u 2%
pacjentow z CKD obserwuje si¢ progresj¢ do schytkowej niewydolnos$ci nerek.
Dysproporcja ta wynika w duzej mierze z wysokiej $miertelnosci w tej populacji chorych,
siggajacej wsrdd pacjentow w 4 stadium CKD ok. 45% w 5-letnim okresie obserwacji.
Dominujacymi przyczynami zgondw sa choroby uktadu sercowo-naczyniowego (11).

Odlegle obserwacje wykazaty, ze istotny klinicznie spadek GFR w okresie 5-letnim



wystepuje u mniej niz 5% chorych z CKD a ryzyko progresji do ESRD na kazdym etapie
choroby jest kilkakrotnie mniejsze niz ryzyko zgonu (11,12). Niezaleznymi czynnikami
ryzyka progresji CKD sa biatkomocz i nadcisnienie tetnicze. Znaczenie w postepie CKD
przypisuje si¢ rowniez obecnosci takich zaburzen jak: hiperlipidemia, niedokrwisto$¢ i

kwasica metaboliczna (6).

2.1.3. Metody oznaczania GFR

Poziom kreatyniny w surowicy nie jest wystarczajaco czulym wskaznikiem czynnosci
wydalniczej nerek. Do wzrostu poziomu kreatyniny powyzej goérnej warto$ci normy
dochodzi zwykle wtedy, gdy filtracja klebuszkowa zmniejsza si¢ o ok. 50%. Ponadto na
poziom kreatyniny wplywaja inne, niezalezne od GFR czynniki: wiek, pte¢, rasa i masa
mig$niowa (13). Metody oznaczania filtracji klgbuszkowej w oparciu o inne niz
kreatynina substancje, takie jak inulina czy substancje znakowane izotopami sg z racji
trudnos$ci w ich wykonaniu i stosunkowo wysokich kosztow wykonywane w
ograniczonym zakresie, zwykle w badaniach naukowych. Z kolei wykonanie 24-godzinne;j
zbiorki moczu w celu obliczenia klirensu kreatyniny niesie ze soba ryzyko popelnienia
btedow przedlaboratoryjnych i jest niekiedy trudne do wykonania w warunkach
ambulatoryjnych (13,14). Wytyczne NKF zalecaja w codzienne praktyce obliczanie
wartosci GFR za pomoca skréconego wzoru MDRD (Modification of Diet in Renal
Diseases) lub wzoru Cockrofta — Gaulta (3).

Wzér Cockrofta — Gaulta (15):
Cer [ml/min] = (140 — wiek) x waga/72 x S¢: x 0,85 (dla kobiet)

Skroécony wzor MDRD (16):

GFR [ml/min/1,73m*] = 186 x (Sc,)™"** x (wiek)*** x 0,742 (dla kobiet) x 1,210 (dla
Afroamerykanow)

gdzie:

Ccr—klirens kreatyniny

Scr — stgzenie kreatyniny w surowicy [mg/dl]

wiek — w latach

waga — w kilogramach.

Wykazano, ze wzor MDRD jest bardziej doktadny u 0s6b z GFR <90 ml/min/1,73 m?

(17). Stwierdzono jednakze, ze zastosowanie wzoru MDRD zwykle zaniza, natomiast



wzoru Cockrofta — Gaulta zawyza warto$¢ GFR u 0s6b z prawidtowa czynnoscia nerek
(18). Rule 1 wsp. wykazali staba korelacje pomigdzy wartoscia GFR obliczona za pomoca
obu wzordéw a wartoscia oznaczona metodami laboratoryjnymi u zdrowych oséb (19).
Jednakze w wigkszoS$ci przypadkdw zastosowanie jednego z powyzszych wzoréw daje
rezultaty wystarczajaco doktadne do zastosowania w codziennej praktyce kliniczne;j.
Istotnym warunkiem uzyskania porownywalnych i powtarzalnych wynikow jest
standaryzacja metod oznaczania poziomu kreatyniny w surowicy stosowanych w réznych
pracowniach analitycznych (13). W Polsce, zgodnie z zaleceniami zespotu Konsultanta
Krajowego w Dziedzinie Nefrologii oraz Zarzadu Gtownego Polskiego Towarzystwa
Nefrologicznego, do powszechnego uzytku dla 0osob dorostych zalecany jest skrocony

wzér MDRD (14).

2.1.4. Przyczyny przewleklej choroby nerek

Obecnie najczgstszymi przyczynami przewlektej choroby nerek sa nadci$nienie
tetnicze 1 cukrzyca (4,20,21). Udziat klebuszkowych zapalen nerek oraz chorob
infekcyjnych uktadu moczowego w etiologii CKD systematycznie maleje, przynajmniej w
krajach wysoko rozwinigtych (22). Z uwagi na bezobjawowy, cz¢sto wieloletni przebieg
znaczaca cze$¢ przypadkow CKD pozostaje nierozpoznana az do chwili wystapienia
objawéw schytkowej niewydolnosci nerek, co w pewnej mierze moze ograniczaé
rzetelno$¢ wynikow analiz epidemiologicznych. Doktadniejsze rejestry sa prowadzone dla
pacjentow ze schytkowa niewydolnos$cia nerek poddawanych leczeniu nerkozast¢pczemu.

Wedlug opublikowanego w 2007 roku raportu US Renal Data System najczgstsza
przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek w USA jest nefropatia cukrzycowa,
odpowiedzialna za niemal 46% przypadkdéw rozpoczgceia terapii nerkozastgpczej. Kolejna
przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek, szczegdlnie wsrdd chorych w podesztym
wieku, jest miazdzyca naczyh nerkowych (23).

W Polsce, wedtug raportu Krajowego Konsultanta w Dziedzinie Nefrologii,
najczgstsza przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek u pacjentdow, u ktorych rozpoczgto
w 2005 roku leczenie nerkozastgpcze, jest nefropatia cukrzycowa, odpowiadajaca za
27,16% przypadkow. Kolejne pod wzgledem czgstosci przyczyny ESRD to: kigbuszkowe
zapalenia nerek (18,57%) 1 nefropatia nadci$nieniowa (14,38%). U okoto 10% chorych
przyczyny schylkowej niewydolnos$ci nerek nie udaje sig ustali¢ (14).

2.1.5. Patofizjologia przewleklej choroby nerek.



Niezaleznie od pierwotnej przyczyny przewlektej choroby nerek osiagnigcie
okreslonego poziomu uszkodzenia narzadu powoduje state, postepujace, zwykle
nieodwracalne zmiany, ktore w znacznym odsetku przypadkow prowadza do schytkowej
niewydolnos$ci nerek (24). Istnieje kilka teorii thumaczacych zmiany patofizjologiczne
zachodzace w przewleklej choroby nerek. Wedtug teorii Brennera, zwanej rowniez teoria
hiperfiltracji, reakcja na ogniskowe zniszczenie nefronow jest hiperfiltracja 1 przerost
pozostatych nefronéw, ktore poczatkowo kompensuja uszkodzenie, ale z czasem podlegaja
procesom stwardnienia kigbuszkow 1 atrofii cewek z nastgpowym rozwojem zmian
zapalnych 1 wtoknienia w tkance §rédmiazszowej (25). Mechanizmy odpowiedzialne za
hiperfiltracj¢ 1 przerost nieuszkodzonych nefronéw nie zostaty dotychczas doktadnie
zdefiniowane. Liczne dowody posrednie wskazuja na znaczaca rolg aktywacji
wewnatrznerkowego uktadu renina- angiotensyna-aldosteron (RAA) w patogenezie
stwardnienia ktebuszkéw nerkowych (26,27). W tym ,,hemodynamicznym” modelu
przewlektej choroby nerek kluczowa role odgrywa angiotensyna I1, powodujac
zwigkszenie ci$nienia wewnatrzklebuszkowego oraz nasilajac ekspresj¢ i aktywnos$¢
czynnikow profibrotycznych: transformujacego czynnika wzrostu  (TGF-f) 1 inhibitora
aktywatora plazminogenu typu-1 (PAI-1) (26). Kolejnym posrednim dowodem istotne;j
roli aktywacji uktadu RAA w patogenezie przewlektej choroby nerek jest dzialanie
renoprotekcyjne inhibitoréw konwertazy angiotensyny, wykraczajace poza ich efekt
hipotensyjny. Dzialanie to wykazano w szeregu badan klinicznych, migdzy innymi
Collaborative Study Group, REIN (Ramipril Efficacy In Nephropathy) i AIPRI (The
Angiotensin-Converting-Enzyme Inhibition in Progressive Renal Insufficiency) (28).

Teoria hiperfiltracji nie thumaczy najprawdopodobniej wszystkich zmian
patofizjologicznych odpowiedzialnych za postgp przewlektej choroby nerek. Znaczaca rolg
w progresji uszkodzenia nerek odgrywaja rowniez zmiany zachodzace w cewkach
nerkowych 1 tkance srodmiazszowej, prowadzace do zaniku cewek 1 wldknienia
srodmiazszu (24,29). Glownymi czynnikami powodujacymi przewlekie uszkodzenie
cewkowo-§rodmiazszowe sa biatkomocz oraz przewlekle niedotlenienie nerek (30).
Mechanizmy prowadzace do uszkodzenia nerek przez biatkomocz sa ztozone. Masywny,
nieselektywny biatkomocz moze powodowac niedroznos$¢ cewek nerkowych a niektore
biatka takie jak: czynniki wzrostowe, transferyna, albuminy i zwiazane z nimi kwasy
thuszczowe oraz sktadowe dopelniacza moga wywiera¢ bezposredni, uszkadzajacy wptyw
na komorki nabtonka cewek nerkowych (24). Wykazano, ze albuminy stymuluja ekspresje

cytokin 1 chemokin w komorkach nabtonka cewek proksymalnych poprzez wzrost



generacji wolnych rodnikow tlenowych z nastgpowa aktywacja czynnika jadrowego kB
(NF «B) (31-33). Zwiazane z albuminami kwasy tluszczowe nasilaja apoptoze komorek
nabtonka cewkowego (34). Przetadowanie komoérek nabtonka cewek proksymalnych
biatkiem prowadzi do nieprawidtowej aktywacji sktadowych dopetniacza i w efekcie do
dalszego uszkodzenia nerek (24).

Kolejnym czynnikiem powodujacym postepujace uszkodzenie cewek 1 sroédmiazszu
nerek jest ich przewlekte niedotlenienie. Moze by¢ ono spowodowane obkurczeniem
naczyn wywolanym lokalng aktywacja uktadu RAA, zmniejszeniem syntezy tlenku azotu,
niedokrwisto$cia towarzyszaca przewlektej chorobie nerek oraz zanikiem kapilar
okotocewkowych (24,29). Przewlekle niedotlenienie indukuje fibroblasty, powoduje
zmiany w metabolizmie macierzy pozakomoérkowej oraz wywotuje transformacj¢ komorek
nabtonka cewkowego do miofibroblastow, co w koncowym efekcie prowadzi do
nasilonego wtoknienia cewkowo-$§rédmiazszowego (35-38). Przewlekte niedotlenienie
powoduje réwniez uposledzenie czynnosci mechanizmow neutralizujacych dziatanie
wolnych rodnikéw, migdzy innymi zaleznej od miedzi 1 cynku dyzmutazy nadtlenkowe;j

(Cu/Zn-SOD), co prowadzi do nasilenia stresu oksydacyjnego (39).

2.1.6. Stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny to zjawisko uszkodzenia tkanek na skutek zaburzenia rownowagi
pomigdzy powstawaniem substancji o dziataniu utleniajacym a sprawnos$cia mechanizméw
odpowiedzialnych za ich rozpad (40-42).

Gtownym zroédtem zwiazkoéw o silnych wlasciwosciach utleniajacych, odgrywajacych
znaczaca rol¢ w patogenezie stresu oksydacyjnego, sa aktywowane makrofagi. Pod
wplywem stymulacji przez granulocyty oboj¢tnochtonne o polimorficznych jadrach
(polymorphonuclear neutrophils — PMNs) produkuja one reaktywne zwiazki tlenu
(reactive oxygen species — ROS): anion nadtlenkowy (O5), ktdry jest niestabilny 1 ulega
szybkiej przemianie do nadtlenku wodoru (H>O,). Anion nadtlenkowy i nadtlenek wodoru
sa prekursorami kolejnych oksydantéw. O, wchodzi w reakceje z tlenkiem azotu (NO)
prowadzac do powstawania silnie reaktywnych zwiazkoéw azotowych. Nadtlenek wodoru
wchodzi w reakcj¢ z atomami zelaza dajac w efekcie rodniki hydroksylowe (OH"),
odpowiedzialne za uszkodzenie bton komorkowych, agregacje biatek i uszkodzenie DNA
(41,43). Nadtlenek wodoru jest ponadto substratem dla obecnego w fagocytach enzymu
mieloperoksydazy (MPO), ktory katalizuje powstawanie aktywnych zwiazkéw chloru,

gtownie kwasu podchlorowego (OCl). Kwas podchlorowy odpowiedzialny jest za
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uszkodzenie lipidéw, proteoglikandéw i innych sktadnikéw blon komérkowych, w tym grup
tiolowych biatek. Wchodzi rowniez w reakcj¢ z grupami aminowymi biatek prowadzac do
powstawania chloramin (41).

Waznym Zrédlem ROS sa mitochondria. Okoto 1-2% komoérkowego metabolizmu
tlenu, zachodzacego w mitochondrialnym uktadzie cytochroméw, prowadzi do
powstawania reaktywnych zwigzkow tlenowych (40).

ROS z uwagi na swa wysoka reaktywnos¢ charakteryzuja si¢ bardzo krétkim,
wyrazonym w sekundach czasem poltrwania, w zwiazku z czym oznaczanie ich in vivo jest
trudne. Jako markeréw stresu oksydacyjnego uzywa si¢ substancji modyfikowanych przez
reaktywne zwiazki tlenu, ktdre sa znacznie bardziej stabilne (41).

Reakcja oksydacji wielonienasyconych kwasow ttuszczowych prowadzi do
fragmentacji ich czasteczek 1 powstawania aldehydow: akroleiny, malonyldialdehydu
(MDA), 4-hydroksynonenalu (HNE) oraz reaktywnych zwiazkow kwasu tiobarbiturowego
(41,44). Niezalezna od cyklooksygenazy, nieenzymatyczna oksydacja kwasu
arachidonowego powoduje powstawanie zwiazkow o budowie zblizonej do prostaglandyny
F,, nazywanych F,-izoprostanami. F,-izoprostany powstaja in situ w czasteczkach
fosfolipidow, a nastgpnie na skutek dziatania fosfolipazy A, sa uwalniane do osocza,
wystepujac tam w formie wolnej (40). Szczegolna uwage zwrocono na jeden ze zwiazkow
z tej grupy, 8-1zo-PGF,,, ktory jest nie tylko markerem stresu oksydacyjnego, ale wykazuje
réwniez aktywnos¢ proaterogenna zwigzang z powinowactwem do receptora dla
tromboksanu A, (42,45). Innymi produktami nieenzymatycznej oksydacji kwasu
arachidonowego sa izolewuglandyny, ktore w odréznieniu od izoprostandw nie wystgpuja
w osoczu w formie wolnej, tylko sa w catos$ci zwiazane z biatkami (46). Wykazano, ze
zaréwno zwiazki bedace produktami koncowymi oksydacji lipidow (advanced lipid
oxidation end-products — ALEs) , jak i1 specyficzne przeciwciata skierowane przeciwko
niektorym z nich, np. oksydowanym LDL sa uzytecznymi wskaznikami nasilonego stresu
oksydacyjnego (47).

Produktami oksydacyjnego uszkodzenia biatek sa oporne na proteoliz¢ agregaty, zwane
AOPP (advanced oxidative protein products). Oksydacja reszt aminokwasow (szczegdlnie
tyrozyny) w tancuchu peptydowym prowadzi do powstawania specyficznych produktow,
ktore moga stuzy¢ jako markery reakcji oksydacyjnych (40). Katalizowane przez obecny
w makrofagach enzym mieloperoksydaz¢ przemiany aminokwaséw prowadza do
kumulacji aldehydow: glioksalowego, metyloglioksalowego i akroleiny. Zjawisko

nagromadzenia aldehydow wskutek reakcji oksydacji nosi nazwe ,,stresu karbonylowego”
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(48). Aldehydy zawierajace wysoce reaktywne grupy karbonylowe biora czynny udziat w
syntezie produktow koncowych glikacji (advanced glycation end products — AGE),
zwiazkow odgrywajacych istotna rol¢ patogenezie miazdzycy (40). Reaktywne zwiazki
tlenowe moga rowniez wchodzi¢ w reakcje¢ z kwasami nukleinowymi prowadzac do
powstawania mutacji oraz onkogenezy (41).

Wewnatrzkomorkowe mechanizmy obronne przeciwko szkodliwemu dziataniu
wolnych rodnikéw obejmuja enzymy: dyzmutaze nadtlenkowa, katalaze, peroksydaze
glutationowa zawierajaca selen oraz systemy nieenzymatyczne: glutation, tokoferol (wit.
E) oraz kwas askorbinowy (41). Pozakomodrkowe systemy eliminujace wolne rodniki to w
gléwnej mierze grupy tiolowe zlokalizowane w czasteczkach albumin oraz kwas
askorbinowy (40).

U chorych z przewlekta choroba nerek rownowaga pomig¢dzy czynnikami pro i
antyoksydacyjnymi przesunigta jest w kierunku zwigkszonego stresu oksydacyjnego.
Wykazano niedostateczng sprawno$¢ szeregu mechanizmow obronnych: niedobor
witaminy C (spowodowany restrykcjami dietetycznymi oraz jej utrata w czasie
hemodializ), zubozenie komorek w witaming E, obnizony poziom selenu oraz niedobor
glutationu (46,49). Jednocze$nie u chorych z ESRD obserwuje si¢ nasilenie proceséw
oksydacyjnych, zwigzane z czg¢stym wystgpowaniem cukrzycy, przewlektych stanow
zapalnych, nierzadko zaawansowanym wiekiem chorych oraz z czynnikami zwiazanymi z
leczeniem nerkozastgpczym (41). Stres oksydacyjny zwiazany z hemodializami wynika
gldwnie z niedostatecznej biokompatybilno$ci bton dializacyjnych, dtugotrwatej obecnosci
cewnikdw w naczyniach oraz ekspozycji na endotoksyny bakteryjne zawarte w wodzie

(40,41).

2.2. Choroby sercowo-naczyniowe w przewleklej chorobie nerek

Pacjenci z CKD, a w szczeg6lnosci chorzy ze schytkowa niewydolnoscia nerek leczeni
dializami, sa obciazeni znamiennie wigkszym ryzykiem rozwoju miazdzycy, a w jej
nastgpstwie incydentéw sercowo-naczyniowych (50-52). Ocenia sig, ze czgstos$¢
wystgpowania choroby wiencowej u pacjentow leczonych przewlekle dializami (zaréwno
hemodializami, jak 1 dializa otrzewnowa) wynosi okoto 40%, a $miertelnos$¢ z przyczyn
sercowo-naczyniowych jest 10-20 razy wigksza niz w populacji ogdlnej (53-55). Réznica
ta jest szczegdlnie wyrazna wsrod os6b miodych, pomiedzy 25 a 34 rokiem zycia, u

ktérych $miertelnos$¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych jest nawet 500 razy wigksza
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wsrod pacjentow ze schytkowa niewydolno$cia nerek niz w odpowiadajacej jej wiekiem
populacji z prawidlowa czynnoscia nerek (56). Okoto 50% zgondéw pacjentow przewlekle
dializowanych jest nastgpstwem choréb uktadu sercowo-naczyniowego (50-53). Zwiazek
pomiegdzy zwigkszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym a uposledzona czynno$cia nerek
zostal wykazany roéwniez w grupie pacjentdéw z wezesniejszymi stadiami przewlektlej
choroby nerek (57). Stwierdzono, ze wigkszo$¢ chorych w stadium 3 1 4 CKD (GFR <60
ml/min/1,73m?) umiera wskutek epizodéw sercowo-naczyniowych, a nie z powodu
progresji przewlektej choroby nerek (56).

Na zwigkszona zachorowalno$¢ pacjentow z CKD na choroby uktadu sercowo-
naczyniowego maja wplyw zaro6wno uznane czynniki ryzyka wystepujace w populacji
ogolnej takie jak: nadcisnienie tetnicze, dyslipidemia, cukrzyca, nadwaga lub otyto$¢ oraz
palenie tytoniu, jak i czynniki zwiazane bezposrednio z przewlekla choroba nerek:
objetosciowe przeciazenie uktadu krazenia, niedokrwisto$¢, zaburzenia gospodarki
wapniowo-fosforanowej, stres oksydacyjny, albuminuria, przewlekty stan zapalny,
zaburzenia elektrolitowe (szczegdlnie hipo 1 hiperkaliemia) oraz kwasica metaboliczna
(58-61). U chorych ze schytkowa niewydolnoscia nerek leczonych hemodializami istotne
sa rowniez czynniki ryzyka specyficzne dla tej formy leczenia nerkozastgpczego takie jak:
nagle zmiany objgtosci ptynu pozakomorkowego w czasie dializy oraz w okresie pomigdzy
dializami, wahania ci§nienia t¢tniczego krwi, szybkie zmiany poziomu elektrolitow,
niedostateczna biozgodno$¢ blon dializacyjnych oraz zanieczyszczenia (szczegodlnie
bakteryjne) ptynu dializacyjnego (53,62).

Wykazano, ze tradycyjne czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego wystepuja u chorych
z CKD czgsciej niz w populacji ogdlnej. Analiza ponad 6500 uczestnikow badania
Framingham Heart Study wykazata znacznie czgstsze wystgpowanie wszystkich uznanych
czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego (poza paleniem tytoniu) wsrod chorych z
umiarkowanym uposledzeniem czynno$ci wydalniczej nerek, wyrazonym poziomem
kreatyniny w surowicy >1,5 mg/dl, w porownaniu z osobami z prawidlowa czynnos$cia
nerek. Roznice te byly szczeg6lnie wyrazne wsrod kobiet uczestniczacych w badaniu.
Nadcisnienie tgtnicze stwierdzono 1,6 razy czgsciej u kobiet z CKD niz u badanych z
prawidtowa czynnos$cia nerek, cukrzycg 2,3 razy czesciej, hipercholesterolemig 1,5 razy a
nadwage 1,2 razy czesciej. Wszystkie roznice bytly istotne statystycznie. Wsrod mezczyzn
z CKD znamiennie czg$ciej wystepowata cukrzyca (1,8-krotnie) i nadwaga (1,1-krotnie).
Pozostate czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego rowniez wystepowaty czesciej u

chorych z CKD, ale rdznice nie byly istotne statystycznie (63). Takze w innych badaniach
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wykazano istotnie cz¢stsze wystgpowanie otylosci, zaburzen gospodarki lipidowej oraz
nadci$nienia tgtniczego, jak rowniez rzadsze osiaganie optymalnych rezultatow terapii
hipotensyjnej u chorych z przewlekta choroba nerek w poréwnaniu do oséb z prawidtowa
czynnoscia nerek (64,65).

W badaniu Framingham Heart Study stwierdzono, ze umiarkowanie uposledzona
czynnos$¢ wydalnicza nerek powodowata w 15-letnim okresie obserwacji znaczacy wzrost
ryzyka zgonu wséréd mezczyzn. Czgstos¢ wystgpowania choréb uktadu sercowo-
naczyniowego byta o 64% wyzsza u tych uczestnikow badania, u ktorych stwierdzono
uposledzenie czynno$ci nerek w pordwnaniu do 0sob z ich prawidtowa czynnoscia (56,63).
Analiza wynikow badania HOT (Hypertension Optimal Treatment) wykazata znamienne
zwigkszenie wspotczynnika ryzyka zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych oraz zgonu
niezaleznie od przyczyny wsrdd tych sposrdd ponad 18 tysigcy pacjentdw z nadci$nieniem
tetniczym objetych obserwacja, u ktorych stwierdzono uposledzona czynnos$é nerek (66).
Zblizone rezultaty przyniosto badanie przeprowadzone przez Go 1 wsp., ktdrzy na
podstawie trwajacej $rednio 2,84 roku obserwacji ponad miliona pacjentow z uposledzona
czynnos$cig nerek (GFR <60 ml/min) wykazali istotne, niezalezne od innych czynnikow
ryzyka sercowo-naczyniowego zwigkszenie ryzyka zgonu oraz wystapienia incydentu
sercowo-naczyniowego, wzrastajace wraz z obnizeniem warto$ci GFR (67).

Coraz wigcej danych wskazuje, ze podwyzszone stgzenie homocysteiny w osoczu jest
istotnym czynnikiem ryzyka sercowo-naczyniowego u chorych z CKD, cho¢ rezultaty
przeprowadzonych badan nie sa jednoznaczne. Prospektywne badanie obejmujace 73
osoby ze schytkowa niewydolnoscia nerek wykazato siedmiokrotny wzrost ryzyka
wystapienia zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych i 3,5-krotny wzrost ryzyka
wystapienia incydentu sercowo-naczyniowego u chorych z poziomem tHcy >27 pmol/l w
porownaniu do pacjentdéw z nizszym poziomem tHcy (68). Rowniez w kolejnych
badaniach wykazano zwigkszone ryzyko sercowo-naczyniowe u chorych ze schytkowa
niewydolnoscia nerek i hiperhomocysteinemia (69-73). Jednakze w innych badaniach nie
stwierdzono zwiazku pomigdzy podwyzszonym poziomem homocysteiny a zwigkszonym
ryzykiem sercowo- naczyniowym (74-76), a nawet wykazano zwigkszona $miertelnosc¢ z
przyczyn sercowo- naczyniowych u chorych z niskim poziomem tHcy (77-79). Jest to
zwiazane prawdopodobnie z obserwowanym u chorych ze schytkowa niewydolnos$cia
nerek tzw. zjawiskiem ,,odwroconej epidemiologii”, kiedy to niski poziom tHcy
wspolistnieje z niedozywieniem, przewlekltym stanem zapalnym i nasilona miazdzyca

naczyn (teoria MIA — malnutrition, inflammation, atherosclerosis), co wydaje si¢ by¢
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istotnym czynnikiem ryzyka sercowo- naczyniowego w tej grupie chorych (80-82).
Interpretujac zalezno$¢ pomig¢dzy poziomem homocysteiny a ryzykiem sercowo-
naczyniowym nalezy takze wzia¢ pod uwage, ze oznaczanie poziomu catkowitej
homocysteiny nie odzwierciedla dokladnie poziomu tych jej metabolitow, ktore sa

najistotniej zwiazane z rozwojem miazdzycy, gldwnie tiolaktonu homocysteiny (83,84).

2.3. Homocysteina i jej metabolizm

Homocysteina jest aminokwasem zawierajacym siarke, powstajacym w organizmie na
drodze demetylacji metioniny, jednego z podstawowych aminokwaséw dostarczanych z
pokarmami biatkowymi. Produktami posrednimi reakcji demetylacji sa: S-
adenozylometionina (SAM) oraz S-adenozylohomocysteina (SAH). Metabolizm
homocysteiny odbywa si¢ przez dwa gtowne szlaki: transsulfuracjg 1 remetylacjg. W
warunkach fizjologicznych, to jest przy prawidlowej podazy metioniny, okoto 50%
homocysteiny podlega transsulfuracji do cysteiny. Reakcja ta jest katalizowana przez
enzym [-syntazg cystationinowa (CBS), ktorej kofaktorem jest fosforan pirydoksalu
(witamina Bg). Pozostate 50% homocysteiny zostaje poddane remetylacji do metioniny.
Glownym szlakiem remetylacji, obecnym w wigkszosci tkanek, jest reakcja katalizowana
przez syntaz¢ metioninowa (SM). Kofaktorem tej reakcji jest pochodna witaminy B, —
metylokobalamina a donorem grup metylowych jest 5-metylotetrahydrofolian. Zwiazek ten
powstaje z 5,10-metylenotetrahydrofolianu w reakcji katalizowanej przez reduktaze
metylenotetrahydrofolianowa (MTHFR). Alternatywna droga remetylacji, obecna w
watrobie 1 nerkach, jest reakcja katalizowana przez metylotransferaze
betaina:homocysteina (BHMT). Enzym ten wymaga jako kofaktora fosforanu pirydoksalu.
Donorem grup metylowych jest w tej reakcji betaina. (85-87).

W warunkach fizjologicznych okoto 75% catkowitej homocysteiny stanowi frakcja
zwiagzana wiazaniem dwusiarczkowym z biatkami, gldwnie z albumina. Wigkszo$¢ wolne;j
homocysteiny wystepuje w postaci utlenionej, tworzac potaczone wigzaniem
dwusiarczkowym heterodimery z cysteina (Hcy-cysteina) lub homodimery (Hcy-Hcy).
Okoto 1-2% calkowitej homocysteiny stanowi jej wolna, zredukowana forma.
Homocysteina wystepuje rowniez w osoczu w niewielkich ilosciach (0,002-0,3% tHcy)

jako forma tiocykliczna, tiolakton homocysteiny (88).

Ryc. 1. Metabolizm homocysteiny (86).
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2.4. Hiperhomocysteinemia — definicja i przyczyny

Zakres prawidtowych wartosci stgzenia tHcy w osoczu krwi rozni si¢ w zaleznosci od
charakterystyki badanej populacji. Jako punkt odcigcia przyjmuje si¢ zwykle wartos¢ 97,5
percentyla dla os6b uznanych za zdrowe w badanej populacji. W krajach stosujacych
wzbogacanie zywnosci w kwas foliowy (np. USA) gorny zakres warto$ci referencyjnych
wynosi ok. 12 pmol/l. W pozostatych krajach zakres ten jest wyzszy 1 wynosi ok. 15 pmol/
|

(89). Hiperhomocysteinemig, definiowana jako patologiczne podwyzszenie poziomu
tHcy w osoczu lub surowicy krwi (90), dzieli si¢ tradycyjnie na tagodna (poziom
homocysteiny w osoczu na czczo 15-30 pmol/l), umiarkowana (30-100 umol/l) 1 cigzka
(>100 pmol/1) (91,92).

Czynniki modyfikujace st¢zenie tHcy w osoczu krwi mozna podzieli¢ na kilka grup.
Pierwsza z nich to czynniki demograficzne: wiek, ple¢ mgska oraz okres pomenopauzalny

u kobiet. Kolejna grupa to czynniki zwiazane ze stylem zycia: niedostateczne spozycie
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witamin z grupy B i kwasu foliowego, dieta bogatobiatkowa, palenie tytoniu, nadmierne
spozycie kofeiny oraz niski poziom aktywnosci fizycznej. Na poziom tHcy maja takze
wplyw niektére schorzenia takie jak: przewlekta choroba nerek, niektére nowotwory
(biataczka limfoblastyczna, guzy jajnika, sutka i trzustki), tuszczyca, toczen rumieniowaty
czy cukrzyca, jak rowniez przewlekle stosowanie niektorych lekow: antagonistoéw kwasu
foliowego (metotreksat, cholestyramina, leki przeciwdrgawkowe), antagonistow witaminy
Bs (teofilina, niacyna) i kobalaminy (metformina). Inne leki podwyzszajace poziom tHcy
to: L-dopa, cyklosporyna, aminoglutetymid, fibraty oraz leki moczopgdne (86,89).

Podwyzszone stezenie tHcy moze by¢ uwarunkowane genetycznymi defektami
enzymow bioracych udzial w metabolizmie metioniny. Najczgstsza genetycznie
uwarunkowana przyczyna hiperhomocysteinemii jest polimorfizm genu kodujacego
MTHFR, polegajacy na punktowej zamianie cytozyny na tyming w pozycji 677 (C677T).
Mutacja ta powoduje obnizong o okoto 50% aktywnos¢ MTHFR, co prowadzi do
zmniejszenia syntezy 5-metylotetrahydrofolianu, aktywnej formy kwasu foliowego
niezbednej do remetylacji homocysteiny do metioniny (93). Homozygoty TT
charakteryzuja si¢ umiarkowanie wigkszym stgzeniem tHcy ($rednio o 2,5 pmol/l) niz
homozygoty CC. Czgsto$¢ wystgpowania wariantu TT ocenia si¢ na ok. 10-30% (89,94).
Inny, rzadziej wystepujacy polimorfizm genu MTHFR, A1298C ma niewielkie znaczenie
w patogenezie hiperhomocysteinemii (95,96).

Mutacje genu kodujacego CBS to rzadkie defekty, zwiazane z cigzkimi postaciami
hiperhomocysteinemii, ktérym towarzyszy przedwczesny rozwdj miazdzycy t¢tnic,
zwigkszona czgsto$¢ wystepowania zatordw tgtniczych oraz zaburzenia neurologiczne

(89,95).

2.5. Hiperhomocysteinemia w przewleklej chorobie nerek.
Hiperhomocysteinemia wystepuje czgsto u pacjentow z przewlekta choroba nerek
(97,98). Wsrdd chorych z GFR <15 ml/min hiperhomocysteinemig¢ stwierdza si¢ u 80-
100% pacjentéw (99,100). Mechanizmy odpowiedzialne za podwyzszenie poziomu tHcy
w przewleklej chorobie nerek nie zostaty dotychczas dokladnie poznane. Jednym z nich
jest obnizenie klirensu nerkowego homocysteiny. Wykazano istnienie silnej, odwrotne;
korelacji pomigdzy poziomem tHcy w osoczu a wielkoscia filtracji kigbuszkowej, oceniang

zaroOwno miara klirensu kreatyniny, jak i metodami radioizotopowymi. Stwierdzono
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réwniez korelacje pomigdzy poziomem cystatyny C, innego czutego wskaznika czynnos$ci
filtracyjnej ktgbuszkdéw nerkowych a poziomem Hcy w osoczu (97,100).

Homocysteina, jak niemal wszystkie aminokwasy, jest aktywnie resorbowana zwrotnie
w cewce blizszej nefronu. Zaledwie 1% homocysteiny docierajacej do cewki proksymalnej
jest ostatecznie wydalany z moczem. Wchlonigta zwrotnie homocysteina jest
metabolizowana w nerkach do cysteiny, gldéwnie na drodze transsulfuracji (97,101).
Wplyw zaburzen nerkowego metabolizmu homocysteiny na rozwdj hiperhomocysteinemii
w przebiegu przewleklej choroby nerek nie zostat do chwili obecnej doktadnie okreslony.

Niedobor witamin bioracych udziat w metabolizmie homocysteiny, to jest kwasu
foliowego 1 witamin B¢ 1 B, odgrywa prawdopodobnie mniejsza role w patogenezie
hiperhomocysteinemii u pacjentow z przewlekla choroba nerek niz obnizenie klirensu
nerkowego homocysteiny. Rezultaty badan oceniajacych wpltyw suplementacji tych
witamin, niekiedy w dawkach znacznie wyzszych niz uznawane za terapeutyczne w
populacji ogdlnej, na poziom homocysteiny w osoczu chorych z przewlekla choroba nerek
sa niejednoznaczne. Niektore z nich wskazuja na istnienie opornosci na ta forme terapii

(102-107).

2.6. Mechanizmy toksycznego dzialania homocysteiny
2.6.1. Wplyw homocysteiny na srodblonek naczyniowy

W badaniach in vitro stwierdzono, ze inkubacja komorek srodbtonka w obecnosci
homocysteiny prowadzi do zaburzenia ich wzrostu oraz nasilenia apoptozy. Stwierdzono
takze przyspieszenie procesu starzenia si¢ komorek srodblonka pod wptywem Hcy (94).

Jednym z istotnych mechanizméw odpowiedzialnych za dysfunkcje srodblonka
naczyniowego spowodowana hiperhomocysteinemia jest uposledzenie zaleznej od
sroédbtonka zdolnosci naczyh do rozkurczu. Zjawisko to jest zwigzane z nasileniem stresu
oksydacyjnego, zwigkszona synteza wolnych rodnikéw tlenowych i zaburzeniem funkcji
srodbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) (108-110). Hiperhomocysteinemii towarzyszy
rowniez wzrost stgzenia asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), ktéra jest silnym
endogennym inhibitorem eNOS. Przyczyn tego zjawiska upatruje si¢ z jednej strony w
indukowanej demetylacja metioniny aktywacji enzymoéw odpowiedzialnych za syntez¢
ADMA (metylotransferazy argininowo-biatkowe), z drugiej zas w spowodowanym
hiperhomocysteinemia i nasilonym stresem oksydacyjnym zahamowaniu rozktadu ADMA

przez enzym dimetyloarginino-dimetylaminohydrolazg (110-113).
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Hiperhomocysteinemia powoduje rowniez inaktywacj¢ eNOS na drodze jej fosforylacji
zwigzane] z aktywacja kinazy biatkowej C (114) oraz poprzez modyfikacj¢ ekspres;ji
kaweoliny-1 (Cav-1), czasteczki odpowiedzialnej za wtasciwa lokalizacj¢ eNOS w
sroédbtonku (115). Hiperhomocysteinemii towarzyszy podwyzszenie poziomu endoteliny-1
(ET-1), ktora jest substancja o najsilniejszym dzialaniu naczynioskurczowym, odgrywajaca
istotna rol¢ w rozwoju miazdzycy (116,117).

W modelu doswiadczalnym wykazano rowniez, ze hiperhomocysteinemia powoduje
nasilenie proliferacji komorek migs$ni gladkich w $cianie naczyn krwiono$nych,

pogrubienie intimy oraz zwigkszona syntez¢ witdkien kolagenowych (118).

2.6.2. Wplyw homocysteiny na procesy krzepnigcia krwi

Cigzka hiperhomocysteinemia towarzyszaca genetycznie uwarunkowanej
homocystynurii jest zwiazana ze zwigkszona czgsto$cia wystgpowania zatoréw tetniczych.
U wigkszosci chorych z tym defektem enzymatycznym epizody zakrzepowo-zatorowe
wystepuja przed ukonczeniem 30 roku zycia (119). Umiarkowana hiperhomocysteinemia
réwniez wiaze si¢ z zaburzeniami krzepnigcia krwi i fibrynolizy. Zar6wno w modelu
zwierzecym, jak i w obserwacjach klinicznych stwierdzono, ze hiperhomocysteinemia
zwiazana jest ze zwigkszona agregacja ptytek krwi 1 tworzeniem bogatych w plytki
zakrzepow w miejscach uszkodzenia srodbtonka naczyniowego (110). Ponadto wykazano,
ze Hey hamuje ekspresjg¢ trombomoduliny oraz indukuje ekspresjg czynnika tkankowego w
komorkach srodbtonka (120). Hey zwigksza takze ekspresje osoczowych czynnikéw
krzepnigcia: II, V, X 1 XII oraz uposledza aktywacj¢ uktadu biatka C 1 antytrombiny
(110,121-123). Udowodniono rowniez, ze hiperhomocysteinemia powoduje zmiany
wlasciwosci skrzepu fibrynowego, ktory staje si¢ bardziej zbity 1 oporny na fibrynolizg

(124).

2.6.3. Homocysteina a reakcja zapalna

W modelu in vitro wykazano, ze hodowla komorek $rodbtonka naczyniowego,
komoérek migsni gtadkich oraz monocytow w obecnosci homocysteiny powoduje ekspresje
cytokiny MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1) (125). MCP-1 nasila adhezj¢
monocytéw do powierzchni §rédblonka oraz ich migracje do przestrzeni
podsrodbtonkowej, co jest istotnym elementem powstawania wczesnych zmian
miazdzycowych (126). Hcy zwigksza rowniez ekspresje 1L-6 (127), IL-8 (125) oraz

innych mediatoréw reakcji zapalnej (128). Indukowana przez Hcy ekspresja tych
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substancji odbywa si¢ za posrednictwem aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF B,
ktory jest czynnikiem stymulujacym syntezg cytokin, chemokin, czastek adhez;ji
leukocytow oraz hemopoetycznych czynnikow wzrostu bioracych udziat w rozwoju reakcji

zapalnej 1 miazdzycy (129).

2.6.4. Homocysteinylacja bialek

Homocysteina ma zdolno$¢ do tworzenia wiazan dwusiarczkowych z resztami
cysteinowymi zawartymi w biatkach. Reakcja ta jest nazywana S-homocysteinylacja.
Gtownym S-homocysteinylowanym biatkiem osocza jest albumina. (88,130).

Przytaczenie Hey do grup tiolowych uniemozliwia tworzenie mostkow
dwusiarczkowych odpowiedzialnych za trzeciorzedowa strukturg biatek oraz zmienia ich
tadunek elektryczny, zaburzajac przez to ich funkcje. Ponadto obecno$¢ dodatkowych grup
—SH moze zwigksza¢ wrazliwos¢ biatek na uszkodzenie w mechanizmie utleniania (131).
S-homocysteinylacja biatek moze powodowaé¢ zwiazane z hiperhomocysteinemia
zaburzenia krzepnigcia krwi. Wykazano, ze S-homocysteinylacja czasteczki
aktywowanego V osoczowego czynnika krzepnigcia jest przyczyna zahamowania procesu
inaktywacji tego czynnika przez aktywowane biatko C (121). S-homocysteinylacja biatka
receptorowego dla tkankowego aktywatora plazminogenu powoduje zahamowanie
aktywatora przez ten receptor (132). Z kolei S-homocysteinylacja fibronektyny uposledza
jej interakcje z fibryna, zaburzajac procesy krzepnigcia oraz gojenia ran (133).

Innym zjawiskiem prawdopodobnie odgrywajacym znaczaca rolg w aterogennym
dziataniu homocysteiny jest N-homocysteinylacja biatek. Molekularng podstawa N-
homocysteinylacji jest reakcja jednego z metabolitow Hcy, tiolaktonu homocysteiny
(HCTL) z wolnymi grupami aminowymi reszt lizyny bialek (134).

Tiolakton homocysteiny powstaje na skutek nieswoistej aktywacji Hcy przez syntetazg
metionylo-tRNA, ktora nastgpnie nie jest przenoszona na czasteczkg tRNA lecz
przeksztalcana w cykliczny tioester. Przemiana Hcy w HCTL ulega nasileniu w warunkach
uposledzenia innych szlakow metabolizmu Hcy, to jest transsulfuracji i remetylacji, na
skutek genetycznie uwarunkowanych zaburzen aktywno$ci enzymow katalizujacych te
reakcje lub w efekcie niedoboru kofaktoréw: kwasu foliowego, witaminy B, lub B¢ HCTL
jest wysoce reaktywnym zwiazkiem, charakteryzujacym si¢ wysokim powinowactwem do
grup e-NH; lizyny bialek, z ktorymi tworzy wiazania amidowe (134-136).

Ryc. 2. Powstawanie tiolaktonu homocysteiny (136).
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Poziom wolnego HCTL w osoczu cztowieka waha si¢ w zakresie 0-35 nmol/l, co
stanowi okoto 0,002-0,3% catkowitej homocysteiny. Wykazano, ze poziom HCTL jest
WyZszy u megzczyzn niz u kobiet 1 wzrasta u mg¢zczyzn wraz z wiekiem, cho¢ ta korelacja
nie byla istotna statystycznie (137). Nie stwierdzono korelacji pomigdzy poziomem tHcy a
HCTL, co sugeruje, ze poziom tHcy nie jest gldwnym czynnikiem warunkujacym poziom
HCTL. Czynnikami, ktore moga mie¢ wptyw na poziom HCTL sa: poziom kwasu
foliowego, poziom metioniny, czynno$¢ wydalnicza nerek oraz aktywnos$¢ tiolaktonazy
homocysteiny (136). Tiolaktonaza homocysteiny, zidentyfikowana wcze$niej jako
paraoksonaza, jest enzymem odpowiedzialnym za hydroliz¢ HCTL. Enzym ten taczy sig z
czasteczka HDL-cholesterolu i wymaga do swojej aktywnos$ci obecno$ci jondw wapnia
(138).

Tiolakton homocysteiny jest wydalany z moczem. Stwierdzono, ze klirens nerkowy
HCTL stanowi 20-700% klirensu kreatyniny, co wskazuje na aktywne wydzielanie HCTL
przez cewki nerkowe lub miejscowa synteze tego zwiazku w nerce (139).

Jedna z wlasciwosci HCTL jest jego zdolno$¢ do wchodzenia w reakcjg acylacji z
wolnymi grupami aminowymi, w szczegolnosci grupami e-NH, reszt lizynowych bialek.
Reakcja ta dokonuje sig po translacji biatek i nie wymaga udziatu enzymu. Na jej skutek
powstaja N-homocysteinylowane biatka (88,136). N-homocysteinylacja biatek powoduje
zmiang ich struktury pierwszorzedowej, co skutkuje nabyciem przez nie nowych wiasnosci
biochemicznych, odmiennymi interakcjami z innymi substancjami oraz indukowaniem
odpowiedzi autoimmunologicznej. Zmiana sekwencji aminokwaséw w tancuchu
biatkowym spowodowana przytaczeniem Hey powoduje powstawanie nieprawidlowych
agregatow biatkowych (136). Pojawienie si¢ takich nowych czasteczek w retikulum
endoplazmatycznym indukuje apoptoze komorek (140). N-homocysteinylacja biatek
wywotuje odpowiedz autoimmunologiczng (141) 1 nasila proces zapalny naczyn

krwionosnych (142), co prowadzi do przyspieszenia rozwoju miazdzycy naczyn (141,143).
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Reakcja N-homocysteinylacji dotyczy wszystkich badanych dotychczas biatek,
gltéwnie hemoglobiny, albuminy, y-globuliny, transferyny, HDL, LDL, ;- antytrypsyny i
fibrynogenu (144). Najwigksza pulg¢ N-homocysteinylowanych biatek stanowi N-
homocysteinylowana hemoglobina (140). N-homocysteinylacja powoduje zmiang
wiasnosci bialek. Wbudowanie Hcy do struktury biatek enzymatycznych takich jak:
oksydaza lizynowa, trypsyna czy paraoksonaza 1 powoduje utratg ich funkcji.
(131,145,146). Homocysteinylacja albumin i cytochromu c upos$ledza ich funkcj¢ redox
(147,148). Wykazano, ze N-homocysteinylowane LDL indukuje apoptoze komorek
srodbtonka (149).

Stwierdzono, ze fibrynogen tatwo ulega N-homocysteinylacji in vitro (131,138).
Wykazano rowniez obecno$¢ N-homocysteinylowanego fibrynogenu w organizmie
cztowieka (135). W modelu do$wiadczalnym wykazano, ze skrzep utworzony w osoczu
wzbogaconym w HCTL ulega fibrynolizie wolniej niz skrzep powstajacy w prawidtowym
osoczu krwi. Wyjasniono to poprzez zidentyfikowanie reszt lizynowych bialek podatnych
na dziatanie HCTL w poblizu miejsc w czasteczce fibrynogenu odpowiedzialnych za
wigzanie z tkankowym aktywatorem plazminogenu oraz plazminogenem, a takze miejsc
odgrywajacych rolg w inaktywacji plazminy (150). Wydaje sig, ze szkodliwy wptyw
hiperhomocysteinemii na uktad krzepnigcia 1 fibrynolizy zwigzany jest gldwnie z
modyfikacja wlasciwosci fibrynogenu przez HCTL (124).

Jak wiele biatek ulegajacych modyfikacji potranslacyjnej, N-homocysteinylowane
biatka wywoluja reakcje autoimmunologiczna, ktéra wyraza si¢ indukcja syntezy IgG
skierowanych przeciwko epitopom Ne-Hcy-lizyny (140). Po raz pierwszy wykazano
podwyzszony poziom przeciwciat przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom u
pacjentow po udarze mézgu (151). Stwierdzono réwniez podwyzszony poziom tych
przeciwcial u chorych z choroba wiencowa (152), toczniem rumieniowatym uktadowym
(153) oraz u pacjentéw ze schytkowa niewydolnoscia nerek leczonych hemodializami
(154).

Undas i wsp. (154) wykazali znamiennie wyzszy poziom przeciwciat przeciwko Ne-
homocysteinylowanym biatkom w grupie 43 oséb ze schytkowa niewydolnoscia nerek
leczonych przewlekle hemodializami w poréwnaniu z osobami zdrowymi. Sredni poziom
przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie byt o 14% wyzszy w grupie
chorych, a poziom przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie byt

wyzszy w tej grupie o 42%. Nie wykazano zwiazku pomigdzy poziomem przeciwcial a
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przyczyna schytkowej niewydolnosci nerek, wiekiem pacjentéow, ptcia, chorobami
wspotistniejacymi 1 przewlekle stosowanymi lekami. Nie stwierdzono korelacji pomiedzy
poziomem przeciwcial a parametrami morfologii krwi obwodowej (za wyjatkiem liczby
ptytek krwi), poziomem biatka C-reaktywnego, profilem lipidowym, poziomem ferrytyny
w surowicy oraz adekwatno$cia hemodializy wyrazona wspotczynnikiem Kt/V.
Stwierdzono ujemna korelacje pomi¢dzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-
homocysteinylowanej albuminie a czasem trwania terapii hemodializami, jednakze po
ponownym oznaczeniu poziomu przeciwciat po 6 miesiagcach nie stwierdzono tej korelacji.
Nie wykazano zwiazku pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-
homocysteinylowanej hemoglobinie a czasem trwania leczenia hemodializami. U
pacjentow leczonych przewlekle hemodializami wykazano silna korelacjg¢ pomigdzy
poziomem tHcy a poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie
oraz hemoglobinie. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem kwasu foliowego w
surowicy a poziomem obu przeciwcial w grupie badanej podczas gdy w grupie kontrolne;
wykazano takie korelacje. Stwierdzono, ze u pacjentoéw leczonych hemodializami
obciazonych chorobg wiencowa oba przeciwciata wystepuja w znamiennie wyzszym
poziomie niz u 0s6b bez choroby wiencowe;.

Badanie to pozostawito wiele otwartych kwestii, mi¢dzy innymi nie wyjasniono
ostatecznie zwiazku pomigdzy poziomem przeciwciat a czasem trwania leczenia
nerkozastgpczego oraz zaleznos$ci pomigdzy wystgpowaniem choroby wiencowej a reakcja
autoimmunologiczna zwiazana z homocysteinylacja bialek. W badaniu tym nie
analizowano rowniez zwiazku pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-

homocysteinylowanym biatkom a nasileniem stresu oksydacyjnego.

3. Zalozenia i cele pracy
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Rola reakcji immunologicznych zwiazanych z hiperhomocysteinemia w patogenezie
chorob sercowo-naczyniowych u chorych ze schytkowa niewydolnos$cia nerek pozostaje
niejasna. Wykazano, ze w tej chorobie powstaja Ne-Hcy-biatka, ktore stanowia
autoantygeny stymulujace humoralng odpowiedZ immunologiczng. Stwierdzono
wystgpowanie przeciwciat przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom u chorych ze
schytkowa niewydolno$cia nerek leczonych przewlekle hemodializami. Dotychczas nie

ustalono, jakie czynniki warunkuja ich miano. Znaczenie kliniczne obecnosci tych

przeciwcial w schytkowej niewydolnosci nerek pozostaje nieznane, w tym ich ewentualny

zwiazek z ryzykiem wyst¢gpowania incydentdw sercowo-naczyniowych.

Cele niniejszego badania byly nastgpujace:
1. Scharakteryzowanie czynnikéw warunkujacych miano przeciwciat przeciwko N-
homocysteinylowanej albuminie i hemoglobinie u chorych ze schytkowa niewydolnoscia
nerek leczonych przewlekle hemodializami.
2. Ocena zalezno$ci pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko N-homocysteinylowany
biatkom a wystgpowaniem epizodéw sercowo-naczyniowych u chorych leczonych

przewlekle dializami.

4. Badani

4.1. Grupa badana

m
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Do badania zakwalifikowano 247 chorych, 110 kobiet i 137 m¢zczyzn w wieku od 23
do 89 lat. Wszyscy pacjenci byli poddawani zabiegowi hemodializy minimum trzy razy w
tygodniu, z uzyciem nie reutylizowanych dializatoréw polisulfonowych.

Pacjenci rekrutowani do badania objgci byli stata opieka nastgpujacych osrodkoéw:
» Stacja Dializ Niepublicznego Specjalistycznego Zespotu Opieki Zdrowotnej AVITUM
w Miechowie.
» Stacja Dializ Niepublicznego Specjalistycznego Zespotu Opieki Zdrowotnej AVITUM
w Zgierzu.
» Stacja Dializ Niepublicznego Specjalistycznego Zespotu Opieki Zdrowotnej AVITUM
w Lodzi.
» Stacja Hemodializ Kliniki Nefrologii Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego w Krakowie.
» Stacja Dializ Kliniki Nefrologii Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

* Stacja Dializ Samodzielnego Publicznego Zaktadu Opieki Zdrowotnej w Dziatdowie.

Kryteria wlaczenia do badania
Do badania kwalifikowani byli chorzy ze schytkowa niewydolnoscia nerek, leczeni
przewlekle hemodializami przez co najmniej 3 miesiace.
Przyjeto nastgpujace kryteria wykluczajace:
» cechy ostrej infekcji
* rozpoznany nowotwor ztosliwy
* niedoczynnos$¢ lub nadczynno$¢ tarczycy
* ostry incydent sercowo-naczyniowy w ostatnich 3 miesiacach przed wlaczeniem do
badania
Wszystkie osoby wyrazity §wiadoma zgode¢ na udzial w przedstawianym projekcie
badawczym, ktory uzyskat zgode Komisji Bioetycznej Okrggowej Izby Lekarskiej w
Krakowie (nr 24/KBL/OIL/2007).

4.2. Grupa kontrolna
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Grupe kontrolng stanowito 60 0s6b z populacji ogolnej dobranych pod wzgledem pici
1 wieku oraz czynnikdw ryzyka sercowo-naczyniowego. Stezenie kreatyniny <140 pumol/l
byto warunkiem wiaczenia do grupy kontrolnej. Osoby do grupy kontrolnej rekrutowano
sposrdd personelu Instytutu Kardiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego
oraz Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie i ich rodzin.

W grupie kontrolnej 22 osoby byty leczone z powodu nadcisnienia tgtniczego, 23 z
powodu choroby niedokrwiennej serca, 7 0sob przebyto w przesztosci udar mézgu. U 5
0s6b rozpoznano uprzednio cukrzyce. U wszystkich osob w grupie kontrolnej stwierdzono
prawidtowa badz co najwyzej nieznacznie uposledzona czynno$¢ nerek, oceniang na

podstawie wartosci GFR obliczonej wedtug skroconej formuty MDRD (16).

5. Metody
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5.1. Badanie kliniczne

U wszystkich badanych os6b przeprowadzono badanie podmiotowe i przedmiotowe a
nastepnie pobrano krew do oznaczen laboratoryjnych. W wywiadzie zbieranym od 0s6b
zakwalifikowanych do grupy badanej zwrocono szczegdlna uwage na rozpoznanie choroby
nerek, ktora doprowadzita do ich schytkowej niewydolnos$ci, choroby wspotistniejace
(przede wszystkim cukrzyceg 1 choroby uktadu sercowo-naczyniowego) oraz na stosowane

leki.

5.2. Badania podstawowe

W celu wykonania podstawowych oznaczen laboratoryjnych u wszystkich pacjentow
bioracych udzial w badaniu pobrano krew zylna. U pacjentow leczonych dializami pobrano
probki krwi przed srodkowa dializa w tygodniu. Procedurg pobrania krwi wykonywano
zgodnie ze standardami obowiazujacymi w pracowniach osrodkéw bioracych udziat w
badaniu. Uzywano probowek z wersenianem sodowym, 3,2% cytrynianem sodowym, oraz
pobierano krew na skrzep. Morfologi¢ krwi oznaczano bezposrednio po pobraniu.
Pozostate probki krwi byly poddawane odpowiednim procedurom w zaleznos$ci od ich
dalszego przeznaczenia. U wszystkich osob bioracych udzial w badaniu wykonano
oznaczenia lipidogramu (cholesterolu catkowitego, frakcji HDL, LDL oraz triglicerydéw),
glukozy, kwasu moczowego, pelny proteinogram oraz oznaczono poziom biatka C-

reaktywnego.

5.3. Badania dodatkowe
U wszystkich 0s6b badanych wykonano oznaczenia nastgpujacych parametrow:
* stgzenie homocysteiny catkowitej w osoczu krwi,
* poziom 8-1z0-PGFy,,
* stegzenie kwasu foliowego w surowicy krwi,
* oznaczenie polimorfizmu C677T genu reduktazy metylenotetrahydrofolianu (MTHFR).
Probki krwi zostaly pobrane w osrodkach bioracych udzial w badaniu 1 po wstgpnym
opracowaniu przestane do laboratorium Instytutu Kardiologii Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, gdzie wykonano badania zgodnie z przyjgta
tam procedura.

Homocysteina calkowita
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Stezenie tHcy oznaczono w osoczu krwi pobranej na wersenian sodu metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) (155,156). Zakres warto$ci
prawidtowych w populacji Krakowa: tHcy <14,5 pmol/I.
8-iz0-PGF»,

Stezenie 8-izo-PGF,, w 0soczu oznaczono metoda immunoenzymatyczng (Cayman
Chemicals, Ann Arbor, MI).

Kwas foliowy

Stezenie kwasu foliowego w surowicy krwi oznaczono metoda immunochemiczna,
zakres wartosci prawidtowych: 3-17 ng/ml.

Polimorfizm C677T genu reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR)

Oznaczenie polimorfizmu C677T genu MTHFR wykonano metoda reakc;i
taficuchowej polimerazy (PCR — polimerase chain reaction) w DNA pochodzacym z
leukocytow krwi obwodowej. Badanie wykonano przy uzyciu techniki typowania
genowego TagMan SNP 1 systemu ABI PRISM® 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems).

Przeciwciala przeciwko Ne-homocysteinylowanym bialkom

Przeciwciata przeciwko Ne-homocysteinylowanej ludzkiej albuminie i hemoglobinie
zostaly oznaczone metoda immunoenzymatyczna (ELISA), jak juz opublikowano
(151,152).

Ne-Hcey-albuming przygotowano rozpuszczajac ludzka albuming (Sigma) (koncowe
stezenie 10 mg/ml) w 0.1 molowym buforze fosforanowym (PBS), pH 7.4 z dodatkiem 0.2
milimolowego roztworu EDTA. pH 7.4. W celu uzyskania modyfikacji albuminy do wyzej
opisanej mieszaniny dodano 0.2 milimolowy roztwor tiolaktonu homocysteiny (Sigma).
Tak przygotowany roztwor inkubowano w temperaturze 37°C przez 16 godzin. Metoda
przygotowania Ne-Hcy-hemoglobiny przedstawia si¢ podobnie z tym, ze w miejsce
ludzkiej albuminy uzyto ludzkiej hemoglobiny (Sigma). Mikroptytki ELISA o Sredniej sile
wiazania (PoliSorb, NUNC) optaszczano przygotowanym wczesniej 10 pl/ml roztworem
Ne-Hcey-albuminy lub hemoglobiny w 0.1 mol/l roztworze buforu weglanowego o pH 9.6.
Optaszczone ptytki inkubowano w temperaturze 37°C przez 180 minut. Nastgpnie ptukano
ptytki trzykrotnie buforem fosforanowym (PBS) o pH 7.4 z 0.1% Tweenem 20 1
blokowano poprzez dodanie 3% albuminy wolowej (Sigma) rozpuszczonej w PBS 1
pozostawiano pod przykryciem w temperaturze 37°C przez 1 godzing. Nastgpnie po
trzykrotnym wyplukaniu plytki roztworem PBS/Tween 20 do studzienek naktadano 100 pl/

dotek badanej surowicy, rozcienczonej w stosunku 1:100 w 0.01 mol/l PBS 1 1% roztworze
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albuminy wotowej i inkubowano pod przykryciem przez 18 godzin w temperaturze 4 °C.
Po kolejnym ptukaniu plytek roztworem PBS/Tween 20 do studzienek naktadano po 100
ul roztworu kozich przeciwcial przeciwko ludzkim immunoglobulinom G sprzgzonych z
peroksydaza chrzanowa (Sigma), rozcienczonych w roztworze PBS w stosunku 1: 10 000.
Ptytki pozostawiono pod przykryciem w temperaturze 37°C na 60 minut. Po ostatnim
ptukaniu plytek naktadano 100 pl/dotek roztworu o-fenylenodiaminy (Sigma) z
nadtlenkiem wodoru (Sigma) rozpuszczone w buforze fosforanowo-cytrynianowym o pH
5,0. Reakcje barwna hamowano po 30 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej
poprzez dodanie 2 mol/l kwasu siarkowego. Absorbancj¢ mierzono przy uzyciu czytnika
ELx808 (Biokom) przy dtugosci fali 492 nm. Na kazdej mikroptytce znajdowaty si¢
studzienki optaszczone jedynie buforem weglanowym, stanowiace tzw. ,,tlo” mikroptytki,
oraz studzienki optaszczone 10 mg/ml roztworem ludzkiej albuminy lub hemoglobiny
niemodyfikowanej tiolaktonem homocysteiny, w celu wykluczenia nieswoistego wiazania
przeciwcial IgG z niemodyfikowang albuming lub hemoglobing. Od otrzymanych wartosci
absorbancji odczytanych ze studzienek optaszczonych Ne-Hcy-albuming lub hemoglobina
odejmowano wartos$¢ tta mikroptytki.

Surowica kazdej z badanych o0sob byta analizowana czterokrotnie. Wykonano po po
dwa oznaczenia na dwoch réznych mikroptytkach. Koncowy wynik byt srednia
arytmetyczna czterech wykonanych pomiaréw. Dla wybranych losowo surowic wykonano
proby rozcienczeniowe wedhug procedury podobnej dla oznaczania przeciwcial przeciwko
Ne-Hcy-biatkom, dodajac badane surowice w rosnacych rozcienczeniach. Zaobserwowano
malejacy poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-biatkom w kolejnych rozcienczeniach.
Dla potwierdzenia swoisto$ci badanych przeciwcial wykonano testy kompetycyjne z
uzyciem trzech form ludzkiej albuminy 1 hemoglobiny: formy natywnej, zmodyfikowanej
tiolaktonem homocysteiny oraz formy zmodyfikowanej tiolaktonem homocysteiny
poddanej dziataniu 10 mmol/l roztworu jodoacetamidu, ktéry blokuje grupy tiolowe.
Stwierdzono, ze tylko Ne-Hcy-albumina i Ne-Hcy-hemoglobina byly efektywnymi

kompetytorami.

5.4. Odlegla obserwacja kliniczna
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Grupe badana poddano obserwacji pod katem wystapienia incydentow sercowo-
naczyniowych takich jak: $wiezy zawal serca, niestabilna choroba wiencowa, nagly zgon
sercowy, udar mozgu, epizod zatorowo-zakrzepowy. Rejestrowano roéwniez liczbg zgonow
Z przyczyn sercowo-naczyniowych oraz zgondéw niezaleznie od przyczyny.
Potwierdzeniem wystapienia incydentu sercowo-naczyniowego byt odpowiedni wpis do
dokumentacji chorego z rozpoznaniem epizodu wedtug aktualnie obowiazujacych

kryteriow.

5.5. Analiza statystyczna

Zgodnos¢ rozktadu danych z rozktadem normalnym badano testem W Shapiro — Wilka.
Wyniki przyjmujace rozktad normalny przedstawiono jako wartos$¢ srednia (x) +
odchylenie standardowe (SD). Parametry, ktdrych rozktad nie spetnial warunkow
normalnosci podano jako warto$¢ mediany i przedziatow migdzykwartylowych (IQR).
Zmienno$¢ statystyczng roznic migdzy grupami oceniano testem t Studenta lub
jednoczynnikowa analiza wariancji (ANOVA) dla wartos$ci ciaglych o rozktadzie
normalnym lub testem Mann — Whitney'a i testem rang Kruskala — Wallisa dla zmiennych
niezgodnych z rozktadem normalnym. Do oceny migdzygrupowych réznic dla zmiennych
skategoryzowanych uzyto testu y* , natomiast w przypadku kiedy nie zostaty spelnione
zalozenia tego testu (wartosci oczekiwane <5), do porownan wykorzystano test doktadny
Fishera (157) Do oceny zgodnosci z rOwnowaga Hardy'ego — Weinberga stosowano test y”.
Do oceny korelacji miedzy zmiennymi uzyto testu Pearsona lub Spearmana odpowiednio
dla warto$ci przyjmujacych rozktad normalny 1 dla danych niespetiajacych kryteriow
normalnosci. Dla okreslenia czynnikow niezaleznie wptywajacych na stezenie przeciwciat
przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie lub hemoglobinie uzyto modelu jedno 1
wieloczynnikowej regresji liniowej. Istotno$¢ wptywu poszczegdlnych czynnikoéw na
zmienno$¢ stezenia przeciwcial testowano za pomoca regresji krokowej postgpujace;,
pozostawiajac w modelu te zmienne, dla ktérych poziom istotnosci byt rowny lub mniejszy
od 0,05. Wiek wiaczono do modelu regresji jako zmienng standaryzujaca. Analizg
normalnosci rozktadu reszt przeprowadzono testem W Shapiro — Wilka a analizg ich
homoscedastycznosci testem Szroetera z poprawka Sidaka. W modelu koncowym
opisujacym zmiennos$¢ poziomu przeciwcial pozostawiono wytypowane w regresji
krokowej zmienne zalezne skorelowane wzajemnie (r >0,5) pod warunkiem, ze ich
wlaczenie do modelu regresji nie spowodowato zaburzenia poziomu istotno$ci

statystycznej ani dla catego modelu, ani dla pozostaltych zmiennych modelu (158,159). Dla
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okreslenia czynnikdw warunkujacych wystapienie incydentu sercowo-naczyniowego

wykorzystano model wieloczynnikowej regresji logistycznej (160). Dla wszystkich analiz

przyjeto jako znamienny poziom istotnosci statystycznej rowny badz mniejszy od 0,05.
Obliczenia statystyczne wykonano programem Stata v. 10.0 (StataCorp), natomiast

wykresy opracowano w programie Statistica 7.

6. Wyniki
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6.1. Wyjsciowa charakterystyka obu grup

Do badania zakwalifikowano 247 chorych ze schytkowa niewydolnoscia nerek,

leczonych przewlekle hemodializami, w wieku 23-89 lat (mediana; [IQR] 61; [51-70]).

Mediana czasu leczenia nerkozastgpczego przed rozpoczgciem badania wyniosta 37

miesigey (zakres 18-71 miesigey). Najliczniejsza grupg stanowili pacjenci z przewleklym

klgbuszkowym zapaleniem nerek (tabela 1).

Tabela 1. Przyczyna schylkowej niewydolnos$ci nerek w grupie badanej (n =247).

Przyczyna schylkowej niewydolnos$ci nerek n (%)
przewlekte klebuszkowe zapalenie nerek 57 (23)
przewlekla cewkowo-§rodmiazszowa nefropatia bakteryjna 45 (18,2)
nefropatia cukrzycowa 45 (18,2)
zwyrodnienie wielotorbielowate nerek 22 (8,9)
nefropatia nadci$nieniowa 13 (5,3)
amyloidoza nerek 5(12)
stan po obustronnym usunigciu nerek z powodu nowotworu 52)
gruzlica nerek 2(0,8)
przyczyna nieznana 53 (21,5)

Najczesciej wystepujaca choroba wspoétistniejaca uktadu sercowo-naczyniowego byto

nadci$nienie t¢tnicze, ktore stwierdzono w chwili badania lub w przesztosci niemal u

wszystkich 0os6b badanych. Ponadto u co piatego chorego stwierdzono chorobe

niedokrwienna serca w wywiadzie a 5,7% badanych przed zakwalifikowaniem do badania

przebyto udar mézgu.

Najczgsciej stosowanymi lekami w grupie badanej byty ludzka rekombinowana

erytropoetyna (r-huEPO), dozylne preparaty zelaza oraz kwas foliowy w dawce

15mg/dobeg. (Tabela 2).

Tabela 2. Leki stosowane przewlekle w grupie badanej i kontrolne;.

Lek Grupa badana Grupa p
n (%) kontrolna
n (%)

erytropoetyna 225 (91,1) 0 <0,0001
dozylne preparaty zelaza 144 (58,3) 0 <0,0001
kwas foliowy 97 (39,3) 0 <0,0001
inhibitory ACE 112 (45,3) 22 (36,6) 0,25
statyny 61(24,7) 29 (48,3) 0,0005
B-blokery 87 (35,2) 21 (35) 0,55
kwas acetylosalicylowy 52 (21,1) 30 (50) <0,0001
acenokumarol 15 (6,1) 0 <0,0001
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Grupa badana charakteryzowala si¢ nizszym poziomem hemoglobiny, ptytek krwi,
cholesterolu catkowitego oraz HDL i LDL-cholesterolu oraz wyzszym poziomem
triglicerydow niz grupa kontrolna. W grupie badanej zaobserwowano dwukrotnie wyzszy
poziom homocysteiny, 2,2-krotnie wyzszy poziom kwasu foliowego, trzykrotnie wyzszy
poziom CRP i 3,3-krotnie wyzZszy poziom 8-izoprostanOw w poroOwnaniu z grupa
kontrolna.

Tabela 3. Wyniki badan laboratoryjnych w grupie badanej w poréwnaniu grupa kontrolna.

Cecha Grupa badana Grupa P
n =247 kontrolna
n = 60
Hemoglobina (g/dl) 11,2 (10,4-12,1) 13,8 (13,2-14,4) <0,0001
Plytki krwi (x 10°/ul) 197,5 (163-229) 222,5 (182- 0,008
252.,5)

Cholesterol catkowity (mmol/l) 4,46 (3,77-5,56) 5,02 (4,27-5,51) 0,05
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,06 (0,85-1,29) 1,25 (1,00-1,68) <0,0001
LDL-cholesterol (mmol/]) 2,38 (1,81-3,35) 3,12 (2,2-3,46) 0,01
Triglicerydy (mmol/l) 1,83 (1,34-2,68) 1,16 (0,86-1,62) <0,0001
Bialtko C-reaktywne (mg/l) 5,55 (2,21-11,48) 1,76 (0,8-2,9) <0,001
tHey (umol/l) 21,5 (17,3-27,7) 10,7 (8,93-13,2) <0,0001
Kwas foliowy (ng/l) 21,55 (14,6-27,8) 9,92 (7,74-15,1) <0,0001
8-1z0-PGF,, (pg/ml) 301 (260-380) 90 (36,4-136) 0,0012
Kt/V* 1,34 (1,2-1,48) -
GFR (ml/min)** - 84,3 +£16,7

* spKt/V wg Daugirdasa (161)
** wg skroéconego wzoru MDRD (16)
Wyniki danych, ktérych rozktad byt zgodny z normalnym podano jako warto$¢ sredniej = odchylenie

standardowe, dla pozostalych parametréw podano warto$¢ mediany i odstgpu migdzykwartylowego.

Ponadto w grupie hemodializowanej oznaczono proteinogram w surowicy: biatko catkowite
(69 g/1; [65-71]), albuminy (41 g/l; [38,7-44]), au-globuliny (2,8 g/l; [2,3-3,4]), a,-globuliny
(9,09 £ 2,46 g/l), B-globuliny (8,74 g/l; [7,0-10,4]), y-globuliny (14,0 + 3,96 g/1), a takze poziom
kwasu moczowego w surowicy (5,89 + 1,34 mg/dl) i poziom parathormonu (348 pg/ml; [133,2-
707,2)).

U 163 os6b w grupie badanej oraz w catej grupie kontrolnej oznaczono polimorfizm
C677T genu MTHFR. Rozktad genotypoéw w grupie badanej nie spetniat postulatu
rownowagi Hardy'ego — Weinberga. W porownaniu do grupy kontrolnej stwierdzono
wigksza czgsto§¢ wariantu TT — 26,4% (43 osoby) vs 8,3% (5 osob) (p =0,003). Pozostale
warianty wystepowaty odpowiednio w obu grupach u nastepujacej liczby oséb: CC —

33,7% (55) vs 56,7% (34) (p =0,003), CT — 39,9% (65) vs 35% (21) (p =0,53).
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6.2. Poziom homocysteiny calkowitej.

W grupie badanej stwierdzono dwukrotnie wyzszy poziom homocysteiny catkowitej w
porownaniu do grupy kontrolnej. Czgsto$¢ hiperhomocysteinemii (tHcy >14,5 pmol/l) w
grupie badanej byta ponad o$miokrotnie wigksza niz w grupie kontrolnej (85,82% vs 10%,

p <0,0001).

U o0s6b badanych z wariantem TT genu MTHFR stwierdzono istotnie wyzszy poziom
tHey (32,8 umol/l; [26,7- 40,1]) niz u nosicieli wariantu CC (16,4 umol/l; [13,2- 18,5]) (p
<0,0001) 1 CT (21,4 pmol/1; [19,2- 24,6]) (p <0,0001). Podobne zaleznosci

zaobserwowano w grupie kontrolne;j.

Wykres 1. Poziom homocysteiny calkowitej w grupie badanej i kontrolnej (mediana, IQR).
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W grupie hemodializy odnotowano zalezno$¢ pomiedzy poziomem tHcy a poziomem
8-1z0-PGF», (r =0,52, p <0,0001) oraz kwasu foliowego (r =-0,53, p <0,0001). W grupie
kontrolnej stwierdzono istotna korelacjg pomigdzy poziomem tHcy a 8-iso-PGF,, (r =0,64,
p <0,0001).

6.3. Poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-albuminie oraz Ne-Hcy-hemoglobinie.

W grupie badanej stwierdzono dwukrotnie wyzszy poziom przeciwciat przeciwko Ne-
homocysteinylowanej albuminie (p <0,0001) oraz 1,8-krotnie wyzszy poziom przeciwciat
przeciwko Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie (p <0,0001) w poréwnaniu do grupy

kontrolnej (Wykres 2).
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Wykres 2. Poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie i

hemoglobinie w grupie badanej 1 kontrolne;.
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Seropozytywnos¢, definiowana jako poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-albuminie
powyzej 90 percentyla dla grupy kontrolnej, stwierdzono u 89,5% oséb badanych

(p <0,0001), natomiast seropozytywnos¢ dla przeciwciat przeciwko Ne-Hcy-
hemoglobinie u 82,6% badanych (p <0,0001).

Nie zaobserwowano istotnych zaleznosci pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko
Ne-homocysteinylowanym biatkom a wiekiem, ptcia ani pierwotna przyczyna schytkowe;j
niewydolnos$ci nerek.

W grupie badanej zaobserwowano istotng, dodatnig korelacj¢ pomigdzy poziomem
tHcy a poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie (r =0,56, p
<0,0001) oraz Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie (r =0,67, p <0,0001). Podobne
zalezno$ci odnotowano w grupie kontrolnej (odpowiednio r =0,64, p <0,0001 ir =0,66, p
<0,0001).

W grupie badanej poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom
byt istotnie wyzszy u chorych z wariantem TT genu C677T MTHFR niz u os6b z
pozostatymi genotypami (wykres 4 1 5).

Wykres 3. Poziom przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie w

zaleznosci od wariantu genu MTHFR — grupa badana.
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Wykres 4. Poziom przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie w

zaleznos$ci od wariantu genu MTHFR — grupa badana.
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W grupie kontrolnej osoby z wariantem TT genu MTHFR charakteryzowaty si¢
znamiennie wyzszym poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej
albuminie 1 Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie niz osoby z allelami CC 1 CT,

natomiast roznice pomig¢dzy osobami z wariantami CC i CT nie rdznity sig istotnie.

Wykres 5. Poziom przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie w

zalezno$ci od wariantu genu MTHFR — grupa kontrolna.
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Wykres 6. Poziom przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie w

zalezno$ci od wariantu genu MTHFR — grupa kontrolna.
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W grupie badanej odnotowano korelacje pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko
Ne-homocysteinylowanej albuminie a poziomem 8-izo-PGF», (r =0,48, p <0,001), kwasu

foliowego (r =-0,18, p =0,0054) i parathormonu (r =0,17, p =0,0083). Nie stwierdzono

zalezno$ci pomigdzy poziomem przeciwciat a poziomem hemoglobiny, liczba plytek krwi,

poziomem lipidow oraz biatka C-reaktywnego.

Wykres 7. Korelacja pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-

homocysteinylowanej albuminie a poziomem 8-izo-PGF», — grupa badana.
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Wykres 8. Korelacja pomiedzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-

homocysteinylowanej albuminie a poziomem kwasu foliowego — grupa badana.
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Wykres 9. Korelacja pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-

homocysteinylowanej albuminie a poziomem parathormonu — grupa badana.
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W grupie badanej odnotowano korelacje pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko
Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie a poziomem 8-izo-PGF», (r =0,63, p <0,0001) oraz

kwasu foliowego (r = -0,38, p <0,0001).
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Wykres 10. Korelacja pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-

homocysteinylowanej hemoglobinie a poziomem 8-1zo-PGF»,— grupa badana.
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Wykres 11. Korelacja pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-

homocysteinylowanej hemoglobinie a poziomem kwasu foliowego — grupa badana.

Ab anty-Hcy-Hb [A490]

Kiwas foliowy [ngf]

W grupie kontrolnej zaobserwowano korelacje pomiedzy poziomem przeciwcial

przeciwko N-homocysteinylowanej albuminie a poziomem 8-izo-PGF», (r =0,32, p

<0,0001), kwasu foliowego (r =0,33, p =0,01) oraz CRP (r =0,41, p =0,0012). Stwierdzono

réwniez korelacje pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko N-homocysteinylowane;j
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hemoglobinie a poziomem 8-izo-PGF», (r =0,24, p <0,0001), kwasu foliowego (r =0,36, p
=0,0046) oraz CRP (r =0,37, p =0,0039). Nie zaobserwowano zalezno$ci pomiedzy
poziomami badanych przeciwcial a wartoscia GFR.

Odnotowano istotnie nizszy poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowane;j
albuminie u tych os6b w grupie badanej, ktoére deklarowaty stosowanie doustnej
suplementacji kwasu foliowego w poréwnaniu do osob, ktore go nie przyjmowaty
(absorbancja A490 0,530; [0,408-0,615] vs 0,559; [0,515-0,625], p =0,002), przy czym nie
stwierdzono w tych podgrupach istotnej roznicy w poziomach tHcy (21,59 umol/l; [18,16-
26,6] vs 20,97; [17,45-26,4], p =0,979) a poziom folianéw byt wyzszy w tej drugiej grupie
(19,7ng/1; [12,4-27,1] vs 22,95; [16,12-30,67], p =0,018).

Nie zaobserwowano innych zalezno$ci pomigdzy poziomem badanych przeciwciat a

przyjmowanymi lekami.

W grupie badanej odnotowano staba ujemna korelacj¢ pomigdzy poziomem
przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie a adekwatnos$cia dializy
wyrazong wspolczynnikiem Kt/V (r =-0,18, p =0,0303). Nie odnotowano podobne;j
zalezno$ci w odniesieniu do przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowane;j

hemoglobinie (r =-0,06, p =0,43).

Wykres 12. Korelacja pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-

homocysteinylowanej albuminie a adekwatnos$cia dializy.
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Ab anty-Hcy-alb [A490]

Nie odnotowano zaleznos$ci pomigdzy poziomem przeciwcial a czasem trwania terapii

nerkozastepczej.

Wykres 13. Zalezno$¢ pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-

homocysteinylowanej albuminie a czasem trwania terapii nerkozastgpcze;j.
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Wykres 14. Zalezno$¢ pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-

il

homocysteinylowanej hemoglobinie a czasem trwania terapii nerkozastgpcze;.
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Osoby z dodatnim wywiadem w kierunku choroby wiencowej (n =48) nie wykazywaty
istotnych réznic w poziomie przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie
ani hemoglobinie w poréwnaniu do 0oséb bez obciazenia ta choroba (odpowiednio
absorbancja A490 0,55; [0,495-0,599] vs 0,56; [0,451-0,618], p =0,93 1 0,656; [0,602-0,73]
vs 0,655; [0,573-0,717], p =0,47).

Nie stwierdzono réwniez rdéznic pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-
homocysteinylowanej albuminie ani hemoglobinie u 0s6b z wywiadem udaru mézgu (n
=15) w poréwnaniu do oséb wolnych od tego obciazenia (odpowiednio absorbancja A490
0,559; [0,446-0,609] vs 0,558; [0,471-0,614], p =0,83 1 0,649; [0,563-0,707] vs 0,657
[0,594-0,722], p =0,79).

6.4. Czynniki wplywajace na poziom przeciwcial przeciwko Ne-
homocysteinylowanym bialkom.

Stosujac model regresji liniowej jednoczynnikowej stwierdzono, ze czynnikami
istotnie wyplywajacymi na poziom przeciwciat przeciwko Ne-Hcy-albuminie w grupie

badanej sa: poziom tHcy i 8-1zo-PGF,, (Tabela 4).

Tabela 4. Wyniki regresji liniowej jednoczynnikowej dla przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-

albuminie w grupie badanej (n=247).

| r | wspolczynnik | 95% | p
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przedzial

ufnosci
wiek -0,004 -0,001 -0,001-0,0001 0,81
czas leczenia -0,002 -0,0001 -0,0004-0,0002 0,49
HD
tHey 0,23 0,005 0,004-0,007 <0,0001
8-120-PGF», 0,16 0,0007 0,0005-0,0008 <0,0001
kwas foliowy 0,0002 -0,0008 -0,002-0,0008 0,3
Hb 0,003 0,007 -0,004-0,019 0,19
ptytki krwi -0,004 -0,0004 -0,0003-0,0002 0,71
Kt/'V 0,01 -0,57 -0,128-0,125 0,11
Cholesterol 0,01 0,011 -0,0007-0,0228 0,06
calk.
HDL- 0,007 -0,033 -0,074-0,007 0,1
cholesterol
LDL- 0,03 0,018 0,005-0,032 0,007
cholesterol
triglicerydy -0,004 0,0006 -0,009-0,11 0,9
CRP 0,01 -0,001 -0,002-0,0001 0,07
PTH -0,002 0,00001 -0,00001- 0,45
0,0003
Albuminy 0,001 -0,002 -0,005-0,001 0,24

Stosujac model wieloczynnikowej regresji liniowej stwierdzono, ze czynnikami

wplywajacymi na poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie w

grupie badanej sa: poziom tHcy, kwasu foliowego oraz 8-izo-PGF,, (tabela 5).

Tabela 5. Wyniki regresji liniowej wieloczynnikowej dla przeciwciat przeciwko Ne-Hcey-

albuminie w grupie badanej (n=247).

Wspotezynnik Udzial w p

[95% przedzial ufnosci] zmiennosci (%)
Model 35 <0,0001
Wiek 0,0003 [-0,0006-0,0012] 0,1 0,58
tHey 0,006 [0,004-0,007] 23,8 <0,0001
kwas 0,004 [0,003-0,006] 5,2 <0,0001
foliowy
8-12z0-PGF,, 0,0005 [0,0003-0,0007] 5,9 <0,0001
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Ze wzgledu na silng korelacj¢ pomig¢dzy poziomem tHcy a poziomem izoprostanow i
kwasu foliowego nalezy przyjac, ze czynnikiem niezaleznie warunkujacym poziom
przeciwcial przeciwko Ne-Hey-albuminie jest poziom tHcy.

Na podstawie regresji liniowej jednoczynnikowej stwierdzono, Ze na poziom
przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-hemoglobinie w grupie badanej istotnie wptywaja: poziom

tHcy, 8-1zo-PGF», oraz kwasu foliowego (tabela 6).

Tabela 6. Wyniki regresji liniowej jednoczynnikowej dla przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-

hemoglobinie w grupie badanej (n=247).

r wspolczynnik 95% p
przedzial
ufnosci
wiek -0,003 -0,0003 -0,0015-0,0001 0,64
czas leczenia -0,004 0,0005 -0,0003-0,0004 0,74
HD
tHecy 0,29 0,006 0,005-0,007 <0,0001
8-1z0-PGF,, 0,28 0,0009 0,0007-0,0011 <0,0001
Kt/V -0,003 -0,3 -0,1-0,46 0,45
kwas foliowy 0,14 -0,005 -0,006- - 0,003 <0,0001
Hb 0,007 0,008 -0,004-0,202 0,19
ptytki krwi -0,004 0,0005 -0,0002-0,0003 0,68
Cholesterol catk. -0,003 0,003 -0,009-0,036 0,62
HDL-cholesterol -0,004 -0,007 -0,05-0,36 0,76
LDL-cholesterol -0,0005 0,007 -0,007-0,021 0,35
triglicerydy -0,002 -0,004 -0,015-0,007 0,45
CRP -0,002 -0,0004 -0,0015-0,0007 0,46
PTH -0,003 0,00001 -0,00001- 0,36
0,0004
Albuminy 0,0006 0,002 -0,0016-0,0057 0,28

Stosujac model wieloczynnikowej regresji liniowej stwierdzono, ze czynnikami
najsilniej wptywajacymi na poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hey-hemoglobinie w grupie
badanej jest poziom tHcy oraz 8-izo-PGF,, (tabela 7). Z uwagi na stwierdzona korelacje
pomigdzy tHcy 1 8-1z0-PGF,, interpretacja wynikéw regresji liniowej wieloczynnikowe;
powinna by¢ najprawdopodobniej analogiczna do tej, ktora przedstawiono w odniesieniu

do przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-albuminie.
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Tabela 7. Wyniki regresji liniowej wieloczynnikowej dla przeciwciat przeciwko Ne-Hcey-

hemoglobinie w grupie badanej (n=247).

Wspolczynnik Udzial w p

[95% przedzial ufnosci] zmiennosci (%)
Model 38,11 <0,0001
Wiek 0,0002 [-0,0007-0,0011] 0,05 0,66
tHcy 0,004 [0,003-0,005] 29,01 <0,0001
8-1z0-PGF», 0,0006 [0,0004-0,0008] 9,05 <0,0001

6.5. Odlegla obserwacja kliniczna.

Mediana czasu obserwacji wynosita 24 miesiagce (zakres 12-36 miesigcy). W tym
czasie u 34 z 247 badanych os6b odnotowano facznie 47 incydentoéw sercowo-
naczyniowych, w tym 7 §wiezych zawatow serca, 6 przypadkéw niestabilnej choroby
wiencowej, 7 udarow mozgu, 5 naglych zgonéw sercowych, 16 zgonoéw z przyczyn
sercowo-naczyniowych oraz 6 innych epizodow sercowo-naczyniowych. Z uwagi na
stosunkowo niewielka liczebno$¢ podgrup chorych, u ktérych w okresie obserwacji
klinicznej odnotowano wystapienie incydentu sercowo-naczyniowego, analiz¢ statystyczna
przeprowadzono tacznie dla wszystkich epizodow klinicznych.

Stwierdzono istotng réznice wieku w podgrupie chorych, u ktérych odnotowano
wystapienie incydentu klinicznego w pordwnaniu do podgrupy, u ktorej nie wystapit
incydent (odpowiednio 65 lat; [55-71] vs 60; [49-70], p =0,0043). Nie zaobserwowano
zaleznosci pomigdzy wystapieniem epizodu sercowo-naczyniowego a ptcia chorych.
Epizod sercowo- naczyniowy wystapit czesciej u chorych obciazonych choroba wiencowa
(OR =3,778; 95% CI: 1,516-9,415; p =0,0063) oraz udarem mézgu (OR =6,609; 95% CI:
2,034-21,473; p =0,0035). Nie zaobserwowano istotnych korelacji pomigdzy wystapieniem
incydentu klinicznego a obecnoscia cukrzycy, jak rowniez czasem leczenia dializami oraz
adekwatnoscia dializy wyrazona wspotczynnikiem Kt/V.

Epizod kliniczny wystapit czgsciej u chorych stosujacych przewlekle statyny (OR
=3,037; 95% CI: 1,232-7,486; p =0,025), inhibitory konwertazy angiotensyny (OR =2,723;
95% CI: 1,222-6,068; p =0,013) oraz kwas acetylosalicylowy (OR =2,835; 95% CI: 1,125-
7,147; p =0,035). Nie odnotowano zaleznosci pomigdzy wystapieniem epizodu sercowo-
naczyniowego a przewleklym stosowaniem innych lekow, to jest: erytropoetyny,

dozylnych preparatéw zelaza, B-blokerdéw, a-blokeréw, kwasu foliowego i acenokumarolu.
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Nie stwierdzono zwiazku pomigdzy wystapieniem incydentu sercowo-naczyniowego a
wynikami badan laboratoryjnych. Doktadne poréwnanie analizowanych parametréw
przedstawiono w tabeli 8.

Nie stwierdzono korelacji pomigdzy wystapieniem incydentu sercowo-naczyniowego a
poziomem tHcy. Nie zaobserwowano takze istotnej réznicy pomigdzy liczba incydentow
klinicznych, ktore wystapily w grupie chorych z hiperhomocysteinemia (tHcy >14,5 pmol/
1) w poréwnaniu do liczby incydentow wsrod osob z prawidtowym poziomem tHcy [30
(14,15%) vs 4(11,43%), p =0,66].

Przyjmujac poziom przeciwciat przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom jako
zmienng o charakterze liniowym nie stwierdzono istotnych zaleznos$ci pomigdzy
wystapieniem incydentu sercowo-naczyniowego a poziomem tychze przeciwciat. Po
dokonaniu podziatu badanych pod wzglgdem poziomu przeciwciat na kwartyle wedtug
rozkladu dla grupy kontrolnej stwierdzono, ze zarowno wigkszo$¢ osob u ktérych
odnotowano incydent sercowo- naczyniowy, jak 1 wigkszos¢ badanych, u ktorych incydent

nie wystapit, znajdowala si¢ w najwyzszym kwartylu poziomu przeciwcial przeciwko N-

Hcy-albuminie, jednak réznica pomigdzy odsetkami os6b w obu grupach nie byta istotna

statystycznie (odpowiednio 88,2% i 93,4%, p =0,29). Po podziale kwartylowym pod

wzgledem poziomu przeciwciat przeciwko N-homocysteinylowane j albuminie oraz

hemoglobinie wedtug rozktadu dla grupy badanej nie stwierdzono istotnych zaleznos$ci

pomigdzy poziomem przeciwciat a wystapieniem incydentu sercowo-naczyniowego.

Tabela 8. Wyniki badan laboratoryjnych w grupie, w ktorej stwierdzono wystapienie

incydentu sercowo-naczyniowego (SN1) w poréwnaniu z grupa, w ktérej incydent nie

wystapit (SNO).

Cecha Grupa SN1 Grupa SNO p

n =34 n=213

Hemoglobina (g/dl) 11,1 (0,5-12,1) 11,2 (10,4-12,3) 0,91
Plytki krwi (x 10%/ pl) 200 (155-229) 197 (164-229) 0,79
Glukoza (mmol/l) 5,9 (5,44-6,8) 5,55 (4,68-6,88) 0,42
Biatko catkowite (g/1) 67,9 (65-71) 69 (65-71,3) 0,67
Albuminy (g/1) 40 (37,2-43,9) 41,3 (39,2-44) 0,63
Cholesterol catkowity 4,54 (4,04-5,1) 4,46 (3,76-5,64) 0,55
(mmol/1)
HDL-cholesterol (mmol/l) 1,01 (0,88-1,29) 1,06 (0,85-1,03) 0,91
LDL-cholesterol 2,6 (2,19-3,52) 2,4 (1,86-3,39) 0,26
Triglicerydy (mmol/l) 1,66 (1,15-2,02) 1,9 (1,38-2,96) 0,11
Bialko C-reaktywne (mg/l) 7,32 (3,1-11,38) 5,21 (2,09-11,53) 0,2
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Kwas moczowy (umol/l) 342 (300,3-401,5) 349,1 (291,5-413 ,4) 0,58
Ferrytyna (ug/l) 534 (327,7-824) 554,7 (240,2-998,5) 0,66
Parathormon (pg/ml) 356 (118-638) 346 (133,5-714) 0,69
Kwas foliowy (ng/l) 20,5 (9,8-28,7) 21,6 (15,3-27,6) 0,45
8-1z0-PGF, (pg/ml) 296 (252-336) 304 (260,5- 389) 0,25
Homocysteina (umol/l) 21,15 (17,01-27,2) 21,5 (17,39-27,73) 0,82
Przeciwciata przeciwko Ne- 0,524 (0,442-0,580) 0,569 (0,497-0,632) 0,17
homocysteinylowanej

albuminie (A490)

Przeciwciata przeciwko Ne- 0,646 (0,558-0,732) 0,660 (0,597-0,723) 0,75
homocysteinylowanej

hemoglobinie (A490)

7. Omowienie

7.1. Poziom przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym bialkom

W przedstawionej pracy wykazano, ze poziom przeciwcial przeciwko Ne-
homocysteinylowanym biatkom jest znamiennie wyzszy u 0séb z przewlekta
niewydolnoscia nerek leczonych hemodializami niz u 0s6b ze stwierdzonymi czynnikami
ryzyka sercowo- naczyniowego, ale z prawidtowa lub umiarkowanie uposledzona
czynno$cia nerek. Spostrzezenie to potwierdza i rozszerza dane wczesniej opublikowane
(154), wskazujace, ze poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom
jest wyzszy u pacjentéw leczonych przewlekle hemodializami w poréwnaniu do os6b
zdrowych. Stwierdzono, Zze obecno$¢ takich czynnikdéw ryzyka jak: cukrzyca, nadcis$nienie
tetnicze, choroba wiencowa czy zaburzenia gospodarki lipidowej, nie znosi dzialania
zaawansowanej niewydolnosci nerek na autoimmunologiczny aspekt
hiperhomocysteinemii w takiej populacji. Niewatpliwie hiperhomocysteinemia
stosunkowo oporna na leczenie typowa dla ESRD jest wyjatkowo silnym czynnikiem
stymulujacym produkcje badanych autoprzeciwcial. Potwierdza to porownanie aktualnych
wynikow i tych z wezesniejszych badan. Zaréwno poziom przeciwciat przeciwko Ne-
homocysteinylowanej albuminie jak i hemoglobinie byt wyzszy w grupie chorych ze
schytkowa niewydolno$cia nerek niz u 0s6b chorych na toczen rumieniowaty uktadowy
(153) 1 podobny jak u chorych z choroba wiencowa (162). Nalezy jednakze wzia¢ pod
uwagg przy poroéwnaniach, ze analizowane grupy roznity si¢ liczebnos$cia, wiekiem, plcia
oraz obecnoscia czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego i chorobami wspotistniejacymi
(cukrzyca, przewlekta choroba nerek). U pacjentow leczonych dializami stwierdzono

ponad czterokrotnie czgstsze wystgpowanie hiperhomocysteinemii oraz prawie dwukrotnie
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wyzsza mediane poziomu tHcy niz u 0s6b z toczniem rumieniowatym uktadowym. Sredni
poziom homocysteiny u chorych leczonych hemodializami byt zblizony do
obserwowanego u chorych z chorobg wiencowa. U pacjentow ze schytkowa
niewydolno$cia nerek odnotowano ponadto czterokrotnie wyzszy $redni poziom kwasu
foliowego niz u chorych z toczniem i dwukrotnie wyzszy niz u chorych z choroba
wiencowa, przy czym wigkszos$¢ chorych dializowanych przyjmowata przewlekle kwas

foliowy.

7.2. Zaleznosci pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym
bialkom a innymi wynikami badan laboratoryjnych.

Podobnie jak we wczesniejszych doniesieniach (151-154), zgodnie z oczekiwaniami
wykazano silng dodatnia korelacj¢ pomigdzy poziomem tHcy a poziomem przeciwciat
przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie i hemoglobinie. Sil¢ zalezno$ci pomigdzy
poziomem tHcy 1 poziomem przeciwciat potwierdzaja wyniki regresji, ktore wskazuja, ze
tHcey jest niezaleznym predyktorem poziomu badanych przeciwcial. Sita korelacji
pomiedzy poziomem tHcy a poziomem przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanej
albuminie byta mniejsza od obserwowanej u pacjentow z choroba wiencowa i toczniem
rumieniowatym uktadowym, natomiast sita korelacji pomiedzy poziomem tHcy a
poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej hemoglobinie byta zblizona do
wartosci odnotowanej w tych grupach chorych. Odnotowano silniejsza korelacj¢ pomigdzy
stezeniem tHcy a poziomem badanych przeciwciat niz u chorych po przebytym udarze
moézgu (151). Te obserwacje stanowia dodatkowy argument potwierdzajacy poglad, ze
uporczywa hiperhomocysteinemia w ESRD jest silnym bodzcem do produkcji takich
przeciwcial.

Wazna i oryginalna obserwacja poczyniona w tym badaniu jest stwierdzona zarowno w
grupie badanej, jak i1 kontrolnej, silna dodatnia korelacja pomigdzy poziomem 8-izo-PGF,,
a poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom we krwi . Analiza
wynikow regresji wieloczynnikowej wskazuje, ze pomimo istnienia silnej korelacji
pomigdzy poziomem 8-izo-PGF,, a poziomem tHcy, wprowadzenie 8-izoprostanéw do
modelu regresji nie powoduje utraty znamiennosci statystycznej ani dla calego modelu, ani

dla pozostatych zmiennych, a uwzglgdnienie poziomu 8-izoprostanu thumaczy zmienno$¢
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poziomu przeciwcial w wigkszym stopniu, niz nalezaloby tego oczekiwa¢ wylacznie na
podstawie jego zwiazku z poziomem tHcy. W dotychczas opublikowanych pracach nie
badano korelacji pomigdzy nasileniem stresu oksydacyjnego a reakcja
autoimmunologiczng prowadzaca do powstawania przeciwcial przeciwko Ne-
homocysteinylowanym biatkom.

Stres oksydacyjny jest, obok uznanych czynnikow ryzyka sercowo-naczyniowego,
jednym z istotnych elementdéw patofizjologii miazdzycy (40,41,113). U pacjentéw z
przewlekta choroba nerek wykazano cechy nasilonego stresu oksydacyjnego, migdzy
innymi podwyzszony poziom produktéw oksydacji lipidow — F2-izoprostanéw (163,164).
W badaniu uzyto poziomu 8-izo-PGF», jako dobrego, stabilnego markera stresu
oksydacyjnego (42,44). We wczesniejszych badaniach wykorzystywano w tym celu inne
substancje: malonylodialdehyd (MDA) i reaktywne produkty kwasu tiobarbiturowego
(TBARS).

Zwiazek przyczynowy pomigdzy stresem oksydacyjnym a ryzykiem sercowo-
naczyniowym u chorych z CKD pozostaje niejasny (113). Rezultaty dotychczas
prowadzonych badan wskazywaly, Zze N-homocysteinylacja biatek 1 synteza
autoprzeciwciat zachodza niezaleznie od nasilenia stresu oksydacyjnego, a obserwowane
zaburzenia rownowagi redox sa konsekwencja zaburzenia czynnosci biatek, glownie
albumin i cytochromu c, spowodowanego ich homocysteinylacja (147,148). Wyniki
prezentowanej pracy moga wskazywac, ze nasilony stres oksydacyjny, najpewniej przez
oksydacje biatek, modyfikuje homocysteinylacje bialek, co pokazano dla albuminy (147),
a w konsekwencji nasilenie procesow autoimmunologicznych i produkcjg przeciwciat
przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom. Elementem taczacym nasilony stres
oksydacyjny ze zwigkszona N-homocysteinylacja biatek moze by¢ aktywnos$¢
paraoksonazy 1 (PON1). PONI jest enzymem katalizujacym hydroliz¢ HCTL. Wykazano,
ze aktywno$¢ PON1 ujemnie koreluje z poziomem N-homocysteinylowanych biatek
zaro6wno in vitro (165,166) jak i in vivo (167). Stwierdzono réwniez, ze aktywnos¢ PON1
wykazuje ujemna korelacje z poziomem wskaznikow nasilenia stresu oksydacyjnego
takich jak produkty peroksydacji lipidow u chorych z kardiologicznym zespotem X (168)
oraz z nasileniem zmian miazdzycowych w naczyniach wiencowych u chorych z ostrymi
zespotami wiencowymi (169). W prezentowanej pracy nie badano aktywnosci PON1,
niemniej wiadomo, ze aktywnos¢ tego enzymu jest obnizona u chorych

hemodializowanych (170).
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W grupie badanej odnotowano umiarkowane, ujemne korelacje pomigdzy poziomem
przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom a poziomem kwasu foliowego.
W grupie tej wykazano silny zwiazek pomigdzy poziomem kwasu foliowego a poziomem
tHcy. Nie udato si¢ wprawdzie udowodni¢ za pomoca regresji jednoczynnikowe;j
liniowego zwiazku pomigdzy poziomem kwasu foliowego a poziomem przeciwciat
przeciwko Ne- homocysteinylowanej albuminie, jednakze wynik regres;ji
wieloczynnikowej wskazuje, ze poziom kwasu foliowego, podobnie jak poziom 8-izo-
PGF,,, wplywa na poziom przeciwciat w sposob wigkszy, niz wynikatoby to wylacznie z
jego korelacji z poziomem tHcy. Suplementacja kwasu foliowego u zdrowych oséb
prowadzi do obnizenia poziomu HCTL oraz przeciwcial przeciwko N-
homocysteinylowanym biatkom, natomiast u oséb z choroba wiencowa wykazano
opornos¢ na ta formg leczenia (162). Znaczenie suplementacji kwasu foliowego w
redukcji poziomu tHcy i zmniejszeniu ryzyka sercowo-naczyniowego u chorych ze
schytkowa niewydolnoscia nerek leczonych dializami pozostaje niejasne a wyniki
doniesien sa rozbiezne (102-104,106). Perna i wsp. wykazali, ze stosowanie kwasu
foliowego powoduje obnizenie poziomu Ne-homocysteinylowanych biatek u chorych
hemodializowanych (171). W prezentowanym badaniu wykazano istotnie nizszy poziom
przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie, ale nie przeciwko
hemoglobinie u tych 0s6b w grupie badanej, ktére otrzymywaty doustnie kwas foliowy w
poréwnaniu do osob, ktore go nie przyjmowaty. Natomiast Undas 1 wsp. (154) nie
wykazali zalezno$ci pomigdzy przyjmowaniem kwasu foliowego o poziomem przeciwcial
przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom u chorych dializowanych. W badaniu tym,
podobnie jak w prezentowanej pracy, nie wykazano istotnych r6znic pomiedzy poziomem
tHey u tych chorych, ktorzy stosowali regularnie kwas foliowy i tych, ktorzy go nie
przyjmowali. Obserwacja ta moze potwierdza¢ wczes$niejsza hipotezg, ze wtdrna
prewencja poprzez suplementacje witamin bioracych udzial w metabolizmie
homocysteiny jest nieskuteczna (140). Ponadto rozbieznosci w wynikach moga by¢
spowodowane roéznica w czgstosci stosowania kwasu foliowego. W grupie badanej w
niniejszej pracy stosowano go u dwukrotnie mniejszego odsetka chorych. Istotno$¢ tej
zalezno$ci jest rowniez ograniczona przez fakt, ze suplementacja kwasu foliowego w
niniejszym badaniu nie miata charakteru proby kontrolowanej a opierata si¢ gtéwnie na

deklaracji jego uczestnikow. Stwierdzone nizsze poziomy kwasu foliowego w surowicy u
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0sob deklarujacych jego stosowanie w poréwnaniu do tych, ktdre go nie przyjmowaty
wydaja si¢ potwierdzac te watpliwosci.

Kwas foliowy oprocz wplywu na metabolizm Hcy posiada wtasciwosci
antyoksydacyjne nie zwiazane z obnizaniem poziomu tHcy. Wykazano, Zze dozylne
podanie aktywnej formy kwasu foliowego, 5-metylotetrahydrofolianu (5-MTHF)
powoduje poprawe zaleznej od srodbtonka, mediowanej przez NO reakcji
wazomotorycznej u chorych z choroba wiencowa poddawanych operacji pomostowania
aortalno-wiencowego (172). Leczenie matymi dawkami kwasu foliowego (400 pg/dobe)
powoduje poprawe czynnos$ci srodbtonka naczyniowego zaleznej od aktywnosci eNOS
oraz zmniejszenie syntezy nadtlenkow u pacjentow z choroba wieicowa a zwigkszenie
dawki kwasu foliowego (do 5 mg/dobe) nie powoduje znaczacego nasilenia tych efektow
(173). Kwas foliowy wykazuje rowniez dziatanie antyoksydacyjne poprzez poprawg
dziatania komorkowych systemow obrony przed reaktywnymi zwiazkami tlenu (110). W
niniejszej pracy stwierdzono istotna, negatywna korelacje pomi¢dzy poziomem kwasu
foliowego a poziomem 8-izo-PGF,,u chorych hemodializowanych (dane nie pokazane).
Wykazany w regresji zwiazek pomigdzy poziomem kwasu foliowego 1 poziomem
przeciwcial przeciwko N-homocysteinylowanej albuminie moze po czgsci wynikac z
wplywu niedoboru folianéw na nasilenie stresu oksydacyjnego.

Podobnie jak u chorych z choroba wiencowa (162), w grupie chorych ze schytkowa
niewydolnoscia nerek nie wykazano zwiazku pomigdzy poziomem przeciwciat przeciwko
Ne-homocysteinylowanym biatkom a poziomem CRP. Obserwacja ta jest zgodna z
wcezesniejszym doniesieniem (154). Zwiazek hiperhomocysteinemii z rozwojem reakcji
zapalnej zostat wykazany w licznych pracach (125-129). Stwierdzono réwniez, ze
podwyzszony poziom CRP jest predyktorem $miertelnosci u chorych ze schytkowa
niewydolno$cia nerek (174). Brak korelacji pomigdzy poziomem CRP a poziomem
przeciwcial przeciwko homocysteinylowanym biatkom oraz analiza wynikow regresji
moga wskazywac, ze u chorych hemodializowanych znaczenie kliniczne reakcji zapalnej
w patogenezie zjawisk autoimmunologicznych ma mniejsze znaczenie niz u badanych
dotychczas 0s6b z innymi chorobami przewlektymi, na przyktad u chorych z toczniem
uktadowym (153).

Zgodnie z oczekiwaniami u os6b z wariantem TT genu MTHFR odnotowano istotnie
wyzszy poziom tHcy niz u nosicieli wariantow CC i CT, co potwierdza wyniki

dotychczasowych obserwacji (93,94). U 0s6b tych odnotowano rowniez wyzszy poziom
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przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom. Najprawdopodobniej wynika
to z istotnie wyzszego poziomu tHey u 0sob z genotypem TT.

Interesujaca obserwacja jest stwierdzony w grupie badanej wysoki odsetek (26,4%)
osob z wariantem TT genu MTHFR. Dotychczasowe badania nie wskazywaty bowiem,
aby mutacja ta stanowita czynnik predysponujacy do wystapienia schytkowej

niewydolnos$ci nerek (175-177).

7.3. Zaleznosci pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym
bialkom a danymi klinicznymi.

Nie wykazano zalezno$ci pomigdzy wiekiem i ptcig badanych a poziomem przeciwciat
przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom. Nie stwierdzono rowniez zaleznosci
pomigdzy poziomem przeciwciat a pierwotna przyczyna choroby nerek oraz czasem
trwania leczenia hemodializami. Nie potwierdzito to wcze$niejszej obserwacji (154), ze
czas trwania leczenia nerkozastgpczego koreluje z poziomem przeciwcial przeciwko Ne-
homocysteinylowanej albuminie i hipotezy, wedtug ktorej przewlekle leczenie
hemodializami wptywa hamujaco na reakcj¢ autoimmunologiczna zwiazana z
homocysteina.

Nie stwierdzono réwniez opisywanego uprzednio wyzszego poziomu przeciwcial
przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom u chorych hemodializowanych obciazonych
choroba wiencowa. Réznice pomigdzy wynikami prezentowanej pracy a wczesniejszym
doniesieniem moga wynikac¢ z rdznej liczebnosci badanych grup. Rowniez chorzy z
przebytym udarem modzgu nie roéznili si¢ istotnie poziomem przeciwcial od osob, ktore nie
przebyty takiego epizodu.

Jedyna zalezno$cia pomig¢dzy poziomem badanych przeciwcial a stosowanymi
przewlekle lekami byt opisany powyzej istotnie nizszy poziom przeciwcial przeciwko Ne-
homocysteinylowanej albuminie u tych chorych, ktorzy przyjmowali przewlekle kwas
foliowy. Nie stwierdzono, aby inne leki wptywaty na poziom przeciwciat, przy czym
zaden z uczestnikow badania nie otrzymywat innych niz kwas foliowy lekow, ktore

moglyby istotnie wptywac na poziom tHcy.
7.4. Obserwacja kliniczna

W celu oceny zwiazku pomig¢dzy poziomem przeciwciat przeciwko Ne-

homocysteinylowanym biatkom a ryzykiem wystapienia incydentu sercowo-naczyniowego
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uczestnikow badania poddano obserwacji klinicznej. Mediana czasu obserwacji wynosita
24 miesiace (zakres 12-36 miesigcy). W tym okresie u 34 z 247 badanych osob
odnotowano tacznie 47 incydentéw sercowo-naczyniowych.

Stwierdzono istotny zwiazek pomigdzy wystapieniem incydentu sercowo-
naczyniowego a wiekiem pacjentoOw oraz obciazeniem choroba wiencowa lub udarem
mozgu. Nie stwierdzono zwiazku pomiedzy wystapieniem epizodu a picia chorych. Na
ryzyko wystapienia incydentu sercowo-naczyniowego nie miaty réwniez wptywu takie
czynniki jak: obecnos$¢ cukrzycy, czas trwania leczenia nerkozastgpczego oraz
adekwatno$¢ dializ.

Stwierdzono, ze epizody kliniczne wystapity czgsciej u tych chorych, ktorzy
przyjmowali przewlekle kwas acetylosalicylowy, statyny 1 inhibitory konwertazy
angiotensyny. Zwiazek ten mozna wyjasni¢ tak, ze osoby stosujace te leki byly
prawdopodobnie bardziej obciazone czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego niz
pacjenci, ktorzy ich nie otrzymywali.

Nie wykazano zwiazku pomigdzy wystapieniem incydentu klinicznego a wynikami
badan laboratoryjnych, w tym parametrami majacymi u chorych leczonych hemodializami
udowodniony zwiazek z ryzykiem sercowo-naczyniowym: poziomem hemoglobiny,
profilem lipidowym, poziomem albumin, CRP, ferrytyny oraz poziomem F-izoprostandw.
Rezultaty powyzsze, cho¢ pozornie sa sprzeczne z wynikami badan charakteryzujacych
czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego w populacji chorych ze schytkowa
niewydolno$cia nerek, wynikaja najprawdopodobniej z ograniczen wynikajacych z
przyjetych kryteriow wlaczenia do badania.  Oznaczenia laboratoryjne wykonywane
byly u pacjentow w stabilnym okresie schytkowej niewydolnos$ci nerek a choroby
wspotistniejace, takie jak ostre stany zapalne czy trzymiesigczny okres po wystapieniu
ostrego incydentu sercowo-naczyniowego byly kryteriami wytaczajacymi z badania. W
badaniu nie brali rowniez udzialu pacjenci z cechami niedozywienia (znaczna
hipoalbuminemia), ktére u chorych ze schytkowa niewydolnos$cia nerek jest czynnikiem
ryzyka sercowo-naczyniowego.

W prezentowanej pracy nie odnotowano zwiazku pomigdzy wystapieniem epizodu
klinicznego a poziomem tHcy. Zwiazek pomigdzy hiperhomocysteinemia a zwigkszonym
ryzykiem sercowo-naczyniowym u chorych ze schytkowa niewydolnos$cia nerek jest nadal
przedmiotem dyskusji, najpewniej wskutek obecnosci licznych czynnikéw zaktdcajacych o
znanym silnym wptywie na rozw6j miazdzycy i jej powiktan. Znane sa doniesienia

kwestionujace znaczenie hiperhomocystemii jako czynnika rokowniczego w tej populacji
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chorych (74,76,77). Nie mozna jednakze wykluczy¢, ze w prezentowanej pracy brak
zwiazku pomigdzy hiperhomocysteinemia a wystapieniem epizodu klinicznego jest,
podobnie jak w przypadku innych analizowanych parametréw biochemicznych,
rezultatem stosunkowo krétkiego czasu obserwacji. Podobnie nie wykazano zwiazku
pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom a
wystapieniem incydentu sercowo-naczyniowego. Jednakze weryfikacja hipotezy, ze
reakcja autoimmunologiczna zwiazana z powstawaniem tych przeciwciat odgrywa rolg w
patogenezie chorob sercowo- naczyniowych u chorych ze schytkowa niewydolno$cia
nerek wymaga bez watpienia przeprowadzenia dalszych badan na wigkszej grupie chorych

poddanych dluzszej obserwacji.

7.5. Ograniczenia badania

Przedstawione badanie nie jest wolne od ograniczen. Jest to badanie kliniczno-
kontrolne, a wigc charakteryzujace si¢ mniejsza wiarygodnos$cia niz badania
prospektywne. Szczegdlnie cenna bylaby dtuga obserwacja grupy pacjentow poczawszy od
czasu ustalenia rozpoznania CKD jeszcze przed leczeniem nerkozastgpczym, cho¢ z
punktu widzenia logistyki takie badania bylyby trudne do przeprowadzenia. Kolejnym
ograniczeniem badania jest stosunkowo niewielka liczebno$¢ zaréwno grupy badanej, jak i
kontrolnej oraz relatywnie krotki czas obserwacji klinicznej, co moze skutkowac
stosunkowo niewielka liczba odnotowanych incydentow klinicznych. Analizg oparto takze
na pojedynczym pomiarze parametrow laboratoryjnych, a wydaje si¢ by¢
prawdopodobnym, ze wraz z uplywem czasu produkcja przeciwciat oznaczanych w tym
badaniu moze ulec zmianie. Nie jest tez jasne, czy podobne zalezno$ci i poziomy
przeciwcial obserwuje si¢ u pacjentow z CKD leczonych dializa otrzewnowa. Szukajac
parametréw determinujacych poziomy przeciwciat nie uwzgledniono niektorych
potencjalnie waznych parametréw takich jak stezenie witaminy B12 1 B6. Nie oznaczano
rowniez aktywnos$ci enzymow o dziataniu antyoksydacyjnym, ktore takze moga wplywac
na poziomy stres oksydacyjny i thumaczy¢ obserwowane zalezno$ci migdzy izoprostanami
a badanymi przeciwciatami.

Ograniczeniem badania jest rowniez przyjety model analiz statystycznych. Obliczenia
oparte na regresji liniowej z racji swoich zatozen (rozktad zmiennych zgodny z
normalnym, liniowa zalezno$¢ pomigdzy zmiennymi) nie sa doskonata metoda oceny
ztozonego wptywu wielu czynnikow na okreslone zjawiska biologiczne. Jednakze uznano,

ze zastosowanie innych analiz biostatystycznych spowodowatoby, przy stosunkowo
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niewielkiej liczebnosci grup i charakterze posiadanych danych, nadmierna komplikacj¢
modelu matematycznego nie prowadzaca do lepszego wyjasnienia badanych zaleznosci.
Podsumowujac, przedstawione badanie poszerza wiedz¢ na temat zwiazkow miedzy
hiperhomocysteinemia i jej immunologicznymi konsekwencjami w populacji przewlekle
hemodializowanych chorych. Wykazanie zalezno$ci ze stresem oksydacyjnym pokazuje
potencjalne nowe mechanizmy determinujace nasilenie produkcji autoprzeciwciat

zwiazanych z duzym st¢zeniem homocysteiny u takich chorych.

8. Whnioski

1. U chorych ze schytkowa niewydolnos$cia nerek leczonych przewlekle hemodializami
stwierdza si¢ wigksze poziomy przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie
1 hemoglobinie w surowicy w poréwnaniu z osobami dobranymi pod wzgledem pfci,
wieku, czynnikdéw ryzyka sercowo-naczyniowego, oraz z kreatyning <140 umol/I.

2. Poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanej albuminie i hemoglobinie
wykazywatl dodatnia korelacje¢ z nasileniem stresu oksydacyjnego u chorych przewlekle
hemodializowanych.

3. Czynnikami istotnie wptywajacymi na poziom przeciwciat przeciwko Ne-Hcy-
albuminie sa: poziom tHcy i 8-izo-PGF,,

4. Czynnikami istotnie wptywajacymi na poziom przeciwciat przeciwko Ne-Hcy-
hemoglobinie sa: poziom tHcy, 8-izo-PGF», oraz kwasu foliowego.

5. Poziom przeciwciat przeciwko Ne-homocysteinylowanym biatkom nie koreluje z
czasem trwania hemodializoterapii, przyczyna choroby ani ryzykiem wystapienia epizodu

sercowo- naczyniowego w odleglej obserwacji.
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9. Streszczenie

Rola przeciwciatl przeciwko N-homocysteinylowanym biatkom w patogenezie choréb
sercowo-naczyniowych u chorych ze schytkowa niewydolnoscia nerek leczonych
przewlekle hemodializami pozostaje niejasna. Dotychczas nie ustalono, jakie czynniki
warunkuja miano tych przeciwcial, ani jaki jest ich zwiazek z ryzykiem wystgpowania
incydentow sercowo- naczyniowych. Celem niniejszego badania bylo scharakteryzowanie
czynnikow warunkujacych miano przeciwciat przeciwko N-homocysteinylowanej
albuminie i hemoglobinie u chorych leczonych przewlekle hemodializami oraz ocena
zaleznosci pomig¢dzy poziomem badanych przeciwcial a wystgpowaniem epizodow
sercowo- naczyniowych u tych chorych.

W badaniu wzigto udziat 247 chorych (110 kobiet) leczonych przewlekle
hemodializami (mediana czasu leczenia 37 miesiecy). Mediana wieku chorych wynosita 61
lat. Grupg kontrolna stanowito 60 0s6b z populacji ogdlnej dobranych pod wzgledem ptci,
wieku i1 czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego, z poziomem Kreatyniny w surowicy
<140 umol/l. Oznaczano stg¢zenie catkowitej Hey (tHcy) we krwi metoda wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej, kwas foliowy i 8-izoprostaglandyng F, (8-izo-PGF,,) metodami
enzymatycznymi. Przeciwciala klasy IgG przeciwko Ne-Hcy-albuminie i hemoglobinie
oznaczono metoda immunoenzymatyczng. Oznaczono rowniez warianty alleliczne genu
C667T reduktazy metylenotetrahydrofolianowej (MTHFR). Grupg badana poddano
obserwacji pod katem wystapienia incydentow sercowo-naczyniowych, w tym zgonéw z
przyczyn sercowo- naczyniowych oraz niezaleznie od przyczyny. Najczescie] wystepujaca

wspolistniejaca choroba sercowo-naczyniowa w grupie chorych byto nadcisnienie tetnicze
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(u niemal 100% oséb badanych). Ponadto u 20% chorych stwierdzono chorobg
niedokrwienna serca w wywiadzie a 5,7% badanych przebyto udar mozgu. Najczesciej
stosowanymi lekami w grupie badanej byty ludzka rekombinowana erytropoetyna (91,1%),

dozylne preparaty zZelaza (58,3%) oraz kwas foliowy w dawce 15mg/dobg (39,3%).

Grupa badana charakteryzowala si¢ znamiennie nizszym poziomem hemoglobiny,
plytek krwi, cholesterolu catkowitego oraz HDL i1 LDL-cholesterolu oraz wyzszym
poziomem triglicerydow niz grupa kontrolna. W grupie badanej zaobserwowano wyzszy
poziom tHcy (mediana; [IQR] 21,5 umol/l; [17,3-27,7] vs 10,7; [8,93-13,2], p <0,0001),
kwasu foliowego (21,55 ng/l; [14,6-27,8] vs 9,92; [7,74-15,1], p <0,0001), CRP (5,55
mg/l; [2,21-11,48] vs 1,76; [0,8-2,9], p <0,001) 1 8-izoprostandéw (301 pg/ml; [260-380] vs
90 [36,4-136], p =0,0012) w poréwnaniu z grupa kontrolna. Czg¢stos¢ wariantu TT genu
MTHFR wynosita w grupie badanej 26,4%. W grupie chorych hemodializowanych
odnotowano wyzszy poziom przeciwcial przeciwko N-Hcy-albuminie (absorbancja A490;
0,56; [0,49-0,623] vs 0,259; [0,198-0,338], p <0,0001) 1 hemoglobinie (0,659 [0,597-
0,723] vs 0,379 [0,289-0,442], p <0,0001) w poréwnaniu do grupy kontrolnej. W obu
grupach zaobserwowano korelacj¢ pomigdzy poziomem tHcy a poziomem przeciwciat
przeciwko Ne-Hcy-albuminie (r= 0,56, p <0,0001) oraz Ne-Hcy-hemoglobinie (r =0,67, p
<0,0001). Poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hey-biatkom byt istotnie wyzszy u chorych z
wariantem TT genu C677T MTHFR niz u 0séb z pozostatymi genotypami. Nie
stwierdzono zalezno$ci pomig¢dzy poziomem badanych przeciwcial a czynnikami
demograficznymi. W grupie badanej odnotowano korelacje pomigdzy poziomem
przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-albuminie a poziomem 8-izo-PGF,, (r =0,48, p <0,001),
kwasu foliowego (r=-0,18, p =0,0054) i parathormonu (r =0,17, p =0,0083). Poziom
przeciwcial przeciwko Ne-Hey-hemoglobinie w grupie chorych dializowanych korelowat z
poziomem 8-izo-PGF,, (r =0,63, p <0,0001) oraz kwasu foliowego (r=-0,38, p <0,0001).
Stwierdzono istotnie nizszy poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-albuminie u tych oséb,
ktore stosowaty kwas foliowy w poréwnaniu do osob, ktore go nie przyjmowaty (0,530;
[0,408-0,615] vs 0,559; [0,515-0,625], p =0,002). Nie zaobserwowano innych zalezno$ci
pomigdzy poziomem badanych przeciwciat a przyjmowanymi lekami.W grupie badanej
odnotowano staba ujemna korelacj¢ pomigdzy poziomem przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-
albuminie a adekwatnoscia dializy wyrazona wspotczynnikiem Kt/V (r =-0,18, p
=0,0303). Nie odnotowano podobnej zaleznosci w odniesieniu do przeciwcial przeciwko

Ne-Hcy-hemoglobinie (r = -0,06, p =0,43). Nie odnotowano zaleznos$ci pomiedzy
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poziomem przeciwcial a czasem trwania terapii nerkozastepczej. Osoby z choroba
wiencowa (n =48) nie wykazywaty istotnych réznic w poziomie przeciwciat przeciwko
Ne-Hcey-albuminie ani hemoglobinie w poréwnaniu do oséb bez tego obciazenia
(odpowiednio: 0,55; [0,495-0,599] vs 0,56; [0,451-0,618], p =0,93 1 0,656; [0,602-0,73] vs
0,655;[0,573-0,717], p =0,47). Nie stwierdzono rowniez réznic pomi¢dzy poziomem
przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-albuminie ani hemoglobinie u 0s6b po udarze mozgu (n
=15) w poréwnaniu do oséb wolnych od tego obciazenia (odpowiednio: 0,559; [0,446-
0,609] vs 0,558; [0,471-0,614], p =0,83 1 0,649; [0,563-0,707] vs 0,657 [0,594-0,722], p
=0,79).Stosujac model regres;ji liniowej jednoczynnikowej stwierdzono, ze czynnikami
istotnie wyptywajacymi na poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-albuminie w grupie
badanej sa: poziom tHcy (r =0,23, p <0,0001) i 8-izo-PGF,, (r =0,16, p <0,0001). W
regresji wieloczynnikowej czynnikami wplywajacymi na poziom przeciwcial przeciwko
Ne-Hcy-albuminie w grupie badanej byty: poziom tHcy, kwasu foliowego oraz 8-izo-
PGF,,. Ze wzgledu na silng korelacj¢ pomigdzy poziomem tHcy a poziomem izoprostanéw
1 kwasu foliowego nalezy przyjac, ze czynnikiem niezaleznie warunkujacym poziom
przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-albuminie jest poziom tHcy. Na podstawie regresji liniowej
jednoczynnikowej stwierdzono, ze na poziom przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-
hemoglobinie w grupie badanej istotnie wptywaja: poziom tHcy (r =0,29, p <0,0001), 8-
1z0-PGF,, (r =0,28, p <0,0001) oraz kwasu foliowego (r =0,14, p <0,0001). W modelu
wieloczynnikowej regresji liniowej czynnikami najsilniej wplywajacymi na poziom
przeciwcial przeciwko Ne-Hcy-hemoglobinie w grupie badanej byly: poziom tHcy oraz 8-
1z0-PGF,,, przy czym interpretacja wynikéw powinna by¢ najprawdopodobniej
analogiczna do tej, ktéra przedstawiono w odniesieniu do przeciwciat przeciwko Ne-Hcy-
albuminie.

W czasie obserwacji (mediana 24 miesiace) u 34 z 247 badanych 0s6b odnotowano
tacznie 47 incydentow sercowo-naczyniowych. Osoby, u ktérych odnotowano wystapienie
incydentu klinicznego byly istotnie starsze (mediana wieku odpowiednio 65 lat; [55-71] vs
60; [49-70], p =0,0043). Epizod wystapit czesciej u chorych obciazonych choroba
wiencowa (OR =3,778; 95% CI: 1,516-9,415; p =0,0063) oraz udarem mozgu (OR =6,609;
95% CI: 2,034-21,473; p =0,0035). Nie zaobserwowano istotnych korelacji pomigdzy
wystapieniem incydentu klinicznego a picia chorych, obecnoscia cukrzycy, jak réwniez
czasem leczenia dializami oraz adekwatnoscia dializy. Nie stwierdzono zwiazku

pomiegdzy wystapieniem incydentu sercowo-naczyniowego a analizowanymi wynikami
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badan laboratoryjnych, poziomem tHcy ani poziomem przeciwciat przeciwko N-Hcey-
biatkom.

Podsumowujac, w przedstawionej pracy stwierdzono, ze u chorych ze schytkowa
niewydolnoscia nerek leczonych przewlekle hemodializami stwierdza si¢ wigksze poziomy
przeciwcial przeciwko Ne-Hcey-albuminie i hemoglobinie w surowicy w poréwnaniu z
osobami dobranymi pod wzgledem ptci, wieku, czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego,
z kreatyning <140 pmol/l. Poziom tych przeciwciat jest wyzszy u chorych z nasilonym
stresem oksydacyjnym. Stezenie tHcy jest niezaleznym czynnikiem warunkujacym poziom
przeciwcial, a ani 8-izo-PGF», ani kwas foliowy nie byly niezaleznie zwiazane z tymi
poziomami u chorych hemodializowanych. Poziom przeciwciat przeciwko Ne-Hcey-
biatkom nie koreluje z ryzykiem wystapienia epizodu sercowo-naczyniowego w odleglej

obserwacji klinicznej.
10. Summary

A role of the antibodies against N-homocysteinylated proteins in the pathogenesis of
the cardiovascular diseases in the patients with the end-stage renal disease on long-term
hemodialysis (HD) remains unclear. Neither the factors that determine the level of this
antibodies, nor the clinical mechanisms by which the antibodies are involved in the
pathogenesis of cardiovascular diseases in end-stage renal disease (ESRD) patients have
been not established yet. The aim of this study was to characterize the factors that
determine the level of antibodies against N-homocysteinylated albumin and hemoglobin in
ESRD on long-term HD and to evaluate a correlation between the level of this antibodies
and the occurence of the cardiovascular episodes in this population.

Two hundred forty-seven patients (110 females) aged 23-89 (median age 61) years on
maintenance hemodialysis for, on average 37 months and 60 age, sex and cardiovascular
risk factor-matched controls with serum creatinine level <140 pmol/l were recruited to the
study. Total plasma Hcy (tHcy) levels were determined by high-performance liquid
chromatography. Serum folic acid and 8-isoprostaglandine F,, (8-is0-PGF»,) were
measured using the immunoenzymatic methods. Serum levels of IgG antibodies against
Ne-Hcey-albumin and hemoglobin were determined using an enzyme-linked
immunosorbent assay. The methyltetrahydrofolate reductase (MTHFR) C677T
polymorphism was also determined.

The patients on haemodialysis were followed to record all cardiovascular (CV)

episodes, including CV and all-cause deaths.
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The most frequent cardiovascular comorbidity in HD patients was hypertension (almost
100% of patients), coronary heart disease (20%) and stroke (5.7%). 91.1% patients on HD
were treated with erythropoietin, 58.3% received parenteral iron and 39.3% declared to
receive regular folic acid supplementation (15 mg daily).

The patients on HD had lower level of hemoglobin, platelets, total cholesterol, HDL,
LDL and higher level of triglycerides as compared to controls. In the HD group there were
found higher levels of tHcy (median; [IQR] 21.5 umol/l; [17.3-27.7] vs 10.7; [8.93-13.2], p
<0.0001), folate (21.55 ng/l; [14.6-27.8] vs 9.92; [7.74-15.1], p <0.0001), CRP (5.55 mg/l;
[2.21-11.48] vs 1.76; [0.8-2.9], p <0.001) and 8-isoprostanes (301 pg/ml; [260-380] vs 90
[36.4-136], p=0.0012) as compared to control group. The prevalence of TT genotype
MTHFR gene in HD group was 26.4%.

In HD group levels of anti-N-Hcy-albumin (A490 absorbancy 0.56; [0.49-0.623] vs
0.259; [0.198-0.338], p <0.0001) and hemoglobin (0.659 [0.597-0.723] vs 0.379 [0.289-
0.442], p <0.0001) were significantly higher as compared to controls. In both groups the
correlations between tHcy level and anti-Ne-Hcey-albumin (r =0.56, p <0.0001) and anti-
Ne-Hcey- hemoglobin (r =0.67, p <0.0001) were observed. Similar correlations were
observed in the control group. The level of anti-Ne-Hcy-proteins was significantly higher
in patients with TT genotype of MTHFR gene. There were no significant correlations
between the level of antibodies and the demographic data. In HD group there were the
correlations between the level of anti-Ne-Hcy-albumin and 8-is0-PGF, (r =0.48, p
<0.001), folate (r =-0.18, p =0.0054) and parathyroid hormone (r =0.17, p =0.0083). The
level of anti-Ne-Hcy-hemoglobin in HD group correlated with 8-is0-PGF,, (r =0.63, p
<0.0001) and folate (r =-0.38, p <0.0001). In HD group the level of anti-Ne-
homocysteinylated albumin was significantly lower in this patients, who declared the
regular supplementation with folic acid as compared to these, who denied taking this
medicine (0.530; [0.408-0.615] vs 0.559; [0.515-0.625], p =0.002). No other correlations
between the level of antibodies and medications were detected.

In HD group there was a weak, negative correlation between the level of anti-Ne-Hcey-
albumin and the dialysis adequacy measured as spKt/V coefficient (r = -0.18, p =0.0303).
No such correlation was detected according to anti-Ne-Hcy-hemoglobin. There was no
significant correlation between the level of antibodies and the duration of hemodialysis
maintenance therapy.

The levels of anti-Ne-Hcy-albumin and hemoglobin did not differ between the patients
with the history of CAD (n =48) and these, who were free from this comorbidity
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(respectively: 0.55; [0.495-0.599] vs 0.56; [0.451-0.618], p =0.93 and 0.656; [0.602-0.73]
vs 0.655; [0.573-0.717], p =0.47). There were no significant differences in the levels of
anti-Ne-Hcy-albumin and hemoglobin between the patients with the history of stroke (n
=15) as compared to the patients without cerebrovascular events (respectively: 0.559;
[0.446-0.609] vs 0.558; [0.471-0.614], p =0.83 and 0.649; [0.563-0.707] vs 0.657 [0.594-
0.722], p =0.79).

By the univariate linear regression the factors that shown the strongest association with
the level of anti-Ne-homocysteinylated albumin were tHey (r =0.23, p <0.0001) and 8-iso-
PGF,, (r =0.16, p <0.0001). By the multivariate linear regression analysis the predictors of
the level of anti-Ne-homocysteinylated albumin were tHcy, folate and 8-is0-PGF,,
Because of the strong association between tHcy and folate and between tHcy and 8-iso-
PGF,, the only independent predictor of anti-Ne-homocysteinylated albumin level is tHcy.

By the univariate regression analysis the factors showing the strongest association with
anti- Ne-homocysteinylated hemoglobin level were tHey (r =0.29, p <0.0001), 8-1s0-PGF»,
(r=0.28, p <0.0001) and folate (r =0.14, p <0.0001). By the multivariate regression the
predictors of the level of anti-Ne-Hcy-hemoglobin were tHcy and 8-iso-PGF,,. Because of
the strong correlation between tHcy and 8-iso-PGF», the results of the multivariate
analysis must be interpreted in the same way as according to anti-Ne-Hcy-albumin.

During the clinical follow-up (median of time 24 months) 34 from 247 patients in HD
group revealed 47 CV episodes. The group with the CV episode was significantly older
(respectively 65 years; [55-71] vs 60; [49-70], p =0.0043). The episode happened more
frequently in patients with the history of CAD (OR =3.778; 95% CI: 1.516-9.415; p
=0.0063) and stroke (OR =6.609; 95% CI: 2.034-21.473; p =0.0035). There were no
correlations between the CV episode and sex, presence of diabetes, the duration of HD
maintenance therapy and the dialysis adequacy. There were no associations between CV
episodes and laboratory findings, tHcy level and the levels of anti-Ne-Hcy-proteins.

In conclusion, patients with ESRD on long-term hemodialysis have higher levels of
anti-Ne-homocysteinylated albumin and hemoglobin compared to age, sex and
cardiovascular risk factor-matched controls with the serum creatinine level <140 pmol/l.
The level of antibodies correlates with oxidative stress. Total Hey is the independent
predictor of levels of anti-Ne-homocysteinylated albumin and hemoglobin. Folate and 8-
1s0-PGF,, are not independently correlated with the level of these antibodies in HD
patients. The level of anti-Ne-homocysteinylated proteins does not show the association

with the risk for cardiovascular episodes in ESRD patients.
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