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Wykaz uzywanych skrotéw

ACAT — acylCoA:cholesterol acyltransferase / acylotrasferaza acylo-CoA:choleterol

CETP — cholesterol ester transfer protein / biatko przenoszace estry cholesterolu

ELISA — enzyme-linked immunosorbent assay / test immunoenzymatyczny

GFR — glomerular filtration rate / warto$¢ filtracji klebuszkowe;j

HDL — high density lipoproteins / lipoproteiny o duzej gestosci

HL — hepatic lipase / lipaza watrobowa

HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA / 3-hydroksy-3-metyloglutarylo-koenzymA

HDL — high density lipoproteins / lipoproteiny o duzej gestosci

IDL — intermediate density lipoproteins / lipoproteiny o posredniej ggstosci

LCAT — lecithin cholesterol acyltransferase / acyltransferaza lecytynowo-cholesterolowa

LDL — low density lipoproteins / lipoproteiny o matej gestosci

LPL — lipoprotein lipase / lipaza lipoproteinowa

PChN — przewlekta choroba nerek

SNP — single nucleotide polimorphism / polimorfizm pojedynczego nukleotydu

SREBP-2 — sterol regulatory element — binding protein-2 / biatko wiazace element regulujacy
sterole-2

VLDL — very low density lipoproteins / lipoproteiny o bardzo malej gestosci
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1. Wstep

1.1. Definicja i epidemiologia przewlektej choroby n rek
(PChN)

Mianem przewlektej choroby nerek (PChN) okresla si¢ grupe schorzen, ktére speiniajg
jedno z dwoch kryteriow przedstawionych ponizej:

— strukturalne lub czynnosciowe uszkodzenie nerek utrzymujace si¢ dtuzej niz trzy
miesigce, objawiajace si¢ zmianami morfologicznymi lub wskaznikami uszkodzenia
nerek w badaniach krwi, moczu i/lub w badaniach obrazowych,

— zmniejszenie filtracji kigbuszkowej ponizej 60 ml/min utrzymujace si¢ dtuzej niz trzy
miesiace.

Klasyfikacj¢ PChN, wg NKF (National Kidney Foundation) przedstawiono w tabeli 1
[33].

Tabela 1 Klasyfikacja PChN wg NKF (National Kidney Foundation)

. GFR (ml/min/1,73 m’ ‘
Stadium PChN _ o Tradycyjna nazwa
powierzchni ciata)

1 >90 Uszkodzenie nerek

2 60-89 Utajona niewydolno$¢ nerek

3 30-59 Wyréwnana niewydolnosé
nerek

4 15-29 Niewyréwnana niewydolno$¢
nerek

5 <15 Schytkowa niewydolno$¢
nerek

PChN - przewlekta choroba nerek, GFR (glomerular filtration rate) — wartos¢ filtracji

ktebuszkowe;j



Do najczestszych przyczyn PChN naleza: cukrzyca (zaréwno 1 jak i 2 typu), pierwotne
ktgbuszkowe zapalenia nerek i nadci$nienie tetnicze [46]. Badania epidemiologiczne ostatnich
lat wskazuja, ze PChN jest znacznie czgstsza, niz do tej pory sadzono [44]. Roznego stopnia
uszkodzenie nerek dotyczy bowiem ok. 6-15% populacji ogolnej. W Polsce, na podstawie
wynikéw epidemiologicznego badania pilotazowego przeprowadzonego na Pomorzu
Gdanskim (PolNef), odsetek oséb z PChN sigga niemal 12% [31]. Oznacza to, ze problem
PChN dotyczy ponad 4 milionéw Polakow. Z tych szacunkowych danych wynika, ze PChN,
jak réwniez zwiazane z nig =zaburzenia metaboliczne, stanowig istotny problem

epidemiologiczny.

1.2. Dotychczasowy stan wiedzy na temat zaburzen
lipidowych w PChN

Zaburzenia lipidowe sg statym elementem PChN [45]. Nieznaczne w poczatkowych
stadiach choroby nerek, ulegaja nasileniu wraz z postgpem podstawowego schorzenia. Do
najczestszych nalezg hipertriglycerydemia i obnizone stezenie cholesterolu lipoprotein o duzej
gestosci, HDL (high density lipoproteins). Stezenie trigliceryddw rosnie juz we wczesnych
stadiach PChN, a w zaawansowanej chorobie znaczna hipertriglycerydemia dotyczy nawet
70% pacjentéw. Leczenie nerkozastepcze ma niewielki wplyw na to powiktanie, chociaz
wedtug niektorych autorow hemodializa moze prowadzi¢ do obnizenia poziomu triglicerydéw
[11], natomiast dializa otrzewnowa, na skutek przewlektego obcigzenia glukoza, wiaze si¢
czgsto z nasileniem hipertriglicerydemii [42]. Wysokiemu stezeniu triglicerydow towarzyszy
podwyzszony poziom apolipoproteiny B, a takze lipoprotein bogatych w triglicerydy: o
bardzo matej i posredniej gestosci (VLDL — very low density lipoproteins, IDL — intermediate
density lipoproteins). Hipertriglicerydemia jest wynikiem dwoch procesdéw: zwigckszonej
syntezy i ograniczonego usuwania trigliceryddw z krazenia. Badania, przeprowadzone miedzy
innymi w os$rodku gdanskim, wskazuja, ze wicksze znaczenie Ww patogenezie
hipertriglicerydemii ma zmniejszenie klirensu triglicerydéw [3, 47, 51]. Jest ono, w gtéwnej
mierze, wynikiem zmniejszenia aktywnosci enzymdéw odpowiedzialnych za lipolize: lipazy
lipoproteinowej (LPL — Ilipoprotein lipase) 1 watrobowej (HL — hepatic lipase) [47].
Dodatkowo, w toku PChN dochodzi do zmniejszenia ekspresji receptorow biorgcych udziat w

usuwaniu lipoprotein VLDL z krazenia [26, 52].

_8—



Zaburzenia aktywnosci enzymatycznej w PChN wydaja si¢ by¢ glowna przyczyna
obnizonego stezenia cholesterolu HDL. Ws$rdd nich nalezy wymieni¢ niska aktywnosc
acyltransferazy lecytynowo-cholesterolowej (LCAT - lecithin cholesterol acyltransferase),
odpowiedzialnej za estryfikacje cholesterolu pobranego przez lipoproteiny HDL [38], a takze
podwyzszong aktywno$¢ biatka przenoszacego estry cholesterolu (CETP - cholesterol ester
transfer protein) [27] 1 acylotrasferazy acylo-CoA:choleterol (ACAT — acylCoA:cholesterol
acyltransferase) [34]. Pewne znaczenie kliniczne ma najprawdopodobniej niskie st¢zenie
paraoksonazy, enzymu zwigzanego z lipoproteinami HDL o silnych wiasciwosciach
antyoksydacyjnych [10].

Stezenie catkowitego cholesterolu, jak rowniez jego frakcji LDL (low density
lipoproteins), jest z reguly prawidtowe [4]. Z hipercholesterolemia mamy do czynienia
jedynie u 20-30% pacjentéw z PChN. W badaniach, bedacych podstawa pracy doktorskiej,
wykazano, ze gléwna przyczyna hipercholesterolemii w doswiadczalnej PChN jest nasilenie
syntezy cholesterolu [6]. Stwierdzono rowniez, ze za wzrost ten odpowiedzialna jest
zwigkszona synteza 1 aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA (3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA),
podstawowego enzymu na szlaku cholesterologenezy, odpowiedzialnego za szybkos¢ catego
procesu [7].

Nalezy wspomnieé, ze u niedozywionych, czy wyniszczonych pacjentéw ze schytkowa
PChN stezenie cholesterolu catkowitego, a takze jego frakcji LDL, moze by¢ nawet obnizone
[36]. Stezenie cholesterolu zwykle wzrasta po rozpoczgciu dializoterapii otrzewnowej, jako
nastepstwo obcigzenia glukoza [42]. Po przeszczepieniu nerki hipercholesterolemia jest
zjawiskiem bardzo czestym [18, 28]. Jest to, w gtdwne] mierze, konsekwencja leczenia
immunosupresyjnego, przede wszystkim stosowania cyklosporyny, steroidow i sirolimusu [9,
16].

Niezaleznie od poziomu cholesterolu frakcji LDL, PChN prowadzi do zmian w
strukturze czgsteczki tej lipoproteiny. Lipoproteiny LDL staja si¢ mniejsze i bardziej geste, w
porownaniu z lipoproteinami populacji ogolnej [40]. Co wigcej, w zwiagzku z nasilonym
stresem oksydacyjnym, typowym powiktaniem PChN, czasteczki LDL podlegaja utlenieniu
(peroksydacji). Przestaja by¢ rozpoznawane przez receptory LDL. Z osocza usuwane sg przez
receptory zmiatajace (scavenger receptors) znajdujace si¢ na powierzchni monocy-
tow/makrofagow. Przetadowane lipidami komorki przeksztatcaja si¢ w komorki piankowate,
ktérych powstanie stanowi wczesny, kluczowy etap w postgpie procesu miazdzycowego

[1,2].



Nalezy wspomnie¢, ze stezenie lipoproteiny (a) jest podwyzszone w PChN, zwlaszcza
wsrdd pacjentdow z zespolem nerczycowym 1 tych leczonych dializa otrzewnowa. Jest to
najprawdopodobniej spowodowane znaczng utratg biatka do moczu, lub ptynu dializacyjnego
1 zwigzang z tym nasilong produkcjg apolipoprotein [21, 32, 50].

Hipertriglicerydemia, hipercholesterolemia, niski poziom cholesterolu HDL, oksydacyjne
modyfikacje lipoprotein stanowig istotne czynniki ryzyka rozwoju schorzen sercowo-
naczyniowych i §miertelnosci w populacji ogolnej. Wsrdd pacjentow z PChN, zwtaszcza w jej
schylkowej fazie, nie wykazano takich zaleznos$ci, a liczne badania wskazuja nawet na
zwigzek miedzy hiperlipidemia a lepszg przezywalnoscig chorych z PChN [19, 23, 25, 30,
37]. Co wiecej, wieloosrodkowe badania nad uzyciem lekéw obnizajacych stezenie lipidow
nie wykazaty ich wptywu na przezycie pacjentow ze schylkowa niewydolnoscia nerek
[17, 54].

Celem prac przedstawionych ponizej jest poszerzenie dotychczasowej wiedzy na temat
zaburzen lipidowych w PChN i préba oceny ich znaczenia klinicznego u pacjentdw w

schytkowej fazie choroby, wymagajacych leczenia nerkozastgpczego.
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2. Cele pracy

1. Wyjasnienie mechanizmoéw prowadzacych do zaburzen biosyntezy cholesterolu w
doswiadczalnej PChN
— rola czynnika transkrypcyjnego SREBP-2
- wplyw diety na syntezg i stgzenie cholesterolu

2. Ocena roli receptora zmiatajagcego CD36 w patogenezie zaburzen lipidowych 1 w
postepie procesu miazdzycowego pacjentdw z PChN
- ekspresja CD36 na monocytach krwi pacjentow z PChN
- opracowanie nowatorskiej metody oceny stg¢zenia rozpuszczalnej formy CD36
(sCD36)

- sCD36 u pacjentow z PChN jako marker ryzyka sercowo-naczyniowego

3. Ocena wplywu zmiennosci genetycznej na profil lipidowy pacjentow z PChN
- wplyw wybranych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu na zaburzenia lipidowe

w PChN

4.  Ocena wplywu zaburzen lipidowych na §miertelnos$¢ pacjentéw z PChN
- zagadnienie ,,paradoksu czynnikéw ryzyka” w populacji PChN
- weryfikacja hipotezy ,,r6znicy czasowej konkurujacych czynnikéw ryzyka”
- zastosowanie ,randomizacji mendlowskiej” dla wyjasnienia zwigzkéw pomiedzy

stezeniem cholesterolu a $miertelnoscia wsrod pacjentow z PChN

~11 -



3. Materiat i metodyka

3.1. Wyjasnienie mechanizméw prowadzacych do
zaburzen biosyntezy cholesterolu w doswiadczalnej

PChN

— Rola czynnika transkrypcyjnego SREBP-2 [praca 1]
— Wplyw diety na synteze i stezenie cholesterolu [praca 2]

Badanie doswiadczalne przedstawione w pracach 1 i 2 zostaly zatwierdzone przez
Niezalezna Komisj¢ Bioetyczna do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w
Gdansku (obecnie Gdanskim Uniwersytecie Medycznym). Badania przeprowadzono na
szczurach szczepu Wistar, ktére na poczatku doswiadczen miaty 8-9 tygodni 1 wazyty 230-
250 g. Cykl dobowy regulowany byt 12-godzinnym os$wietleniem pomieszczenia, w ktorym
przebywaly zwierzeta. Doswiadczalng PChN wywolywano poprzez subtotalng nefrektomig,
przeprowadzana w dwoéch etapach. Podczas pierwszego zabiegu usuwano jedng nerke, a po
dwoch tygodniach przeprowadzano drugi zabieg, w czasie ktorego usuwano 2/3 nerki drugie;j.
Wiasciwe doswiadczenia przeprowadzano po 5-6 tygodniach od drugiego zabiegu.

Przewlekta chorobg nerek potwierdzano oznaczeniem stezenia mocznika i kreatyniny. W
pracy nr 2 zwierzgta podzielono na cztery grupy, po dwie szczuréw zdrowych i z PChN. W
jednej grupie zwierzat kontrolnych 1 w jednej zwierzat chorych zastosowano trzydniowa diete
bogatocholesterolowa, natomiast pozostate dwie grupy byly karmione dieta normochole-
sterolowa, jak dotychczas.

Zwierzetom, przed dekapitacja, podawano dootrzewnowo wode trytowang, a synteze
cholesterolu in vivo oceniano na podstawie wbudowywania trytu w nowopowstaty
cholesterol. Cholesterologenez¢ badano roéwniez in vitro poprzez inkubacje skrawkow
watroby w $rodowisku ze znakowanymi kwasem octowym i mewalonianem, prekursorami
cholesterolu. Ponadto oceniano ekspresje 1 aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA, enzymu
determinujacego predkos¢ calego procesu cholesterologenezy oraz ekspresj¢ genu i ilos¢
biatka SREBP-2 (sterol regulatory element — binding protein 2), czynnika transkrypcyjnego,
ktéry, miedzy innymi poprzez kontrolg aktywnosci reduktazy HMG-CoA, reguluje biosynteze

cholesterolu.
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3.2. Ocena roli receptora zmiatajgcego CD36 w
patogenezie zaburzen lipidowych i w postepie procesu
miazdzycowego pacjentow z PChN
— Ekspresja CD36 na monocytach pacjentow z PChN [praca 3]

— Opracowanie nowatorskiej metody oceny stezenia rozpuszczalnej
formy CD36 (sCD36) [praca 4]

— sCD36 u pacjentow z PChN jako marker ryzyka sercowo-

naczyniowego [praca 4]

Badanie oceniajace ekspresje receptora zmiatajacego CD36 na monocytach krwi
[praca 3] przeprowadzono na grupie 24 pacjentow hemodializowanych, 11 chorych leczonych
dializa otrzewnowa, 13 pacjentow z PChN w stadium przeddializacyjnym oraz 15 zdrowych
ochotnikéw dobranych pod katem wieku i plci. Zgod¢ na badanie nr 3 wydata Niezalezna
Komisja Bioetyczna do Spraw Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku
(obecnie Gdanskim Uniwersytecie Medycznym). Jako ze znany jest wptyw cukrzycy na
ekspresje CD36, pacjentéw z cukrzyca wykluczono z badania. Przyczyng PChN w badanych
grupach byly przede wszystkim pierwotne glomerulopatie 1 nadcis$nienie tetnicze. I1o$¢ biatka
CD36 oceniano immunofluorescencyjnie z pomoca cytometrii przeptywowej. Dodatkowo w
surowicach pacjentow i u zdrowych ochotnikow badano nasilenie stresu oksydacyjnego
poprzez ocen¢ stezenia wskaznikow peroksydacji lipidéw, malonylodialdehydu i 4-
hydroksyalkenalu.

Badanie majace na celu opracowanie metody oceny rozpuszczalnej formy receptora
CD36 (sCD36) w surowicy przeprowadzono na grupie 228 pacjentdw rozpoczynajacych
leczenie nerkozastepcze (szwedzka kohorta MIA). Grupe kontrolng stanowito 73 ochotnikow
dobranych pod wzgledem pici i wieku. Zgode na badanie nr 4, jak réwniez na badania nr 5 i
6, wydata Komisja Bioetyczna przy Instytucie Karolinska w Sztokholmie (Szwecja). Biatko
sCD36 oceniano przy uzyciu immunoenzymatycznego testu podwdjnego wiazania (sandwich
ELISA). Metode udoskonalano poprzez liczne powtdrzenia z rdéznymi stezeniami
poszczegolnych przeciwciat. Pacjenci pozostawali w obserwacji przez 36 miesigcy. W tym
czasie odnotowano 24 zgony z przyczyn sercowo-naczyniowych. Analiz¢ przezycia
przeprowadzono z uzyciem metody Kaplana-Meiera oraz metody proporcjonalnego hazardu

Coxa.
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3.3. Ocena wptywu zmiennosci genetycznej na profil

lipidowy pacjentéw z PChN
— Wptyw wybranych polimorfizméw pojedynczego nukleotydu na

zaburzenia lipidowe w PChN [praca 5]

Badaniem objg¢to grupe 293 pacjentdéw rozpoczynajacych leczenie nerkozastgpcze
(szwedzka kohorta MIA). Najczestszymi przyczynami PChN w badanej grupie byty cukrzyca
1 pierwotne glomerulopatie. Ocenie poddano 10 polimorfizmow pojedynczego nukleotydu
(SNP — single nucleotide polymorphism) o znanym wptywie na profil lipidowy w populacji
ogoblnej. Polimorfizmy badano po amplifikacji DNA tancuchowg reakcja polimerazy (PCR —
polymerase chain reaction) przy uzyciu sekwencjonowania DNA metoda Pyrosequencing. W
badaniu okreslono czestos¢ wystgpowania badanych polimorfizméw, w pordwnaniu z
populacja ogolna, a takze ich wptyw na profil lipidowy i1 na przezywalno$¢ dializowanych

pacjentow.

3.4. Ocena wptywu zaburzen lipidowych na Smiertelnos¢

pacjentéow z PChN

— Zagadnienie ,,paradoksu czynnikow ryzyka” w populacji PChN
[praca 6i 7]

— Weryfikacja hipotezy ,,ré6znicy czasowej konkurujgcych czynnikéw
ryzyka” [praca 6 i 7]

— Zastosowanie ,,randomizacji mendlowskiej” dla wyjasnienia
zwigzkow pomiedzy stezeniem cholesterolu a Smiertelnoscia wsrod

pacjentow z PChN [praca 7]

Badania sktadajace si¢ na prace 6 objety grupe 391 pacjentow rozpoczynajacych leczenie
nerkozastepcze (kohorta MIA). Oceniano zalezno$¢ pomiedzy zaburzeniami lipidowymi,
reprezentowanymi przez wspolczynnik apoB/apoA-I, a przezywalnoscia pacjentow
dializowanych. Analize przezycia przeprowadzono z uzyciem metody Kaplana-Meiera oraz
metody proporcjonalnego hazardu Coxa. W celu oszacowania wptywu okresu obserwacji na

badane zalezno$ci postuzono si¢ metoda stratyfikacji czasowej w analizie Coxa (time
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stratified Cox analysis) [12]. Wedlug tej metody $miertelnos¢ w pierwszym roku
dializoterapii dla catej badanej populacji porownywano ze smiertelnosciag w kolejnych trzech
latach leczenia nerkozastepczego dla pacjentdw ktdrzy przezyli pierwszy rok dializoterapii.
Badanie opisane w pracy 7 przeprowadzone zostalo na grupie 1191 pacjentdw
rozpoczynajacych dializoterapi¢ (holenderska kohorta NECOSAD). Zgod¢ na badanie nr 7
wydaly lokalne komisje bioetyczne osrodkdw biorgcych udziat w badaniu. Oceniano
zalezno$¢ pomiedzy  stezeniem catkowitego cholesterolu osocza, a ryzykiem zgonu
pacjentow w obserwacji pigcioletniej. Roéwniez w tym badaniu zastosowano metode
stratyfikacji czasowej analizy Coxa oceniajagc badane zwigzki w kolejnych latach
dializoterapii. Aby wyeliminowa¢ ewentualny wptyw czynnikdéw zaktocajacych (confounding
factors) na badane zalezno$ci postuzono si¢ epidemiologiczng metoda ,,randomizacji
mendlowskiej” [55]. Wg tej metody zbadano wystgpowanie polimorfizmu genetycznego apoE
w badanej populacji, a nastepnie oceniono wzajemne zaleznosci pomiedzy polimorfizmem,

poziomem cholesterolu a przezywalnoscia pacjentéw z PChN.
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4. Omowienie wynikow

4.1. Wyjasnienie mechanizméw prowadzacych do
zaburzen biosyntezy cholesterolu w doswiadczalnej
PChN

Badania przeprowadzone w osrodku gdanskim wykazaty, ze gléwna przyczyna
hipercholesterolemii towarzyszacej doswiadczalnej PChN jest nasilona biosynteza
cholesterolu [6, 7]. Czynnikiem determinujacym szybkos$¢ tego procesu jest aktywnos¢
reduktazy HMG-CoA. W kolejnym cyklu badan udokumentowano znaczny wzrost ekspresji
genu reduktazy HMG-CoA, jak réwniez zwickszenie poziomu i aktywnos$ci tego enzymu w
doswiadczalnej PChN [7]. Wiadomym jest, ze zarowno ekspresja genu, ilo$¢ 1 aktywnos¢
reduktazy HMG-CoA determinowane sg aktywnoscia jadrowego czynnika transkrypcyjnego,
nazwanego SREBP-2 [8]. Czynnik ten jest biatkiem btonowym zwigzanym z retikulum
endoplazmatycznym [22]. W sytuacji niskiego stg¢zenia cholesterolu wewnatrz komorki,
SREBP-2 zostaje przemieszczony do aparatu Golgiego, gdzie ulega aktywacji. Aktywowany
czynnik przenika do jadra komorkowego, taczy si¢ z odpowiednimi sekwencjami w obrgbie
promotoréw gendw kodujacych enzymy bioragce udziat w procesie cholesterolegenezy i
aktywuje ich transkrypcj¢. Z tego powodu SREBP-2 uznawany jest za kluczowy czynnik w
regulacji homeostazy cholesterolowej ustroju. Kolejnym etapem badan nad przyczynami
wysokiego stgzenia cholesterolu w do$wiadczalnej PChN bylo wigc oznaczenie ekspres;ji
genetycznej 1 ilosci tego czynnika [praca 1]. Badania przeprowadzono na szczurzym modelu
PChN (model nefrektomii 5/6). Wykazano, ze doswiadczalna PChN zwigzana jest ze
znacznym wzrostem mRNA i biatka SREBP-2 w watrobach zwierzat z PChN. Stwierdzono
znamiennie wickszg ilo$¢ zaréwno formy prekursorowej SREBP-2, jak i aktywowane;.
Wzrostowi temu towarzyszyla nasilona aktywnos$¢ reduktazy HMG-CoA i znaczna
intensyfikacja catego procesu cholesterologenezy. W hepatocytach chorych zwierzat
stwierdzono réwniez podwyzszone stezenie cholesterolu. Uzyskane wyniki byly o tyle
zaskakujace, ze wysokie stgzenie wewnatrzkomorkowego cholesterolu jest, w warunkach
fizjologii, czynnikiem blokujacym cholesterologeneze na zasadzie zwrotnego sprzezenia. Na
tej zasadzie oparte jest hamowanie endogennej syntezy cholesterolu poprzez cholesterol

zawarty w pozywieniu. Tymczasem, w hepatocytach szczurow z doswiadczalng PChN,
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biosynteza  cholesterolu byla bardzo aktywna, pomimo wysokiego stezenia
wewnatrzkomorkowego. Obserwacje te zadecydowaly o ksztatcie kolejnych eksperymentdw,
w ktérych badano wptyw diety bogatocholesterolowej na proces cholesterologenezy w
doswiadczalnej PChN [praca 2]. Wykazano, ze mechanizm hamowania biosyntezy
cholesterolu przez cholesterol egzogenny jest zachowany w doswiadczalnej PChN. Dieta
wzbogacona w cholesterol miata bowiem znaczny wplyw na zahamowanie aktywnosci
czynnika transkrypcyjnego SREBP-2, reduktazy HMG-CoA, jak 1 calego procesu
cholesterologenezy, mierzonej zarowno in vitro, jak i in vivo.

W przeprowadzonym cyklu badan zaobserwowano réwniez zmniejszong ilos¢ biatka
receptora LDL. Receptor ten odpowiedzialny jest za usuwanie z krazenia lipoprotein o duzej
zawartosci cholesterolu. Zmniejszenie jego ilo$ci wigza¢ si¢ zatem powinno ze spadkiem
klirensu osoczowego cholesterolu.

W podsumowaniu, wyniki badan przedstawionych powyzej charakteryzuja mechanizmy
prowadzace do hipercholesterolemii w doswiadczalnej PChN. Glownym mechanizmem
wydaje si¢ by¢ wzmozona synteza cholesterolu, determinowana bezposrednio nasileniem
aktywnosci reduktazy HMG-CoA, a posrednio aktywnos$cig jadrowego czynnika
transkrypcyjnego SREBP-2. Pewne znaczenie ma takze uposledzone usuwanie cholesterolu z
krazenia, za czym przemawia zmniejszenie ilosci receptora LDL w watrobach szczurow z

PChN, w poréwnaniu ze zwierzgtami zdrowymi.

4.2. Rola receptora zmiatajagcego CD36 w patogenezie
zaburzen lipidowych i w postepie procesu

miazdzycowego pacjentow z PChN

Charakter zaburzen lipidowych w doswiadczalnej PChN jest w znacznej mierze rdzny od
obserwowanego u pacjentow z tym schorzeniem. Przewlekta choroba nerek w modelach
zwierzecych charakteryzuje sie, w gléwnej mierze, ilosciowymi zaburzeniami ste¢zenia
lipidéow, u pacjentdéw natomiast gidéwna role pelnia omowione we Wstepie jakosciowe
zaburzenia w strukturze lipoprotein [5]. Jak wspomniano, mate geste czasteczki LDL ulegaja
peroksydacji, a usuwane sa z krazenia przez receptory zmiatajace monocytow/makrofagdéw
(scavenger receptors). W przeciwienstwie do receptordw LDL, ilo$¢ receptordw zmiatajacych

nie jest regulowana stg¢zeniem wewnetrzkomorkowego cholesterolu. W zwigzku z tym
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monocyty/makrofagi pobieraja lipoproteiny w sposob niekontrolowany, co doprowadza do
przetadowania komorek lipidami i powstania komorek piankowatych. Stanowia one wczesny,
kluczowy etap rozwoju blaszki miazdzycowej. Wiedza na temat receptoréw zmiatajacych w
PChN byta dotychczas skapa. Tak wiec celem kolejnej pracy byto oznaczenie ekspresji
genetycznej 1 iloSci podstawowego receptora zmiatajacego (CD36) na powierzchni
monocytow/makrofagéw pacjentdéw z PChN [praca 3]. Receptor CD36 jest glikozylowanym
biatkiem o masie czasteczkowej okoto 88 kDa, sktadajacym sie z 471 aminokwasow [49].
Biatko zidentyfikowano ponad 30 lat temu, jednak dopiero w latach 90-tych stwierdzono jego
wlasciwosci receptora zmiatajacego [14]. Od tego czasu, na podstawie licznych badan
doswiadczalnych i klinicznych, wielokrotnie potwierdzono podstawowe znaczenie tego
receptora w usuwaniu zmienionych oksydacyjnie czasteczek LDL i w procesie progresji
miazdzycy [15, 39, 41]. Badanie przeprowadzono wsrod pacjentow ze schylkowa
niewydolnoscig nerek, leczonych hemodializa lub dializa otrzewnowa, a takze wsrod
pacjentow we wczesniejszych stadiach PChN. Grupe kontrolng stanowili dobrani pod
wzgledem pici 1 wieku zdrowi ochotnicy. Wykazano znaczaco wigkszy poziom mRNA i ilos¢
biatka receptora CD36 w grupie pacjentow leczonych nerkozastepczo, w pordwnaniu z
osobami bez PChN. Ekspresja CD36 byta rowniez podwyzszona wsrod chorych znajdujacych
si¢ we wezesniejszych stadiach PChN, cho¢ w stopniu mniejszym, niz u pacjentéw leczonych
dializami. Nie jest jasne, czy wyzszy poziom CD36 wsrdd chorych leczonych nerkozastgpczo
wynika ze znacznego zaawansowania niewydolnosci nerek, czy z wplywu same;j
dializoterapii. We wczesniejszych badaniach stwierdzono zwigkszong ekspresj¢ innego
receptora zmiatajacego (SR-A) u chorych hemodializowanych przy uzyciu bton
kuprowanowych, w pordwnaniu z pacjentami dializowanymi przy pomocy blon
polimetakrylowych [29]. Natomiast zwigkszenie ekspresji CD36 u pacjentow leczonych
dializa otrzewnowa moze by¢ nastepstwem znacznego tadunku glukozy, na jaki narazeni sg ci
chorzy. Wzrost poziomu CD36 stwierdzono zaré6wno u pacjentdéw z cukrzyca, jak i u
zdrowych ludzi po obcigzeniu glukoza [48]. W niniejszej pracy stwierdzono ponadto
znaczacy wzrost wskaznikéw peroksydacji lipidow, zaréwno u chorych dializowanych, jak i u
pacjentow na wczesniejszych etapach PChN. Lacznie z podwyzszonym poziomem CD36
sSwiadczy to najprawdopodobniej o zwigkszonym ryzyku rozwoju miazdzycy w tej grupie
pacjentow. Receptor CD36 jest bowiem postrzegany jako potencjalnie przydatny wskaznik
ryzyka miazdzycy. Szerszemu stosowaniu go w praktyce klinicznej na przeszkodzie staty do
tej pory trudnosci metodologiczne, a mianowicie koniecznos¢ izolowania komdrek krwi, jako

ze CD36 oznaczany jest na ich powierzchni. Niedawno jednak wykazano obecnosc
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osoczowej, rozpuszczalnej formy CD36 (soluble CD36 — sCD36) [20]. Mozliwosc
ilosciowego oznaczania tej czasteczki moglaby by¢ przydatna w ocenie ryzyka rozwoju
procesu miazdzycowego. Z tego powodu cykl kolejnych badan poswigcony byt opracowaniu
metody oceny sCD36 [praca 4]. Wypracowano immunoenzymatyczny test podwojnego
wigzania (sandwich-ELISA), ktérego przydatnos¢ w ilosciowym oznaczaniu sCD36
zweryfikowano licznymi préobami optymalizujacymi. Przy uzyciu testu oznaczono st¢zenie
sCD36 w grupie 228 pacjentow rozpoczynajacych leczenia nerkozastgpcze, a takze w grupie
73 zdrowych ochotnikdéw. Wykazano podwyzszone st¢zenie sCD36 wsrdd pacjentéw z PChN,
w porOwnaniu z populacja ogdlng. W grupie kontrolnej stwierdzono istnienie zaleznosci
pomiedzy stezeniem sCD36 a stopniem przesaczania kigbuszkowego. Zaobserwowano
réwniez zalezno$ci pomiedzy sCD36, a obecnoscia cukrzycy, stosowaniem leczenia hipolipe-
mizujacego, a takze Smiertelnoscig sercowo-naczyniowa w obserwacji 3-letniej. Gtownym
osiagnieciem tego cyklu badan bylo pierwsze w $wiecie ilosciowe oznaczenie sCD36 oraz

wykazanie jego potencjalnej przydatnosci jako wskaznika ryzyka sercowo-naczyniowego.

4.3. Wptyw zmiennosci genetycznej na profil lipidowy

pacjentow z PChN

Zaburzenia lipidowe w populacji ogdlnej sa w znaczne] mierze zdeterminowane
genetycznie. Natomiast wsrod pacjentow z PChN wplyw zmiennosci genetycznej na profil
lipidowy nie byt do tej pory systematycznie badany. Celem kolejnego cyklu badan byto
czgsciowe wypetnienie tej luki. W populacji 293 pacjentéw rozpoczynajacych leczenie nerko-
zastepcze zbadano 10 polimorfizméw pojedynczego nukleotydu (SNP — single nucleotide
polimorphism), o ktérych wiadomo, ze maja wptyw na stgzenie lipiddw w populacji ogdlne;.
Potwierdzono podobna czgsto$¢ wystepowania badanych polimorfizmow w badanej
populacji, w poréwnaniu z populacja ogdlng. Wsrdd nich, dla dwéch (LPL 1595 C/G, HL —
480 C/T) potwierdzono ich znaczacy wplyw na stezenie triglicerydéw i lipoprotein HDL
[praca 5].

LPL 1595 C/G jest polimorfizmem pojedynczego nukleotydu znajdujacym si¢ w obrebie
genu kodujacego lipaze lipoproteinowa. Enzym ten odpowiedzialny jest za hydrolize
triglicerydow obecnych w lipoproteinach osocza. Polimorfizm LPL 1595 C/G wystgpuje u ok.

20% populacji ogolnej. Powoduje on powstanie biatka, w ktorym brak jest seryny i glicyny na
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karboksylowym koncu enzymu. Tak zmieniona lipaza lipoproteinowa charakteryzuje si¢
zwigkszonag aktywnos$cia enzymatyczng, co prowadzi do nizszego poziomu triglicerydow i
wyzszego stezenia cholesterolu HDL, w poréwnaniu z populacja ogdlng.

Polimorfizm HL —480 C/T dotyczy genu kodujacego lipaze watrobowa. Enzym ten nasila
usuwanie lipoprotein z krazenia, a takze, podobnie jak lipaza lipoproteinowa, katalizuje
rozklad triglicerydow. Réwniez ten polimorfizm, wystgpujacy u ponad 40% populacji
ogolnej, wigze si¢ z podwyzszeniem poziomu cholesterolu HDL.

Warto nadmieni¢, ze PChN prowadzi do znaczacego obnizenia aktywnosci obu
enzymow.

W badaniach przeprowadzonych wsrdd pacjentéw ze schytkowa niewydolnoscig nerek
wykazano podobna, jak w populacji ogdlnej, czgstotliwos¢ wystepowania badanych
polimorfizmow, jak rowniez podobny ich wptyw na profil lipidowy. Stwierdzono mianowicie
znaczaco nizszy poziom triglicerydow w surowicach pacjentow z polimorfizmem LPL 1595
C/G, jak rowniez wyzsze stezenie cholesterolu HDL u nosicieli polimorfizmu HL 480 C/T. U
163 pacjentow profil lipidowy zostat oznaczony ponownie po 12 miesigcach dializoterapii.
Jednakze w tej grupie nie stwierdzono zadnych zalezno$ci pomigdzy st¢zeniem triglicerydow,
cholesterolu HDL a badanymi polimorfizmami. Swiadczy to najprawdopodobniej o
znaczacym wpltywie mocznicy i/lub dializoterapii na profil lipidowy chorych z PChN,
przewyzszajacym skromny wptyw pojedynczych polimorfizméw genetycznych.

Pacjentow obserwowano przez 5 lat leczenia nerkozastepczego, nie stwierdzono jednak
zadnych zaleznosci pomigdzy wystepowaniem badanych polimorfizmdéw a $miertelnoscia

0go6lna, badz sercowo-naczyniowa.

4.4. Wptyw zaburzen lipidowych na Smiertelnos¢

pacjentow z PChN

Jak wspomniano powyzej, zalezno$¢ pomiedzy stezeniem cholesterolu a Smiertelnoscia,
takze ta sercowo-naczyniowg, jest znacznie mniej wyrazna u pacjentdw z PChN, w
porownaniu z populacja ogolna. Wryniki licznych badan przeprowadzonych w tej grupie
chorych, zwtaszcza wsrdd pacjentdéw hemodializowanych, wskazuja, ze cholesterol nie ma
widocznego wplywu na ryzyko sercowo-naczyniowe, badz ze wpltyw ten jest odwrotny od

obserwowanego w populacji ogolnej. Tak wigc, wsrdd pacjentéw ze schytkowa PChN, to
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niski poziom cholesterolu jest czynnikiem zwigzanym ze ztym rokowaniem, natomiast
hipercholesterolemia wydaje si¢ mie¢ korzystny wplyw na przezycie. Istnieje wiele hipotez
majacych na celu wyjasnienie tego ,paradoksu czynnikow ryzyka” [4]. Najbardziej
powszechna glosi, ze zwiazek niskiego stezenia cholesterolu ze $miertelnoscig jest wynikiem
wpltywu niedozywienia i/lub przewleklego procesu zapalnego. Powiktania te,
charakterystyczne dla PChN, stanowig ewidentne czynniki ryzyka zgonu, a jednocze$nie
prowadza do zmniejszenia stezenia cholesterolu osocza. Wedlug innej hipotezy, nazwanej
,10znica czasowa konkurujacych czynnikow ryzyka” (time discrepancy of competing risks)
hipercholesterolemia objawia swdj niekorzystny wpltyw na rozwdj miazdzycy 1 na
wystapienie powiklan sercowo-naczyniowych na przestrzeni lat-dekad [24]. Jest wigc
dlugofalowym czynnikiem ryzyka. Hipocholesterolemia natomiast jest objawem
niedozywienia i/lub przewlektego procesu zapalnego, ktére prowadza do zgonu w ciagu
miesiecy 1 ktére w zwigzku z tym nazwane zostaty krotkofalowymi czynnikami ryzyka.
Pacjenci z PChN charakteryzuja si¢ przewidywana dtugos$cia zycia porownywalng z chorymi
na raka okreznicy, czy raka jajnika. Umieraja, zanim hipercholesterolemia doprowadzi do
powiktan zwigzanych z procesem miazdzycowym. Mozna powiedzie¢, ze krdtkofalowe
czynniki ryzyka konkurujg z dtugofalowymi i w PChN te konkurencje wygrywaja.

Nalezy takze wspomnie¢ o teoriach bezposredniego (przyczynowo-skutkowego) wptywu
podwyzszonego poziomu lipidow na redukcje ryzyka zgonu [43]. Teorie te opieraja si¢ na
doniesieniach o znaczeniu lipoprotein w wigzaniu endotoksyn bakteryjnych. Nazwane
hipoteza ,,toksynowo-lipoproteinowa” (endotoxin-lipoprotein), wydaja si¢ szczegdlnie
prawdopodobne w przypadku pacjentow dializowanych, u ktérych obok zaburzen
immunologicznych wynikajacych z mocznicy, ryzyko infekcji zwigzane jest takze z sama
procedurg dializoterapii.

Ostatni cykl badan nad zaburzeniami lipidowymi w PChN mial na celu weryfikacje
hipotezy ,,r6znicy czasowej konkurujacych czynnikéw ryzyka”. Podj¢to réwniez probe
rozstrzygnigcia, czy zwigzek pomiedzy niskim poziomem cholesterolu a ryzykiem zgonu jest
przyczynowo-skutkowy, czy tez jest wynikiem wptywu niedozywienia i/lub przewlektego
procesu zapalnego, oddziatujacych zaréwno na poziom cholesterolu jak i na umieralnos¢
pacjentow [praca 6, 7].

Pierwsze z cyklu badan przeprowadzono na grupie 391 chorych rozpoczynajacych
leczenie nerkozastgpcze w Szwecji (grupa MIA) [praca 6]. Wsrdd licznych parametréw
lipidowych, dla weryfikacji hipotezy ,,roznicy czasowej konkurujacych czynnikéw ryzyka”

wybrano wspdtczynnik apoB/apoA-I. Bylo to podyktowane faktem, ze wspotczynnik ten jest
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najsilniejszym ,,lipidowym” wykladnikiem ryzyka powiktan miazdzycowych 1 zgonu w
populacji ogodlnej, lepszym w tym wzgledzie od poziomu catkowitego cholesterolu,
cholesterolu LDL, czy wspolczynnika LDL/HDL [53]. Badang hipoteze potwierdzono
wykazujac, ze podwyzszony wspdtczynnik apoB/apoA-I w krétkim okresie obserwacji (jeden
rok) zwigzany byt z lepszym przezyciem (HR 0,35 [95% CI: 0,13-0,85]), jednak dtugofalowo
(kolejne trzy lata dializoterapii) okazatl si¢ znamiennym czynnikiem ryzyka zgonu (HR 1,72
[95% CI: 1,01-2,96]), tak jak w populacji ogolnej. Zjawisko to nastgpnie potwierdzono w
przypadku catkowitego cholesterolu w grupie 1191 pacjentéw poddawanych dializoterapii
(grupa NECOSAD) [praca 7]. W kohorcie tej podjeto si¢ rowniez rozstrzygniecia drugiego z
omawianych zagadnien, a mianowicie kwestii istnienia zwigzku przyczynowo-skutkowego
pomiedzy niskim poziomem cholesterolu, a ryzykiem zgonu u pacjentéw z PChN.
Wykorzystano w tym celu epidemiologiczne narzedzie, zwane ,,randomizacja mendlowska”
[55]. Opiera si¢ ono na losowym rozdziale alleli w trakcie formowania gamet. W ten sposob
rozdzielane losowo sa polimorfizmy genetyczne, takze te majace wplyw na poziom
cholesterolu. Jednym z nich jest polimorfizm genu apoE. Gen ten wystepuje w trzech formach
(allelach): €2, €3, €4 [13]. Takie zréznicowanie skutkuje powstaniem trzech izoform biatka
apolipoproteiny: E2, E3, E4. W licznych badaniach epidemiologicznych w populacji ogdlnej
stwierdzono znaczaca zaleznos¢ pomigdzy poszczegdlnym polimorfizmem a stezeniem
calkowitego cholesterolu i cholesterolu frakcji LDL. W ujgciu Srednim, polimorfizm €2 wigze
si¢ z obnizeniem st¢zenia calkowitego cholesterolu o 14 mg/dl, a polimorfizm &4 z
podwyzszeniem tego stezenia o 8 mg/dl, w poréwnaniu z najczestsza formg €3. Ma to
rowniez przetlozenie na ryzyko rozwoju miazdzycy i powiklan sercowo-naczyniowych.
Wigkszos¢ badan epidemiologicznych wykazata zwiekszone ryzyko u osob z wariantem &4
genu [13]. Podobne zaleznosci pomigdzy poszczegdlnymi allelami genu apoE a profilem
lipidowym stwierdzono réwniez wsrdd pacjentow z PChN [35].

Réznica w stezeniu cholesterolu jest w przypadku polimorfizmu apoE wrodzona, nie ma
mowy o wplywie czynnikow zaktocajacych badang zalezno$¢, jak niedozywienie czy stan
zapalny. Postugujac si¢ metodg ,,randomizacji mendlowskiej”, jesli niski poziom cholesterolu
rzeczywiscie jest przyczyng zwigkszonej umieralnosci pacjentéw z PChN, to podobny
zwigzek powinnismy zaobserwowaé dla pacjentow z genetycznie uwarunkowanym niskim
poziomem cholesterolu (¢2) [4]. Badanie przeprowadzono na grupie 551 chorych dializowa-
nych (NECOSAD). Wykazano spodziewang znamienng zalezno$¢ pomigdzy wariantem

genetycznym a stezeniem cholesterolu osocza. W grupie z nizszym stezeniem cholesterolu
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(¢2) obserwowano nieznacznie mniejsze ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych
1 znaczaco wyzsze ryzyko zgonu z przyczyn innych niz sercowo-naczyniowe, w tym powik-
tan infekcyjnych. Pierwsza z obserwowanych zalezno$ci ma swoje wythumaczenie w nizszym
ryzyku rozwoju miazdzycy wraz z jej powiktaniami w grupie pacjentdw z nizszym poziomem
cholesterolu. Na uwagg zastuguje druga zaleznos¢, wskazujaca na mozliwos¢ bezposredniego
wptywu niskiego stezenia cholesterolu na ryzyko zgonu, w zgodzie z przedstawiong powyzej

teorig ,,toksynowo-lipoproteinowa”.
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5. Whioski

Przeprowadzony cykl badan obejmowal prace doswiadczalne na zwierzgcych modelach

PChN, badania in vitro, a takze prace epidemiologiczne, takze takie z wykorzystaniem badan

genetycznych. To wieloaspektowe ujecie zagadnienia z wykorzystaniem roznorodnych

technik badawczych pozwolilo na przyblizenie skomplikowanego i wcigz stabo poznanego

problemu, jakim sg zaburzenia lipidowe w PChN.

Wyniki przedstawionych badan pozwolity na postawienie nastepujacych wnioskow:

1.

Czynnikiem odpowiedzialnym za wzrost syntezy cholesterolu i, w konsekwencji,
hipercholesterolemi¢ w doswiadczalnej PChN jest zwiekszenie ekspresji genetycznej
jadrowego czynnika transkrypcyjnego SREBP-2. Pewne, cho¢ najprawdopodobniej
drugorzedne znaczenie ma uposledzony klirens cholesterolu.

Proces cholesterologenezy w doswiadczalnej PChN moze zosta¢ wyhamowany
podaza egzogennego cholesterolu, podlega zatem fizjologicznej regulacji w
mechanizmie sprz¢zenia zwrotnego.

Ekspresja genetyczna i ilo$¢ receptora zmiatajacego CD36 jest podwyzszona na
monocytach krwi pacjentéw z PChN.

Ilo§¢ osoczowej formy CD36 (sCD36), oznaczona przy uzyciu wypracowanego
nowatorskiego immunoenzymatycznego testu podwdjnego wigzania (ELISA), jest
rowniez podwyzszona u pacjentow z PChN 1 jest zwigzana z podwyzszonym ryzykiem
sercowo-naczyniowym.

Polimorfizmy genetyczne odpowiedzialne za profil lipidowy w populacji ogdlnej
wystepuja z podobna czgstoscia w grupie chorych z PChN. Ich wptyw na poziom
lipidéw, zaznaczony w stadium przeddializacyjnym, catkowicie zanika u pacjentow
leczonych nerkozastepczo.

Obserwowana zaleznos¢ pomigdzy niskim poziomem cholesterolu (lipidow) a
zwigkszong  $miertelnoscia  pacjentéw  dializowanych  jest  zaleznoscig
krétkoterminowa, w zgodzie z hipoteza ,,r6znicy czasowej konkurujacych czynnikow
ryzyka”. Jest ona w gléwnej mierze wynikiem wplywu niedozywienia i/lub
przewlektego procesu zapalnego wywieranego zardéwno na poziom lipidéw, jak i na

umieralno$¢ dializowanych pacjentow.
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