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ROZDZIAt 1. WSTEP
1.1. Transplantacja nerki (TN) i rozwoj przewlektej dysfunkcji przeszczepionej (PDNP)
1.1.1. Epidemiologia przewlektej choroby nerek (PChN)

Dynamiczny rozwdj chordb cywilizacyjnych takich jak cukrzyca, nadcisnienie tetnicze
(NT) i otytos¢ oraz starzenie sie spoteczenstw, jest powodem znaczgcego wzrostu liczby
chorych z Przewlektg Chorobg Nerek (PChN) w wiekszosci regionéw na swiecie, w tym takze
w Polsce®?3* W samych Stanach Zjednoczonych rozpoznaje sie 100 tys. nowych przypadkéw
PChN w ciggu roku®. Liczebno$é¢ tej populacji wedtug przyblizonych szacunkéw moze
wzrosngé niemal dwukrotnie w ciggu nastepnych dziesieciu lat¥®’. Wyniki badan
epidemiologicznych prowadzonych w réznych rejonach swiata (NHANES III-USA, AusDiab-
Australia, PREVEND-Holandia, POLNEF Polska) wykazaty, ze tacznie na Swiecie PChN
wystepuje u ponad 600 min ludzi, natomiast w Polsce problem ten moze dotyczy¢ ponad 4
milionédw 0séb®°. Tak dynamiczny rozwdj PChN powoduje, ze coraz wieksza liczba chorych
wymaga leczenia nerkozastepczego, a tym samym w ciggu ostatniej dekady ubiegtego
stulecia, swiatowa populacja chorych dializowanych powiekszata sie srednio o okoto 7% na
rok. W roku 2001 leczonych dializami byto na $wiecie okoto 1,1 min chorych, natomiast w
2011 roku 2,16 min, a w 2015 roku liczba pacjentéw korzystajgcych z dializ wzrosta do 2,8
mIn%11 W 2003 roku w Polsce witgczono do dializ 3973 chorych, z kolei w roku 2016 leczenie
nerkozastepcze rozpoczeto u 5716 chorych®?. Nie nalezy przy tym zapominaé o tym, ze PChN
stanowi istotny czynnik ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych oraz smiertelnosci z
tym zwigzanej'3. Szczegdlnie na tego typu powiktania narazeni sg chorzy w starszym wieku i
chorzy z cukrzycy, ktérzy stanowig coraz liczniejszg grupe posréd dializowanych.
Obecna sytuacja epidemiologiczna PChN wymaga wdrozenia wielokierunkowych dziatan,
ktore majg na celu z jednej strony spowolnienie postepu uszkodzenia nerek (dziatania
nefroprotekcyjne), a z drugiej strony optymalne wykorzystanie dostepnych mozliwosci

leczenia nerkozastepczego w celu wydtuzenia zycia pacjentéw i poprawy jego jakosci.

1.1.2. Przeszczepienie nerki optymalng metodg leczenia nerkozastepczego
Przeszczepienie nerki (TN) jest powszechnie uznana za najlepszg metode leczenia
nerkozastepczego chorych ze schytkowa niewydolnoscig nerek (ang. end-stage renal disease;
ESRD). Zaréwno badania obserwacyjne, jak tez dane rejestrowe wskazujg na poprawe

przezycia chorych po przeszczepieniu nerki w poréwnaniu do podobnej kohorty chorych
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dializowanych, ale pozostajgcych na liscie oczekujgcych. Wyniki takie obserwowano w
réznych grupach pacjentéw, niezaleznie od wieku i czynnikdw obcigzajacych®415,
Wprowadzenie nowych metod leczenia immunosupresyjnego spowodowato, ze na
przestrzeni ostatnich kilkudziesieciu lat uzyskano istotne zmniejszenie czestosci incydentéw
ostrego odrzucania oraz znaczng poprawe wynikéw krétkoterminowego przezycia graftu,
natomiast przezycie dtugoterminowe przeszczepionych nerek nie poprawito sie tak wyraznie.
Obecnie ponad 95% przeszczepionych nerek funkcjonuje przez okres roku, 75% przez 5 lat, a
u okoto 60% biorcéw funkcja nerki jest utrzymana przez okres 10 lat'®'’. Najlepsze wyniki
uzyskujg chorzy przeszczepiani przed rozpoczeciem dializoterapii (przeszczepienie
wyprzedzajgce, ang. pre-emptive), a szczegdlnie, jezeli otrzymujg nerke od dawcow
zywych!#18, Udane przeszczepienie nerki poza poprawg przezywalnosci biorcéw oferuje
takze wiele innych korzysci. Istnieje rowniez argument ekonomiczny takiego postepowania,
poniewaz leczenie chorego z przeszczepiong nerky, za wyjatkiem pierwszego roku po
przeszczepieniu, jest tez znaczgco tansze dla systemu opieki zdrowotnej, anizeli terapia
chorego pozostajgcego na dializie. Ograniczeniem tej metody leczenia jest wcigz utrzymujaca
sie dysproporcja pomiedzy liczbg dostepnych narzgdéw do przeszczepienia, a rosngcym na
nie zapotrzebowaniem. Jednym z powoddéw takiego stanu jest wcigz niezadowalajacy czas
przezycia przeszczepionych nerek. W rezultacie chorzy, u ktérych dochodzi do uposledzenia
funkcji przeszczepionej nerki wracajg na liste oczekujgcych i przyczynia sie to do wydtuzenia
czasu oczekiwania na przeszczepienie pozostajgcych tam chorych. Dane z USA wskazujg, ze
liczba oczekujacych na przeszczepienie nerki wynosita na koniec 2013 roku ponad 88 tys.
chorych i byto to ponad 30 tys. wiecej anizeli w roku 2009>°. Takze dane rejestrow
europejskich, w tym Poltransplantu, pokazujg rosngcg dysproporcje pomiedzy liczbg oséb

oczekujgcych, a liczbg wykonywanych przeszczepieri nerki®.

Niestety, w chwili niedoboru narzadéw do transplantacji przeszczepienie
optymalnego dawcy dla dobrego biorcy (mtody biorca pre-empitive od mtodego dawcy) jest
sytuacjg dos$¢ rzadka, wobec czego nalezy rozwazy¢ wszystkie elementy moggce poprawic
wyniki przeczepienia oraz wydfuzyé okres funkcjonowania nerki w pozostatych grupach
chorych (np. starszy biorca i/lub dawca). Utrzymanie dtugo funkcjonujgcego graftu moze
poprawic sytuacje chorych oczekujgcych na przeszczepienie, poniewaz chorzy tracgcy nerke

nie bede ,zasila¢” listy oczekujgcych na przeszczepienie i stopniowo jej wydtuzaé. Trzeba



jednoczesnie zwrécié¢ uwage, ze do gtdwnych przyczyn utraty nerek przeszczepionych (obok
zgonu z funkcjonujgcym graftem) nalezy proces postepujgcego uszkodzenia przeszczepu
(CRAD — ang. chronic renal allograft dysfunction), prowadzacy w wiekszosci przypadkéw do
stopniowego pogarszania czynnosci przeszczepionej nerki i powrotu chorych do leczenia

dializami lub koniecznosci retransplantacji.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze przeszczepienie nerki jest najlepszg metoda
leczenia nerkozastepczego i istnieje wiele dowoddéw na to, ze prawidtowo funkcjonujacy
graft powoduje cofanie, zahamowanie lub przynajmniej spowolnienie niekorzystnych
nastepstw PChNZ°. Chociaz rokowania dotyczace dtugosci zycia i jego jakosci pacjentéw po

przeszczepieniu nie sg takie jak w populacji ogdlnej, to jednak moga by¢ do nich zblizone.
Tabela 1

Immunologiczne i nieimmunologiczne czynniki ryzyka rozwoju i progresji sSrodmigzszowego

widknienia/zaniku cewek (IF/TA)

Czynniki immunologiczne

» Status immunologiczny biorcy, zwtaszcza jego wysoka immunizacja przed, jak i po
TN

» Liczba epizodéw oraz typ ostrego odrzucania przeszczepu (AR, ang. acute
rejection), w tym o przebiegu subklinicznym rozpoznane na podstawie biopsji
protokolarnych

» Stopien zgodnosci antygendow w uktadzie HLA

» Nieadekwatna sita (suboptymalna) stosowanej immunosupresji po KTx

» Przewlekta aktywna odpowiedZ humoralna (ang. chronic-antibody mediated

rejection; CAMR) i/lub komdrkowa wobec alloantygendéw dawcy

Czynniki nie - immunologiczne

Nadcisnienie tetnicze (NT) u biorcy i/lub dawcy narzadu
Biatkomocz/albuminuria
Palenie tytoniu

Hiperfiltracja w obrebie ktebuszkédw nerkowych

YV V V V V

Zaburzenia lipidowe
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Starszy wiek dawcy i biorcy narzadu, zaréwno zywego, jak i zmartego

Typ dawcy: zywy vs zmarty

Przyczyna zgonu dawcy, szczegdlnie choroby sercowo - naczyniowe (CVD) czy
naczyniowo - mézgowe (CVD)

Przeszczepienie pochodzgce od dawcy o tzw. rozszerzonych kryteriach
kwalifikacyjnych (ang. expanded/extended criteria donors; ECD)
Wspodtchorobowos¢ biorcy

Czynniki genetyczne dawcy i/lub biorcy narzadu

Rasa, pochodzenie etniczne dawcy i biorcy (wyniki przeszczepiania nerek lepsze u
Europejczykow vs Afroamerykanie)

Roznica ptci i masy ciata dawcy oraz biorcy

,Jakos¢” narzadu dawcy w chwili transplantacji, sposdb jego przechowywania oraz
doswiadczenie osrodka

Uszkodzenie niedokrwienno—reperfuzyjne nerki przeszczepionej

Przedtuzony czas trwania cieptego i/lub zimnego niedokrwienia nerki

Infekcje (zwtaszcza: Polyomavirus hominis 1 i 2, cytomegalowirus (CMV),
koronawirus (BCV) czy gram-ujemna bakteriemia po TN)

Choroba podstawowa nerek natywnych — przyczyna PChN

Typ histopatologiczny uszkodzenia przeszczepionej nerki (m.in. zmiany typu IF/TA,
nawrét pierwotnej lub wtdrnej glomerulopatii czy choroby uktadowej Iub
metabolicznej w nerce przeszczepionej, choroba de novo w przeszczepionym
narzadzie), szczegdlnie wspotwystepowanie kilku ztozonych patologii w grafcie
Non-adherence (nieprzestrzeganie zalecen terapeutycznych oraz brak aktywnej
wspotpracy pacjenta z lekarzami)

Wystgpienie opdznionej czynnosci przeszczepionej nerki po zabiegu transplantacji
(ang. delayed graft function; DGF)

Czas przeszczepienia, szczegdlnie dtuzszy czas trwania dializoterapii przed

przeszczepieniem (> 6 miesiecy) vs transplantacje wyprzedzajgce
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Srodmiazszowe widknienie/zanik cewek (IF/TA)

Przez wiele lat funkcjonowat termin przewlektej nefropatii nerki przeszczepionej (ang.
chronic allograft nephropathy; CAN), ktory w ostatnich latach zostat zastgpiony okresleniem
przewlektej dysfunkcji nerki przeszczepionej (PDNP; ang. chronic renal allograft dysfunction-
CRAD), a obecnie uzywany jest termin IF/TA (ang. interstitial fibrosis/tubular atrophy).
Pojecie przewlektego uszkodzenia nerki przeszczepionej ma szerszy charakter niz okreslenie
przewlektej nefropatii nerki przeszczepionej i przewlektego odrzucania (zaleznego od
przeciwciat i/lub komodrkowego), poniewaz obejmuje catg grupe rdinych przyczyn
postepujgcego uszkodzenia przeszczepionego narzadu, u podtoza ktérego lezg zardowno
czynniki immunologiczne, jak i nieimmunologiczne (tabela 1), PDNP jest to
wieloczynnikowy kliniczno-patologiczny proces chorobowy, w nastepstwie ktérego dochodzi
do zwtdknienia migzszu i zaniku cewek nerkowych (IF/TA), ktdre to w zasadzie sg jego istots.
Klinicznie proces ten charakteryzuje sie stopniowym ubytkiem przesgczania ktebuszkowego,
biatkomoczem i nadcisnieniem tetniczym. Poszczegdlne czynniki uszkadzajgce nerke
przeszczepiong sg czesto powigzane ze sobg patogenetycznie np. w trakcie uszkodzenia nerki
w przebiegu odrzucania zaleznego od przeciwciat dochodzi do rozwoju biatkomoczu, ktéry to
jest przyczyng wystepowania zaburzen lipidowych i tym samym czynniki te potegujg swoje
niekorzystne oddziatywanie?®212223, PDNP jest stwierdzane u 25% biorcéw nerki w
pierwszym roku, a w 10. roku po przeszczepieniu stwierdzana jest nawet u 90%2*. PDNP
stanowi drugg, po zgonie pacjenta, przyczyne utraty nerki przeszczepionej i dotyczy okoto 5%
chorych rocznie, zatem stanowi istotng bariere w poprawie odlegtych wynikow

przeszczepiania.

Przebieg kliniczny IF/TA

Klasyczna triada typowych, ale niespecyficznych, objawéw klinicznych IF/TA
obejmuje?325:2627.28,
e wolno narastajgcy biatkomocz, zazwyczaj o charakterze subnerczycowym (1-2 g/dobe),
ktory najczesciej poprzedza wzrost stezenia kreatyniny w surowicy (Scr)
e pojawienie sie de novo lub pogorszenie kontroli istniejgcego wczesniej nadci$nienia
tetniczego (NT)
e stopniowy, najczesciej powolny, ubytek filtracji ktebuszkowej, co w konsekwencji u

czesci chorych doprowadza do schytkowej niewydolnosci nerki przeszczepionej
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Nalezy podkresli¢, iz przebieg kliniczny PDNP jest nieco odmienny anizeli PChN w nerkach
witasnych?%2%30, Mimo, ze progresja do schytkowej niewydolnosci graftu jest wolniejsza w
poréwnaniu do choroby nerek wtasnych, to jednak objawy kliniczne sg bardziej nasilone przy
mniejszym uposledzeniu filtracji ktebuszkowej i sg czesto nieadekwatne do stopnia
zaawansowania niewydolnosci nerki przeszczepionej, tj. nawet 10-krotnie czesciej wystepuje

niedokrwisto$é, bardziej nasilone sg zaburzenia metaboliczne i niedozywienie3%32,

Obraz histopatologiczny PDNP

Najczesciej w obrazie histopatologicznym  biopsji  protokolarnych i/lub
diagnostycznych pacjentéw z przewlektym uszkodzeniem przeszczepionej nerki stwierdza sie
zmiany o typie $rédmigzszowego widknienia/zaniku cewek (IF/TA)?>33343536  Czesto$é
wystepowania |F/TA, przewlektego odrzucania zaleznego od przeciwciat, czy nawrotu
glomerulopatii w przeszczepionej nerce wzrasta wraz z uptywem czasu od zabiegu
transplantacji3’3%3°. Zaawansowanie obserwowanych zmian jest waznym czynnikiem
determinujgcym dtugosc¢ przezycia graftu. Zmiany typu IF/TA zgodnie z klasyfikacjg banffijskg
obejmujg dwie charakterystyczne odrebne fazy: pierwsza z nich (etap wczesny) to
uszkodzenie cewkowo-$rédmigzszowe, natomiast druga pojawia sie najczesciej po roku od
TN (etap pdZny) i obejmuje postepujgce uszkodzenie mikrokrgzenia nerkowego z przewlekta
waskulopatia (arteriolopatig) oraz towarzyszgca przewlektg glomerulopatig przeszczepu wraz
z dalszg progresjg wtdknienia Srédmigzszowego i zaniku cewkowego, prowadzac w rezultacie
do catkowitej utraty funkcji przeszczepionej nerki?®. Jak wykazat Nankivell B.J. i wsp. ciggu
pierwszych 5-10 lat od zabiegu transplantacji obraz umiarkowanej i ciezkiej postaci
przewlektej nefropatii przeszczepu (CAN - taka terminologia obowigzywata w czasie
publikacji pracy) wystepowaé moze nawet od okoto 66% przypadkdow, natomiast fagodna jej

postaé¢ nawet u 100% chorych?434,

Patomechanizmy przewlektego uszkodzenia nerki przeszczepionej

Patogeneza przewlektej dysfunkcji przeszczepu ma charakter ztozony. Proces ten rozwija sie
najczesciej po roku od zabiegu przeszczepienia i charakteryzuje sie klinicznie powolnym
postepujgcym spadkiem filtracji ktebuszkowej w powigzaniu z nadcisnieniem tetniczym i
biatkomoczem. Zmianom naczyniowym typu endarteritis towarzyszg wyktadniki zapalenia

toczgcego sie w srodmigzszu i w cewkach (tubulitis), a nastepnie wtdknienie sSrodmigzszowe i
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zanik cewek (IF/TA). W $wietle nowych badan, gtéwng przyczyng PDNP nie jest jak dotad
sgdzono nefrotoksycznos$¢ inhibitorow kalcyneuryny, lecz toczacy sie w przeszczepie proces
immunologiczny przewlektego odrzucania humoralnego (ang. antibody-mediated rejection;
AMR) zwigzany z nieadekwatng immunosupresjg. Typowa jest przy tym obecnos¢ rozlanych
linijnych ztogéw C4d w kapilarach okotocewkowych kory i rdzenia nerki, a takze stwierdzenie
we krwi biorcy przeciwciat anty-HLA specyficznych dla antygendw dawcy (ang. donor-specific
antibodies; DSA). Uwaza sie, iz PDNP najczesciej jest wynikiem zachodzacych jednoczesnie,
wyzej wymienionych, procesdw przewlektego odrzucania o podtozu immunologicznym
(szczegdlnie humoralnym - AMR) oraz szeregu przyczyn nieimmunologicznych (tabela 1).
Wobec istotnego znaczenia czynnikdw nieimmunologicznych w uszkodzeniu nerki
przeszczepionej, warto wspomniec¢ o udziale w tym procesie nadcisnienia tetniczego oraz
biatkomoczu, jako modyfikowalnych czynnikach ryzyka przezycia graftu oraz biorcy?320.2840,
Oba te czynniki sg przyczyng hiperfiltracji ,napedzajacej” dalsze uszkodzenie nerki
przeszczepionej powodujgc nadcisnienie wewnatrz kapilar ktebuszkéw, uszkodzenie
podocytdéw, niszczenie nefrondw, przerost i twardnienie ktebuszkéw nerkowych oraz
wywotywanie wtdrnych zmian w $rédmigzszu nerki2641,42:43,

Uwaza sie, ze obie grupy czynnikéw - zaleznych (immunologicznych) i niezaleznych od
antygenu (nieimmunologicznych) wydajg sie odgrywac réwnie istotng role w przewlektym
uszkodzeniu alloprzeszczepu nerkowego, majac addytywny efekt w skrdceniu czasu jego
przezycia***. Dowiedziono, iz wiekszo$¢ mechanizmdéw nieimmunologicznych wzmaga site
procesow zaleznych od antygenéw (m.in. AMR), zwiekszajagc immunogennosé przeszczepu
oraz wywotujgc kaskade niekorzystnych zmian w nerce. W rezultacie sprzyja to rozwojowi
i/lub zwieksza ryzyko przyspieszonej progresji PDNP i w korncowym efekcie wptywa na
pogorszenie wynikdw przeszczepiania nerek??. Przebieg i zaleznoéci pomiedzy

poszczegblnymi mechanizmami uszkodzenia nerki przeszczepionej przedstawiono na ryc. 1.
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Rycina 1. Patomechanizm IF/TA
(wedtug H. Amer and M.D. Griffin, Kidney Int., 2014, 85)

Podstawowe czynniki predysponujgce

Wiek dawcy, Genotyp dawcy
Genotyp biorcy
Uszkodzenie niedokrwienno—reperfuzyjne
Preformowane przeciwciata u biorcy

l

Potransplantacyjne czynniki
predysponujgce
Nieadekwatna immunosupresja
Nieprzestrzeganie zalecen lekarskich
Niekontrolowane nadcisnienie
Zmniejszony przeptyw krwi przez nerki ‘
Biatkomocz uszkadzajacy kitebuszki nerkowe

Predyktory i wczesne wskazZniki IF/TA

Albuminuria
Biatkomocz pochodzenia cewkowego
Kreatynina w surowicy / eGFR
Tempo spadku eGFR
Biomarkery oznaczone w moczu
Biopsja z badaniami molekularnymi

Wspélne mechanizmy zaangaZzowane w IF/TA

Szlaki sygnalizacyjne receptora angiotensynowego
Szlaki sygnalizacyjne receptora
mineralokortykoidowego
Szlaki sygnalizacyjne generujgce TGF-B
Przewlekty stan zapalny
Aktywacja komorek srédbtonka
Hipoksja
Odpowiedz na stres ER

Legenda: eGFR - oszacowany wskaznik filtracji klebuszkowej, ER — retikulum endoplazmatyczne, TGF-

B —transformujagcy czynnik wzrostu-p
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Rola aktywacji ukfadu renina—angiotensyna—aldosteron (RAAs) w uszkodzeniu nerki

przeszczepionej

Uktad RAA w stanach fizjologii

Uktad renina-angiotensyna-aldosteron (RAAs) odgrywa kluczowg role w regulacji
cisnienia tetniczego oraz utrzymaniu homeostazy wodno-elektrolitowej. W sktad RAAs
wchodzg enzymy i hormony, ktérych aktywatorem jest renina wytwarzana i magazynowana
gtéwnie w aparacie przyktebuszkowym. W ostatnich latach dowiedziono, ze prorenina i
renina sg produkowane nie tylko w nerkach, lecz takze w tkance mdzgowej, siatkdwce,
jadrach, jajnikach, nadnerczach, sercu, makrofagach, limfocytach T, granulocytach oraz
tozysku?®4’. Renina nalezy do grupy enzymoéw proteolitycznych (angiotensynaz) i zbudowana
jest z 347 aminokwasdw o masie czgsteczkowej ok. 42 tys. Da. Prekursorem tego enzymu
jest preprorenina, ktéra ulega przemianie do proreniny, a nastepnie do w petni aktywnej
reniny. Transformacja ta moze odbywac sie szlakiem proteolitycznym (odszczepienie przez
enzymy proteolityczne od proreniny N-koricowego 43-aminokwasowego polipeptydu) lub
nieproteolitycznym (zmiana konformacji N-koricowego polipeptydu proreniny). Procesy te
kolejno zachodza w aparacie przyktebuszkowym, a nastepnie w krwi*®. Sygnatem do
wytwarzania tego enzymu jest obnizenie cisnienia w obrebie tetniczki doprowadzajace;j
ktebuszka, zmniejszenie tadunku sodu docierajgcego do komdrek plamki gestej
zlokalizowanej w s$cianie cewki dystalnej, pobudzenie receptoréw B-adrenergicznych
komorek aparatu przyktebuszkowego oraz prostaglandyny E2, 12 i kininy. Natomiast
wydzielanie reniny zmniejszaja: angiotensyna Il (w mechanizmie ujemnego sprzezenia
zwrotnego), wazopresyna, przedsionkowy peptyd natriuretyczny i adenozyna®*°.

Kluczowe znaczenie dla funkcjonowania RAAs ma receptor dla (pro)reniny (PRR),
ktory zlokalizowany jest w podocytach, komérkach mezangium i cewkach nerkowych oraz
pozanerkowo w $cianach naczyn, moézgu i sercu®*’. Receptor ten wigze z réwnym
powinowactwem renine oraz prorenine. Zwigzanie proreniny z PRR powoduje zmiany jej
konformacji i prowadzi do nieproteolitycznej aktywacji tego enzymu. Tak aktywowana
prorenina, podobnie jak renina, jest zdolna do wigzania angiotensynogenu i przeksztatcania
go do angiotensyny |, ktéra nastepnie przeksztatcana jest przy udziale enzymu

konwertujgcego angiotensyne 1 (ang. angiotensin converting enzyme 1, ACE-1) do
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angiotensyny Il (Ang 1l), gtéwnego efektora biologicznego RAAs. Bardzo istotny jest tez fakt,

ze angiotensyna Il ma zdolnos¢ zwrotnego hamowania syntezy reniny (rycina 2).

Rycina 2. Ukiad renina—angiotensyna—aldosteron (RAA) po zastosowaniu:

A) Bezposredniego inhibitora reniny

B) Blokera receptordw ATa dla angiotensyny Il

A)
_..l 4 Renina (PRC)
¥
DRI

Iq—

B
) —l 4 Renina (PRC)

v

Angiotensynogen

["’] Angiotejsynngen E’] ['] | ¢ Aio | I:"']
- i

I ¥+ ARO I If Angiotensyna | I
{ Angiotensynal I — 4 An iot:ns nall
T ¥ Ald g y 4 Al

v

4 Angiotensyna Il

ARA
L +
Zmniejszona aktywnosé Zmniejszona aktywnosé
receptora AT, receptora AT,

Legenda: ARA - bloker receptordw AT: dla angictensyny II; DRI - bezposredni inhibitor reniny; ARO - aktywnoif reninowa osocza; Ald -
aldosteron; l, - zpadek; T-wzrnst,' - -bez zmian; PRC - steienie reniny w osoczu krwi.
Nalezy rdéwniez pamieta¢, ze istnieja inne drogi przemiany peptydow

angiotensynowych. Angiotensyna Il moze bowiem powstawac szlakiem, w ktérym ACE-1
zastepujg inne enzymy proteolityczne, gtdwnie chymaza, ale tez katepsyna G oraz wrazliwy
na chymostatyne enzym generujacy angiotensyne Il (CAGE). Ponadto z angiotensynogenu
przy udziale inhibitora ACE-2, zlokalizowanego gtéwnie w obrebie cewek proksymalnych,
powstajg inne peptydy o dziataniu niejednokrotnie przeciwstawnym do angiotensyny Il (np.
angiotensyna 1-9, 1-7 i 1-5). Najbardziej poznane jest w tym zakresie dziatanie
angiotensyny (1-7). Ustalono bowiem, ze wywiera ona dziatanie antyproliferacyjne i
wazodylatacyjne poprzez wptyw przez swoisty receptor, tak zwany mas receptor (masR)°.
Angiotensyna (1-7) ogranicza witdknienie naczyn, poprzez hamowanie szlaku
sygnalizacyjnego kinaz MAP, zmniejsza krzepliwo$¢ krwi oraz nasila natriureze, wykazujac
tym samym dziatanie antagonistyczne do pobudzenia receptora AT1 przez angiotensyne .

Dla dziatania angiotensyny Il istotne znacznie ma istnienie dwdch typoéw receptoréw
btonowych, a mianowicie AT1 i AT,, poprzez ktére wywiera ona swoje dziatania biologiczne.
Pobudzenie receptora AT: powoduje zwiekszenie cisnienia tetniczego krwi, uwolnienie

aldosteronu, przebudowe naczyn oraz indukuje stres oksydacyjny i procesy zapalne.
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Niekorzystnymi nastepstwami tego pobudzenia jest nasilenie proceséw wtdknienia
narzgdowego. W nerkach ekspresje receptoréw AT, stwierdza sie w podocytach, komdrkach
cewek proksymalnych, dystalnych i zbiorczych oraz komdrkach plamki gestej. Ponadto sg
one zlokalizowane na powierzchni komodrek srddbtonka naczyniowego, miesni gtadkich
naczyn krwionos$nych, komérek kory nadnerczy oraz wielu innych tkanek i narzadéw.
Pobudzenie AT: w tetniczce odprowadzajacej ktebuszka nerkowego prowadzi do wzrostu
oporu naczyniowego w jego obrebie®'°2, natomiast w obrebie naczyrn doprowadzajgcych
(aferentnych) ktebuszka, Ang Il pobudza zaréwno receptory ATi, jak tez AT, o
przeciwstawnych wtasciwosciach, co w efekcie powoduje zrdwnowazone dziatanie naczynio-
rozszerzajgce i obkurczajgce w tym miejscu>®>3°4, Korzystne jest zatem pobudzenie
receptorow AT, poniewaz prowadzi do wazodylatacji, hamowania syntezy czynnikow
wzrostowych i w konsekwencji przynosi efekt przeciwzapalny oraz przeciwmiazdzycowy,
natomiast poprzez blokowanie receptora AT: jest mozliwa interwencja farmakologiczna

ograniczajgca niekorzystne efekty aktywacji RAAs>>.

Rola RAAs w progresji chorob nerek

Aktywacja uktadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAs), zaréwno
ogdlnoustrojowego, jak i lokalnego (w tym wewnatrznerkowego) jest dobrze udowodnionym
mechanizmem majgcym istotny udziat w uszkodzeniu nerek>®>7°8, Najsilniejszym efektorem
RAAs jest angiotensyna |IlI, ktéra przez szereg niekorzystnych mechanizméw
hemodynamicznych i niehemodynamicznych moze prowadzi¢ do postepu choroby nerek.
Niekorzystne efekty dziatania Ang Il

Wozrost systemowego ci$hienia tetniczego krwi

Nadmierna aktywacja uktadu RAA za sprawg swoistych efektordow t.j. dla proreniny, reniny,
Ang Il i aldosteronu prowadzi do wzrostu ci$nienia tetniczego krwi gtdwnie poprzez silne
wtasciwosci obkurczajgce naczynia krwionosne, ale tez przy wspétudziale jednego z najsilniej
dziatajgcych endogennych zwigzkédw wazokonstrykcyjnych, jakim jest endotelina-1 (ET1).
Dodatkowo dochodzi do zwiekszonego wychwytu sodu przez kanaliki proksymalne®l. W
nastepstwie dochodzi do wzrostu napiecia oraz oporu naczyniowego i zwezenia naczyn
mikrokrgzenia nerkowego wraz z ich uszkodzeniem (szkliwieniem arterioli)>3>43,

Wozrost cisnienia wewnatrzktebuszkowego

18



Efekt ten spowodowany jest przede wszystkim faktem odmiennego dziatania angiotensyny Il
na naczynia doprowadzajgce i odprowadzajgce kitebuszkéw nerkowych. Pobudzenie
receptorow AT:1 w naczyniach odprowadzajgcych, ktére wystepujg tam w wiekszej liczbie,
prowadzi do wzrostu oporu naczyniowego w tych naczyniach. Réwnolegle w obrebie naczyn
doprowadzajgcych mamy do czynienia ze zréwnowazonym dziataniem naczynio-
rozszerzajgcym i naczynio-obkurczajgcym angiotensyny Il. Udowodniono bowiem, ze
angiotensyna Il pobudza w tym miejscu zaréwno receptory AT1 odpowiedzialne za skurcz
naczyn, jak rowniez receptory AT, ktérych aktywacja daje efekt przeciwstawny. Inng
przyczyng wzrostu cisnienia wewnatrzktebuszkowego jest utrata autoregulacji mikrokrazenia
nerkowego, co powoduje wazodylatacje tetniczki doprowadzajacej, wskutek czego cisnienie
systemowe z duzych naczyn jest przenoszone bezposrednio na ktebuszek’. U chorych po
przeszczepieniu nerki, powyzsze niekorzystne zjawiska moze nasila¢ stosowanie inhibitoréow
kalcyneuryny (ang. calcineurin inhibitors; CNI). Leki te zwiekszajg ekspresje receptoréow dla
Ang Il, modyfikujg ekspresje genu dla endoteliny-1 powodujgc zwiekszenie jej aktywnosci, a
takze wywotujg efekt ogdlnoustrojowej wazokonstrykcji (w tym naczyh tetniczek
doprowadzajgcych ktebuszka) na drodze innych mechanizmdw?>:>%:60,61,

Hiperfiltracja i uszkodzenie ktebuszkdw nerkowych

Powyzej przedstawione mechanizmy przyczyniajg sie do hiperperfuzji w czynnych nefronach
wraz z hiperfiltracyjnym ich uszkodzeniem, w nastepstwie czego w pdzniejszym etapie
dochodzi do hipoperfuzji, spowodowanego nim niedokrwienia i niedotlenienia srédmigzszu
nerki wraz z przerostem pozostatych czynnych nefrondw. W efekcie nasilona jest aktywacja
uktadu RAA z wszelkimi tego konsekwencjami, co prowadzi do zmniejszenia filtracji
ktebuszkowej’ 2162,

Uszkodzenie podocytéw

Wysokie stezenie Ang Il to rdwniez jeden z istotnych czynnikéw uszkadzajgcych podocyta,
poniewaz aktywuje w podocytach program apoptozy, co skutkuje ich uszkodzeniem
doprowadzajac do podocytopenii. W podocytach, ktére nie ulegty apoptozie, pod wptywem
Ang Il dochodzi do rearanzacji biatek cytoszkieletu, co powoduje zanik wypustek
stopowatych. Takie zmiany strukturalne podocytéw przyczyniajg sie do ostabienia ich
wigzania z btong podstawng ktebuszka, przez co mogg one ulegaé¢ ,ztuszczaniu” do
przestrzeni Bowmana’*2.

Indukcja stresu oksydacyjnego
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Istotny jest takze udziat osi RAA w zwiekszeniu aktywnosci oksydazy NAD(P)H, ktdra
stymuluje AT-1/NAD(P)H oksydazo-zalezne wytwarzanie wolnych rodnikéw tlenowych,
zmniejszajace biodostepnos$¢ tlenku azotu (NO) i nasilajgce stres oksydacyjny, zwtaszcza w
naczyniach>®63,

Dziatanie prozapalne oraz proliferacyjne

Ang Il jako gtéwny ,nefrotoksyczny” efektor hormonalny RAAs, petni role cytokiny
prozapalnej stymulujgcej naciek limfocytdw w ktebuszkach nerkowych, jak i w srodmigzszu
nerek®®. Wykazano, iz Ang Il jest waznym czynnikiem moggcym zwieksza¢ zaréwno
proliferacje i aktywacje limfocytéw T oraz komodrek NK, co moze mie¢ niekorzystne
implikacje u pacjentéw po transplantacji®®8. Dochodzi takze do rozplemu mezangium w
obrebie kitebuszkéw oraz proliferacji miocytéw i dysfunkcji srodbtonka naczyniowego.
Doprowadza do tego wiele mechanizmdw, a mianowicie stymulacja mitogenezy, wzmozona
synteza i aktywacja mediatoréw zapalnych, zwiekszona ekspresja gendw odpowiedzialnych
za synteze i uwalnianie molekut adhezyjnych, chemokin zapalnych, cytokin profibrotycznych
oraz czynnikdw wzrostu [m.in. transformujgcy czynnik wzrostu B-1 (TGF-B1), ptytkowy
czynnik wzrostu-beta (PDGF-B), czynnik wzrostu tkanki tgcznej (CTGF), insulinopodobny
czynnik wzrostu, czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF), czynnik wzrostu s$rdodbtonka
naczyniowego (VEGF) i czynnik martwicy nowotwordéw-a (TNF-a)]°1°%°3°6, Mediatory
zapalenia wraz z nasilong ekspresja molekut adhezyjnych, tj. ICAM - 1 (ang. intercellular
adhesion  molecule-1;  miedzykomdrkowe  czgstki  adhezyjne) oraz  czynnikdéw
chemotaktycznych, t.j. RANTES (ang. regulated on activation, normal T-cell expressed and
secreted) i MCP-1 (ang. monocyte chemotactic protein-1; czynnik chemotaktyczny dla
makrofagow i monocytow) oraz dodatkowo interleukina 6 (IL-6) indukujg migracje komorek
stanu zapalnego, powodujgc zwiekszony naptyw, aktywacje i infiltracje makrofagow
tkankowych do wnetrza przeszczepionej nerki®®.

Dziatanie profibrotyczne

Mechanizmem promujacym uszkodzenie graftu jest takze nadmierna sekrecja cytokin
profibrotycznych (szczegélny w tym udziat TGF-B1), chemokin, czynnikéw wzrostu oraz
wzmozona produkcja kolagenu poprzez zwiekszong synteze i depozycje biatek macierzy
pozakomérkowej (ECM) oraz uposledzenie tempa ich biodegradacji. Odbywa sie to za
posrednictwem hamowania aktywnosci enzymoéw proteolitycznych (proteinaz), w tym

gtownie aktywnosci fibrynolitycznej metaloproteinaz (ang. matrix metalloproteinases;
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MMPs), czyli enzymow zaangazowanych w degradacje biatek i innych komponentéow (m.in.
czgsteczek sygnatowych i adhezyjnych, kolagenu) macierzy pozakomérkowej oraz
Srodmigzszowej tkanki tgcznej. Bardzo wazing role odgrywa tez aktywacja inhibitora
aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1), bedacego gtéwnym inhibitorem enzymatycznej
degradacji ECM7:>46465,66,

Wozrost liczby i ekspresji receptoréow AT dla Ang |l

Udowodniono, ze u chorych leczonych glikokortykoidami oraz pod wptywem aldosteronu
dochodzi do wzrostu liczby i zwiekszenia ekspresji receptoréw AT1, co zwieksza wrazliwos¢
komodrek docelowych na dziatanie Ang 118205456 Ekspresja wspomnianych receptoréw
zwieksza sie takze pod wptywem stresu oksydacyjnego oraz wielu innych stanow
patologicznych, decydujac o intensywnosci oddziatywania RAAs®®,

Dziatanie prozakrzepowe

Aktywnos¢ antyfibrynolityczna Ang Il powoduje aktywacje uktadu krzepniecia, co wraz z
nasileniem agregacji ptytek krwi oraz zwiekszonej lepkosci krwi wywotuje stan
nadkrzepliwo$ci”8>16,

Wzmozona aktywacja uktadu wspotczulnego

Uktad wspdtczulny pozostaje w Scistym zwigzku z uktadem RAA i oba te uktady wzajemnie sie
aktywujag na zasadzie dodatniego sprzezenia zwrotnego. Przy pobudzeniu ukfadu
wspotczulnego dochodzi zatem do potegowania sie niekorzystnych efektéow aktywacji

RAASS3,54,67,68

Niekorzystne efekty aldosteronu

Oprdcz Ang ll, waznym efektorem uktadu RAA jest aldosteron, ktéry moze niezaleznie
od Ang Il podwyzszaé ci$nienie tetnicze krwi, indukowac procesy zapalne i wtdknienia w
nerkach oraz przebudowe matych i srednich naczyh. Dziatanie to odbywa sie gtéwnie za
posrednictwem aktywacji receptoréw mineralokortykoidowych>%°%%° Dochodzi do tego za
posrednictwem zwiekszonej ekspresji tkankowej TGF-B1, PAI-1, generacji wolnych rodnikéw
oraz zwiekszenia ekspresji receptorow ATi. Kompleks aldosteronu ze swoistym receptorem
mineralokortykoidowym, poprzez czynnik jadrowy kappa B (NF-kB), ma aktywnos¢ czynnika
transkrypcyjnego wyzwalajgcego ekspresje gendw, skutkujgcg nasileniem produkcji
miedzykomdrkowej czastki adhezyjnej (ICAM-1), czynnika chemotaktycznego dla

makrofagéw i monocytéw (MCP-1) oraz interleukiny 6 (IL-6)>>. Wysokie stezenia aldosteronu
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mogg takze zwieksza¢ krzepliwos¢ krwi, dziataé prozapalnie, wptywac na wzrost aktywnosci

uktadu wspétczulnego oraz przyczyniac sie do rozwoju hiperfiltracji ktebuszkowej?°.

Rola proreniny/reniny

Wyniki najnowszych badan zmienity istotnie nasze postrzeganie roli reniny w ukfadzie
RAA i wskazujg, aby traktowaé jg jako kolejny efektor tego uktadu. W badaniach in vitro
wykazano, ze renina i prorenina po potgczeniu sie z PRR aktywujg nieangiotensynowy szlak
sygnalizacyjny biatek aktywowanych mitogenem (MAP; ang. mitogen-activated protein):
kinazy regulowane pozakomdrkowo 1/2 (ERK1 (p44) i ERK2 (p42) (ang. extracellular signal-
regulated kinase) oraz p38 MAPK/Hsp27, w nastepstwie czego dochodzi do pobudzenia
syntezy takich czynnikow profibrotycznych, jak PAI-1, , TGF- B1, oraz dochodzi do zmiany w
filamentach aktynowych kardiomiocytéow®>®7t, Konsekwencjg tych proceséw mogg byé
uszkodzenia narzadowe, w tym nerek i serca, a efekt ten jest niezalezny od Ang Il oraz
aldosteronu i moze wystepowac podczas stosowania inhibitoréw konwertazy angiotensyny |
(IKA, ang. angiotensin-converting-enzyme inhibitor - ACEi) lub ARA (antagonistow
receptorow AT: dla angiotensyny Il - sartandw, ang. angiotensin |l receptor
antagonists)>®7273, Sytuacja ta nabiera szczegdlnego znaczenia w przypadku cukrzycy, gdzie
stwierdza sie znaczaco podwyzszone stezenie proreniny’®. Niektére badania wskazuja, ze
wysoki poziom proreniny predysponuje do wystgpienia powiktan o typie mikroangiopatii
oraz zwieksza ryzyko rozwoju cukrzycowej choroby nerek, co ttumaczy sie miedzy innymi
aktywacja PRR®. Przewaza aktualnie poglad, ze prorenina nie indukuje bezposrednio
uszkodzen narzagdowych, a raczej nasila niekorzystne oddziatywanie innych czynnikdéw,
ktérymi moga byé wysokie stezenia glukozy czy tez procesy zapalne’?737>76, Potwierdzeniem
tej teorii moze by¢ fakt, ze nie obserwowano stwardnienia ktebuszkéw nerkowych u
szczurdw (transgenic ren-2 rats), u ktorych wyidukowano 200-krotny wzrost stezenia
proreniny®. Dane te mogg wskazywaé, iz nie w kazdej sytuacji moze prorenina wykazywac
dziatania niekorzystne, a w tych rozwazaniach wazny réwniez jest fakt, ze PRR podlega
mechanizmowi down-regulation, a czynnikiem zmniejszajgcym jego ekspresje jest wtasnie

prorenina.
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Nefroprotekcja
Nefroprotekcja, czyli ochrona funkcji nerek, obejmuje trzy podstawowe dziatania majgce
na celu zmniejszenie ryzyka wystgpienia PChN czy tez jej progresji’’:
e eliminacje czynnikdéw ryzyka rozwoju PChN
e wczesng identyfikacje pacjentéw z PChN
e mozliwie jak  najwczesniejsze  wdrozenie  optymalnego postepowania
terapeutycznego u chorych z rozpoznang chorobg, majgcego na celu skuteczne
spowolnienie/zahamowanie postepu choroby
Stosujgc optymalne postepowanie nefroprotekcyjne, jestesmy w stanie spowolni¢ postep
nefropatii o kilka lub nawet kilkanascie lat, zaleznie od chwili rozpoczecia takiego
postepowania. Spowalniajgc zas progresje PChN opdznia sie moment rozpoczecia leczenia
nerkozastepczego oraz zmniejsza ryzyko $mierci tych pacjentdow z powodu powiktan
sercowo-naczyniowych'3°37879 'Na kazdym etapie choroby, a nawet przed jej wystgpieniem
(profilaktyka pierwotna), postepowanie nefroprotekcyjne opiera sie na modyfikacji stylu
zycia, szczegdlnie zapobieganiu nadwadze i otytosci, ograniczeniu spozycia sodu oraz
zaprzestaniu palenia tytoniu®7°3, W farmakoterapii najwiekszg role ma skuteczna terapia
nadcid$nienia tetniczego oraz redukcja biatkomoczu, oba te cele mozliwe sg do zrealizowania
przy uzyciu lekéow blokujgcych RAAs, co zostato dokfadnie omoéwione w dalszej czesci
rozdziatu®17688  |stotng role odgrywa tez skuteczna farmakoterapia zaburzen

metabolicznych, takich jak zaburzenia gospodarki weglowodanowej i lipidowej®.

Nefroprotekcja u chorych po przeszczepieniu nerki

U chorych po przeszczepieniu nerki, co zrozumiate, nie jesteSmy w stanie prowadzi¢
profilaktyki pierwotnej chordb nerek. Nie znaczy to jednak, ze chorego z przeszczepiong
nerka nie obowigzujg powyzej przedstawione zasady profilaktyki (unikanie otytosci lub jej
zwalczanie, zakaz palenia papieroséw). Niezaleznie od przyczyny powodujgcej schytkowa
niewydolnos¢ nerek oraz stopnia uszkodzenia nerki przeszczepionej, wszystkie dziatania
nefroprotekcyjne majg jeden cel terapeutyczny, czyli dazenie do jak najdtuzszego
funkcjonowania przeszczepionej nerki oraz poprawy przezycia biorcy narzadu®?°. Podobnie
jak w przypadku chordb nerek wtasnych, postepowanie nefroprotekcyjne obejmuje szereg
dziatan niefarmakologicznych oraz postepowanie farmakologiczne*?%78, Mozliwe dziatania

nefroprotekcyjne wymieniono w tabeli 2. Szczegdlng uwage nalezy poswieci¢ otytosci, do
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ktdrej chorzy po przeszczepieniu narzadu sg predysponowani?®. Potwierdzono bowiem, ze
otyto$¢ jest niezaleznym czynnikiem ryzyka progresji przewlektej choroby graftu m.in.
poprzez zwiekszenie aktywnosci RAAs i uktadu wspdiczulnego oraz wywotywanie
insulinoopornosci. Udowodniono takze silny niezalezny wptyw zwiekszonego wskaznika BMI
na wystgpienie zdarzen sercowo-naczyniowych po przeszczepieniu nerki oraz krétszy czas

przezycia pacjentdw i przeszczepdw w tej grupie pacjentéw®?,

Tabela 2
Inne, poza hamowaniem uktadu RAA, mozliwosci postepowania nefroprotekcyjnego u

pacjentéw z przewlekty dysfunkcjg nerki przeszczepionej® 7- 2682,

e Promowanie prozdrowotnego stylu zycia:
v’ Zaprzestanie palenia tytoniu
v" Regularna aktywnoé¢ fizyczna, dostosowana do indywidualnych mozliwosci pacjenta
v" Racjonalnie skomponowana, zrownowazona i zdrowa dietg
v’ Utrzymanie prawidtowej masy ciata; przeciwdziatanie nadwadze/otytosci
e 7walczanie stresu i umiejetno$é pacjenta/bliskich radzenia sobie z chorobg
e Woczesne rozpoznanie i skuteczna korekcja czynnikéw ryzyka usposabiajgcych, inicjujgcych oraz
przyspieszajgcych rozwdj IF/TA
e Scista eliminacja, zwtaszcza modyfikowalnych czynnikéw ryzyka zaburzen czynnosci przeszczepu,
do ktérych naleza:
v" Regularne przyjmowanie lekéw immunosupresyjnych oraz innych zaleconych lekéw
zaleznie od wskazan (minimalizacja non-adherence)
Regularne wizyty kontrolne
State monitorowanie funkcji przeszczepionej nerki

Monitorowanie poziomu lekdw immunosupresyjnych

S Y

W razie potrzeby wykrywanie oraz monitorowanie miana alloprzeciwciat specyficznych
przeciwko antygenom HLA dawcy w surowicy krwi biorcy (DSA)

Terapia zakazen

Szeroko pojeta profilaktyka przeciwnowotworowa

Catoroczna fotoprotekcja

% A K N

Prewencja, ograniczanie i/lub terapia powiktan PDNP, wynikajgcych z leczenia
potransplantacyjnego czy zwigzanych z postepujgcym uposledzeniem czynnosci graftu,
zwthaszcza zaburzed metabolicznych (szczegdlnie skupionych na prawidtowe] kontroli
stezenia glukozy oraz lipidéw we krwi, aktywnym zapobieganiu niedokrwistosci i/lub jej
leczeniu)

v Kontrola i utrzymanie prawidtowych wartosci ci$nienia tetniczego krwi

Wykrywanie oraz efektywna redukcji biatkomoczu
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Leczenie nadcisnienia tetniczego

Odpowiednie leczenie nadcisnienia tetniczego jest jednym z wazniejszych czynnikow
spowalniajgcych postep chordéb nerek. Udowodniono, ze nieprawidtowe cisnienie tetnicze
wplywa na szybszy postep PChN, niezaleznie od typu nefropatii lezacej u jej podstaw>398,
Dotyczy to zaréwno chorych z cukrzycowg chorobg nerek, glomerulopatiami pierwotnymi,
czy tez z wielotorbielowatym zwyrodnieniem nerek. Wedtug ostatnich zalecen KDIGO (ang.
The Kidney Disease: Improving Global Outcomes) z 2012 roku, celem leczenia nadcisnienia
tetniczego u wiekszosci chorych z PChN z albuminurig/biatkomoczem jest uzyskanie cisnienia
tetniczego <130/80 mmHg, chociaz zawsze podkresla sie koniecznos$¢ indywidualizacji takiej
terapii??408L8  pPodobne sg tez rekomendacje KDIGO dotyczace populacji chorych po
przeszczepieniu nerki, chociaz podlegajg one krytyce z uwagi na to, ze oparte sg na opiniach
ekspertéw, a nie wynikajg z CTRs (ang. randomized controled trials)®*.

Jak wskazujg duze randomizowane badania z grupg kontrolng (tabela 3), korzysci ze
stosowania farmakologicznej blokady RAAs u chorych z PChN z biatkomoczem przewyzszajg
korzysci wynikajace jedynie z obnizenia cisnienia tetniczego uzyskanego przy stosowaniu
innych grup lekdw®-8, Efekt ten jest szczegdlnie widoczny u chorych z duzym biatkomoczem,
gdzie zwolnienie progresji niewydolnosci nerek jest najwyraZzniejsze, wobec czego
szczegodlnie w tej grupie chorych lekami hipotensyjnymi pierwszego wyboru sg blokery RAAs,
a wiec IKA oraz ARA>3°66887 pamietaé nalezy, ze nadci$nienie zwigzane z chorobami nerek
jest formg NT szczegdlnie opornego na farmakoterapie, wobec czego czesto konieczne jest
leczenie kilkoma lekami hipotensyjnymi®®8889%0  73lecane jest tez w tej grupie chorych
rozwazenie zastosowania diuretykow, ktére zwiekszajg skuteczno$é farmakologicznej
blokady RAAs, przyczyniajac sie do skuteczniejszego obnizenia cisnienia tetniczego, a tym
samym poprawiajg efekt nefroprotekcyjny®. Ponadto wiekszo$¢ diuretykdw zmniejsza
ryzyko hiperkaliemii, ktéra dos$¢ czesto utrudnia stosowanie lekow blokujgcych RAAs w
petnych dawkach, zwtaszcza w przypadku uposledzonej funkcji nerek. Informacje dotyczace
korzysci ze stosowania aliskirenu (DRI) u chorych po TN s3 stosunkowo nieliczne, ale nalezy

sie spodziewad, ze efekt ten bedzie podobny®'.
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Tabela 3

Badania kliniczne potwierdzajgce nefroprotekcyjne wtasciwosci farmakologicznej blokady RAAs [na

podstawie

7,52,65,68,87,92,93,94]

Badanie

Populacja chorych biorgcych

udziat w badaniu

Zastosowane leki i ich gtdwne efekty terapeutyczne

Collaborative

CChN (n=409)

Kaptopril vs Placebo

Study Group Terapia IKA wykazata 45% redukcje ztozonego punktu

1993 koricowego*

AIPRI PChN o rdznej etiologii Benazepril vs Placebo

1996 (n=583) Terapia IKA wykazata 53% redukcje ztozonego punktu
koncowego*

REIN (GISEN Nie-cukrzycowa PChN (n=117) Ramipril vs Placebo

Group) Terapia IKA wykazata 52% redukcje ztozonego punktu

1998 koncowego*

RENAAL CChN (n=1513) Losartan vs Placebo

2001 Terapia ARA wykazata 16% redukcje ztozonego punktu
koncowego*

IDNT CChN (n=1715) Irbesartan vs Placebo

2001 Irbesartan vs Amlodypina
Terapia ARA wykazata 20% redukcje ztozonego punktu
koncowego* wzgledem placebo oraz 23% jego redukcje
w poréwnaniu do CCB

DETAIL CChN (n=272) Enalapril vs Telmisartan

2002 Zarowno IKA, jak i ARA s3 jednakowo skuteczne, nie
wykazujgc réznic w swoim dziataniu nefroprotekcyjnym

ONTARGET Gtownie CVD lub rzadziej CChN Ramipril z Telmisartanem vs Ramipril vs Telmisartan

2008 (n=25620) Podwdjna blokada osi RAA mniej korzystna niz

monoterapia kazdym z tych lekdw — w wiekszym stopniu
redukowata cisnienie tetnicze i biatkomocz, lecz to
wtasnie w tej grupie chorych osiggniecie ztozonego
punktu  koncowego* czesciej

byto najwyzsze i

wystepowaty dziatania niepozgdane prowadzonego
leczenia
Terapia ARA byfa lepiej tolerowana niz terapia IKA, nie

gorsza w analizie non-inferior
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ALTITUDE Pacjenci z cukrzyca typu 2. z Aliskiren z IKA lub ARA vs Placebo z IKA lub ARA

2012 wysokim ryzykiem CVD i CChN | Dodanie DRI do standardowe] terapii blokujgcej uktad
(n=8606) RAA (IKA lub ARA) nie przynosi korzysci w wybranej
subpopulacji chorych, wigzac sie z wiekszg czestoscig
wystepowania zdarzen niepozadanych (t.j. udar mézgu
niezakonczony zgonem, powiktania nerkowe,

hiperkaliemia i hipotonia)

*Punkt koncowy: ryzyko wystgpienia schytkowej niewydolnosci nerek (koniecznos¢ leczenia nerkozastepczego),
podwojenie stezenia kreatyniny lub zmniejszenie o potowe wyjsciowego klirensu kreatyniny, zgon

Akronimy oraz petne nazwy w/w badan zatgczono w Aneksie.

Biatkomocz

Jak juz wspomniano powyzej, bardzo waznym elementem farmakoterapii chorych z PChN
jest obnizenie biatkomoczu do mozliwie jak najnizszych wartosci. Wykazano bowiem, ze
biatkomocz jest niezaleznym od wielkosci systemowego cisnienia tetniczego czynnikiem
indukujgcym zmiany w obrebie kiebuszkéw oraz $rédmigzszu nerek, tym samym
przyspieszajgcym postep choroby nerek®,%,%’. Udowodniono, ze albuminuria/biatkomocz, sg
istotnymi czynnikami ryzyka choréb sercowo-naczyniowych (CVD), prowadzac do
zwiekszonej $miertelnosci u chorych z cukrzycowg chorobg nerek i/lub uposledzong funkcja
nerek®99.100.101,102 - Angliza wynikéw badania Modification of Diet in Renal Disease Study
(MDRD) wykazata, ze obecnos¢ i nasilenie biatkomoczu jest czynnikiem, ktéry znacznie
uwrazliwia nerki na niekorzystny wptyw wysokiego ci$nienia tetniczego krwi®3. Badanie to
potwierdzito, ze stopien nasilenia biatkomoczu jest $cisle zwigzany z szybkoscig rocznego
tempa zmniejszania sie GFR. Z kolei ci$nienie tetnicze jest jedng z gtdwnych zmiennych, od
ktorej zalezy nasilenie biatkomoczu, stad tak kluczowe jest jednoczasowe obnizanie cisnienia
tetniczego i biatkomoczu.

Ocenia sie, ze biatkomocz wystepuje od 7,5% do nawet 45% pacjentow po TN
($rednio u 1/3 chorych)'3, Pamietaé nalezy, ze nawet niewielki biatkomocz w tej grupie
chorych niesie powazne implikacje kliniczne, poniewaz stanowi on niekorzystny czynnik
rokowniczy przezycia graftu i istotnie przyépiesza progresje nefropatiit®%104195 Wyniki badarn
wskazujg, ze biatkomocz ponizej 500 mg/dobe zwigzany jest z 4-krotnym zwiekszeniem

ryzyka niewydolnosci przeszczepu, natomiast w przypadku biorcéow z biatkomoczem
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nerczycowym ryzyko to zwieksza sie 19-krotnie w poréwnaniu do pacjentéw bez
biatkomoczu**1%, Halimi J.M. i wsp. w swoim badaniu wykazali w kohorcie 484 biorcéw, iz
obnizenie proteinurii tylko o 100 mg/dobe skutkowato 12% zmniejszeniem ryzyka utraty
graftu podczas $redniego okresu obserwacji 7,2 lat'%. Natomiast Sancho A. i wsp. analizowali
dane 337 chorych z utrwalonym biatkomoczem powyzej 0,5 g/dobe utrzymujgcym sie
pomimo leczenia NT (20,2 % pacjentdw biorgcych udziat w badaniu)'®’. Potransplantacyjny
biatkomocz zwigzany byt z nadwagg (BMI > 25 kg/m?), obecnoscia alloprzeciwciat klasy HLA
przed przeszczepieniem, opdzniong funkcjg graftu (DGF) oraz leczeniem takrolimusem (TAC).
U chorych z biatkomoczem obserwowano od wczesnych etapow po TN podwyzszone
stezenie kreatyniny w surowicy oraz wyzsze skurczowe cisnienie tetnicze krwi (SBP). Badacze
wykazali, ze 3- i 5-letnie przezycie przeszczepu u chorych z biatkomoczem byto krétsze (69 vs
96% u chorych bez biatkomoczu). Wyniki badania Ferndndez-Fresnedo G. i wsp.
przeprowadzonego w grupie 532 chorych po przeszczepieniu nerki od dawcy zmartego
(36,4% z nich miato utrwalony biatkomocz) wykazato, ze w perspektywie 5-cio i 10-letniej
obserwacji, w grupie biorcéw z biatkomoczem przezycie przeszczepu byto istotnie nizsze jak
w grupie bez biatkomoczu (odpowiednio: 60% i 25% vs 90% i 80%), a przyczyng utraty nerki
w 64% przypadkéw byta przewlekta dysfunkcja graftul®. Réwniez piecio- i dziesiecioletnie
przezycie pacjentdw byto gorsze wsrdd chorych z biatkomoczem (odpowiednio 85% i 60%)
anizeli pacjentéw bez biatkomoczu (90% i 83%). Inne badania réwniez wskazuja, ze ryzyko
zgonu chorego z czynnym przeszczepem jest wyraznie wyzsze u chorych z biatkomoczem w
porédwnaniu z chorymi, u ktérych biatkomoczu nie stwierdzano®-1%°, Dowiedziono, iz wzrost
proteinurii o kazdy 1 g/dobe powoduje 16% wzrost ryzyka $miertelnosci pacjenta?®10%,
Badania te wskazujg, ze biatkomocz u biorcéw nerek jest byé moze istotniejszym czynnikiem
ryzyka anizeli u chorych bez TN*>193, Zatem wiekszy efekt nefroprotekcyjny mozna uzyskac
zmniejszajac skutecznie wydalanie albuminy/biatka z moczem anizeli jedynie obnizajac
ci$nienie tetnicze, stad waznym celem terapeutycznym u chorych po przeszczepieniu nerki
jest redukcja proteinurii do mozliwie jak najmniejszych wartosci. Oczywista jest, koniecznos¢
realizowanie w praktyce klinicznej obu tych celéw jednoczesnie i od wielu lat realizacje tego
zatozenia osigga sie przez uzycie lekdw blokujgcych RAAs>6°960.108109 ponadto ilosé biatka
uwalnianego z moczem jest bezposrednim wyktadnikiem stopnia aktywacji osi RAA w
nerkach i jest to rowniez dobry wskaznik oceniajgcy skutecznos¢ leczenia

nerkoochronnego?2.
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Inne strategie postepowania nefroprotekcyjnego, poza doktadnie omdéwionym ponizej

hamowaniem uktadu RAA, przedstawiono w tabeli 2.

1.2. Farmakologiczna blokada RAAs jako podstawowe zatozenie nefroprotekcji

Farmakologiczna blokada uktadu RAA stata sie podstawg leczenia choréb nerek oraz

uktadu krazenia. Tak wazna rola lekédw hamujacych uktad RAA wynika zaréwno ze
skutecznego obnizania ci$nienia tetniczego, zmniejszania biatkomoczu oraz ograniczania
szeregu niekorzystnych niehemodynamicznych efektéw dziatania angiotensyny Il i
aldosteronu”>2110,
W chwili obecnej w powszechnym uzyciu w Polsce sg 2 grupy lekdw ograniczajgce
niekorzystne efekty nadmiernej aktywacji uktadu RAA tj. inhibitory konwertazy angiotensyny
| (IKA) oraz antagonisci receptora AT: dla angiotensyny Il (sartany, ARA). Leki te, dziatajgc
poprzez odmienne punkty uchwytu, efektywnie ,ingerujg” w mechanizmy lezgce u podtoza
progresji przewlektych nefropatii®®%109111112 pjerwsza grupa lekéw swoje dziatanie wywiera
wskutek hamowania aktywnosci konwertazy angiotensyny — podstawowego enzymu kaskady
uktadu RAA, natomiast ARA blokujg pobudzenie receptora AT: przez angiotensyne || 6893113,
Wskutek tej blokady zmniejsza sie synteza gtdwnego efektora biologicznego uktadu RAA —
angiotensyny |l. Miejsce dziatania lekdw blokujacych RAAs oraz ich potencjalny wptyw na
uktad RAA prezentuje rycina 3.

Najnowszym lekiem blokujgcym uktad RAA jest jedyny jak dotad przedstawiciel grupy
bezposrednich inhibitoréw reniny — aliskiren. Lek ten zostat zarejestrowany przez FDA (ang.
Food and Drug Administration; Agencje do Spraw Zywnosci i Lekéw w Stanach
Zjednoczonych) w leczeniu nadci$nienia tetniczego w 2006 roku, a w 2008 zostat
dopuszczony do obrotu na terenie Unii Europejskiej. Dziatanie DRI opiera sie na
podobienstwie budowy do fragmentu angiotensynogenu (miejsce wigzania reniny) i
blokowaniu w ten sposéb aktywnosci tego enzymu. Aliskiren stosowany w rekomendowanej
dawce dobowej 150 i 300 mg obniza cis$nienie tetnicze krwi w stopniu zblizonym do IKA, ARA,
blokeréw kanatu wapniowego i diuretykdw?’477. Wyniki badan eksperymentalnych oraz
wstepne badania kliniczne przeprowadzone w populacji chorych z cukrzycowg chorobg nerek
wskazujg, ze lek ten moze by¢ uzupetnieniem, a czasami alternatywa, stosowanej dotychczas
farmakologicznej blokady uktadu RAA7114. Dotychczasowe badania u chorych z PChN byty

prowadzone na stosunkowo matych grupach chorych przez krétki czas. Istniejg rowniez
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nieliczne badania wskazujgce na skutecznosé tego leku w redukcji biatkomoczu u chorych z
nefropatiami nie-cukrzycowymi? 88 108,115,

Nefroprotekcyjne dziatanie lekéw blokujgcych RAAs wynika z hamowania jego aktywnosci na
réznych poziomach, co powoduje ograniczenie niekorzystnych efektéw hemodynamicznych i
niehemodynamicznych pobudzenia RAAs (rycina 3). Najwazniejsze badania kliniczne
potwierdzajgce ich wifasciwosci nefroprotekcyjne zawarto w tabeli 3. Jak wczesnigj
wspomniano, wiekszos¢ z nich wskazuje, ze leki te w obserwacjach dtugoterminowych
prowadzonych na duzych grupach chorych spowalniajg postep PChN. Korzystny efekt jest
szczegoblnie widoczny u chorych z duzym biatkomoczem i jest zalezny od stopnia jego
redukcji’1%¢. Badania poréwnujgce IKA lub ARA z innymi lekami hipotensyjnymi, wykazaty, ze
ich skuteczno$¢ jest zalezna nie tylko od stopnia redukcji cisnienia tetniczego’.106:116,
Dziatanie nefroprotekcyjne IKA widoczne jest w kazdym stadium PChN, co wykazano miedzy
innymi w badaniach Hou F.F. i wsp. oraz retrospektywnej analizie badania REIN74%4352 W
badaniach AIPRI i REIN, wykazano, ze zastosowanie terapii IKA u pacjentow z eGFR w
przedziale 30-60 ml/min umozliwia opdinienie momentu rozpoczecia leczenia
nerkozastepczego o okoto 3—4 lata’°2. Wtasciwosci nefroprotekcyjne ARA wykazano u
chorych z cukrzycowa chorobg nerek (RENAAL, IDNT czy IRMA-2)>28>117 \Wykazano, ze
opdzniajg lub hamujg wystgpienie albuminurii, jej progresje w kierunku biatkomoczu
jawnego, spowalniajg tempo spadku filtracji ktebuszkowej oraz moment rozpoczecia leczenia
nerkozastepczego’°2. Najlepsze efekty uzyskiwano, podobnie jak w terapii prowadzonej w

oparciu o IKA, u chorych z wyzszym biatkomoczem.
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transformujzcy czynnik wzrostu B-1; AGEs, koncowe produkty 2zawansowane] glikacji biatek; Ang |, angiotensyna |

Rycina3.  Wplyw angi y Il, ald iny i reniny na uszkodzenie nerek oraz punkty uchwytu lekow blokujacych uktad RAA (nz podstawie Tylicki L:
Optymalizacja Ieczema nefroprotekcy;nego przv pomocy farmzkologicznej blokady ukiadu renina—angioctensyna—zldosteron: Rozprawa habilitacyjna. Gdanisk,
2006, 5. 7; w modyfikacji vidasnej).

Zagrozenia ze stosowania blokady uktadu RAA

Mimo wielu korzystnych efektow terapii lekami z grupy inhibitoréow RAA
obserwowanych u chorych z PChN, niesie ona ze sobg takze mozliwo$¢ wystgpienia istotnych
dziatan niepozadanych. Zagrozenia dotyczg wszystkich grup obecnie stosowanych lekow
blokujagcych RAAs na réznych poziomach, tj. IKA, ARA, DRI, jak réwniez MCRB (bloker
receptora mineralokortykoidowego; ang. mineralocorticoid receptor

blocker)56'6°'63'68'118'119'120'121.

Do najczesciej wystepujgcych dziatan niepozgdanych lekéw blokujgcych RAAs nalezg:

° hipotensja (ryzyko jej wzrasta w przypadku chorych odwodnionych)

° hiperkaliemia

° zmniejszenie filtracji ktebuszkowej, zwtaszcza w poczgtkowym okresie terapii
° niedokrwistos¢, szczegdlnie w przypadku stosowania IKA

Bezpieczenstwo terapii blokerami RAAs wymaga, aby unika¢ ich stosowania w
przypadku stwierdzanych przeciwwskazan, a niektére z nich w szczegélnosci dotyczg chorych
po TN, a jest to m.in. zwezenie tetnicy nerki przeszczepionej. Ponadto nalezy zachowaé

ostroznos¢ u chorych ze zmniejszong objetoscia wewnatrznaczyniowg, skutkujgca
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hipoperfuzjag w obrebie przedktebuszkowego tozyska naczyniowego oraz w przypadku
rownoczesnego przyjmowania przez chorego niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych®37810% pamietaé takze nalezy, ze na pogorszenie czynnosci nerki oraz
wystgpienie groznej dla zycia hiperkalemii mogg tez mie¢ wptyw stosowane leki
immunosupresyjne z grupy CNI2%°7122_ Stosowanie blokady RAAs wbrew przeciwwskazaniom
zawartym w charakterystyce produktu leczniczego moze predysponowac¢ do ostrego
uszkodzenia nerek (ang. acute kidney injury; AKI), a czasami nawet statej i nieodwracalnej ich

niewydolnosci.

Zmniejszenie ryzyka terapii blokerami RAAs u chorych po przeszczepieniu nerki, wymaga
szczegolnie ostroznego postepowania przy rozpoczynaniu stosowania tych lekow i

przestrzeganie pewnych zasad, a mianowicie®887.109;

- rozpoczynania terapii od matych dawek dostosowanych do aktualnej funkcji nerki

- kontrola stezenia kreatyniny i potasu w surowicy w krétkim okresie po rozpoczeciu terapii
(np. 7-10 dni)

- w pbézniejszym okresie terapii okresowe monitorowanie stezenia hemoglobiny, potasu i
Scr/eGFR, zwtaszcza w przypadku pacjentéw z umiarkowang lub ciezkg niewydolnoscig nerek

- regularne kontrolowanie cisnienia tetniczego krwi

Rola blokady uktadu renina—angiotensyna—aldosteron jako potencjalnej opcji
terapeutycznej w postepowaniu nefroprotekcyjnym chorych z PDNP

Whptyw lekédw blokujacych RAAs na albuminurie/biatkomocz

Redukcja biatkomoczu jest waznym czynnikiem majgcym na celu zmniejszenie ubytku
filtracji ktebuszkowej poprzez ograniczenie proceséw twardnienia ktebuszkdw, widknienia
$rodmigzszu nerki oraz zaniku cewek w nerce przeszczepionej (IF/TA)392103104 5k wczesniej
przedstawiono farmakologiczna blokada ukfadu RAA pozostaje najlepiej udowodniong
metodg leczenia obnizajgcego biatkomocz®®®7%3, Inhibitory uktadu RAA wykazujg przewage
nad innymi grupami lekow hipotensyjnych w chorobach nerek witasnych, jak réwniez po
przeszczepieniu nerkil23124125,

Dowodem na korzystne efekty blokady RAAs po przeszczepieniu nerki moze by¢ badanie
przeprowadzone na dos$wiadczalnym modelu szczurzym, gdzie od dawcdw rasy Fisher F 344

przeszczepiono nerki biorcom rasy Lewis!?%'?7 j zastosowano ARA (kandesartan) w dawce 5
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mg/kg m.c./d. oraz cyklosporyne A (1,5 mg/kg m.c./d. do 10. dnia po transplantacji). Terapie
kandesartanem prowadzono do 24 tygodnia po TN i wykazano, iz moze ona znaczgco
przyczyniaé sie do hamowania uszkodzenia przeszczepionej nerki. Wyniki tego badania moga
wskazywac, ze ARA zmniejsza nie tylko biatkomocz, ale i stopiert zaawansowania przewlektej
nefropatii graftu, poprzez zmniejszenie apoptozy komodrek cewek nerkowych. Ponadto
obserwowano mniejsze nasilenie niekorzystnych zmian morfologicznych w obrazie
histopatologicznym bioptatu nerki, gdzie stwierdzano znaczgco nizszy odsetek stwardniatych
ktebuszkow nerkowych oraz mniejszg liczbe komodrek zapalnych naciekajgcych

przeszczepiony narzad.

Wptyw lekdw blokujacych RAAs na kontrole cisnienia tetniczego

Nalezy mie¢ na uwadze fakt, iz niektére z ,tradycyjnych” czynnikdow uszkadzajgcych
nerki w przypadku pacjentéw z przeszczepiong nerkg wystepujg ze zwiekszong czestoscig i
nasileniem, co dotyczy nadci$nienia tetniczego (NT)3. Szacuje sie, ze czesto$é¢ wystepowania
NT u pacjentéw po przeszczepieniu nerki wynosi od 60 do 95%8%19%128 Etiopatogeneza NT
wsréd biorcow przeszczepu nerkowego jest wieloczynnikowa i ztozona, co zostato
przedstawione w tabeli 428°981129 Jak wazna jest rola NT u chorych po przeszczepieniu nerki
moze wskazywac fakt, ze NT wystepujgce przed przeszczepieniem jest istotnym czynnikiem
ryzyka pozniejszego przewlektego uposledzenia funkcji graftu®. Retting i wsp. w badaniach na
szczurach z genetycznie uwarunkowanym NT udowodnit, ze moze ono zostaé przeniesione
od dawcy do biorcy przeszczepu®3®. Co wiecej, dowiedziono, iz przeszczepienie nerki od
dawcy z prawidtowym cisnieniem tetniczym krwi chorym z nefropatig nadcisnieniowg (NN)
powodowato normalizacje ci$nienia i w efekcie uzyskanie ustgpienia NT u biorcy nerki?®. Nie
dziwi wiec zatem, ze jedng z podstaw skutecznej terapii nefroprotekcyjnej jest dobra
kontrola cisnienia tetniczego krwi®'3. Opelz G. i wsp. potwierdzili, ze istnieje odwrotna
zalezno$é pomiedzy wartosciami ci$nienia tetniczego, a przezyciem graftu'!®. Dodatkowo, w
obserwacji 6-letniej, ci sami badacze wykazali, iz najlepszym czynnikiem prognostycznym jest
skurczcowe cisnienie tetnicze krwi (SBP)*3. Wobec ztoZzonoéci patogenezy NT,
niefarmakologiczne sposoby postepowania u biorcéw nerek nie sg zwykle tak skuteczne jak
w populacji ogdlnej, stad istotng role odgrywa leczenie farmakologiczne, w tym blokada
RAAs*6°9131  Wiadomo, Ze leczenie NT przy wspdtistniejgcej chorobie nerek, z uzyciem

farmakologicznej blokady RAAs réwnoczesnie obniza ci$nienie tetnicze, jak réwniez dziata
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nefroprotekcyjnie niezaleznie od stopnia redukcji ci$nienia®®. Stad tez, jako leki hipotensyjne
pierwszego wyboru u pacjentdw po przeszczepieniu nerki z biatkomoczem powinny by¢

rozwazane leki hamujgce RAAs?340,

Tabela 4

Najczestsze przyczyny nadcisnienia tetniczego u chorych po KTx

Czynniki zwigzane z chorobg nerek wiasnych

* NT przetrwate z okresu przed TN

* (Czas trwania PChN i okresu dializoterapii (zwigzane m.in. z dysfunkcjg srodblonka
naczyniowego, sztywnoscig naczyn i ich zwapnieniem)

* Whysokie stezenia reniny (hiperreninemia)

* Zwiekszona retencja soli i ptynow (w efekcie m.in. wzrostu aktywnosci uktadu RAA)

Czynniki zwigzane z przeszczepieniem nerki

* Opdiniona czynnosé przeszczepionej nerki (DGF)

* Dziatanie lekow immunosupresyjnych, giownie inhibitorow kalcyneuryny (CNI)
zwiaszcza cyklosporyny A, a takie kortykosteroiddw (efekt zalezny od dawki)

* Czynniki uszkadzajgce graft (w tym m.in. ostre i przewlekfe odrzucanie przeszczepu,
ostra martwica cewek nerkowych)

* Powiktania urologiczne np. limfocele, zweienie moczowodu iflub zaburzenia

naczyniowe graftu np. zweienie tetnicy nerki przeszczepiong;
s Nadkrwistosc potransplantacyjna
* Czynniki zalezne od dawcy nerki (np. obecnos¢ NT, Smierc pnia mazgu)
* Czynniki zaleine od biorcy narzadu (np. otylosé, zespot metaboliczny, cukrzyca

potransplantacyjna, profil genetyczny, rasa)

Whptyw lekdw blokujgcych uktad RAA na uktad sercowo—naczyniowy (CVD)

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego (CVD) sg wiodacg przyczyng zachorowalnosci
i umieralno$ci wsrod pacjentéw po TN, co wptywa istotnie na wyniki przeszczepiania
nerek??2%81 |stniejg liczne dowody oparte na badaniach przeprowadzonych na duzych
kohortach pacjentéw ze schorzeniami ukfadu sercowo-naczyniowego, ze stosowanie
inhibitorow uktadu RAA zmniejsza ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych w
populacji ogdlnej, wsrdod pacjentéw z przewlektymi chorobami nerek, w tym takze wsréd

chorych po TN!3116132133  Majgc na uwadze powyzsze aspekty, nie dziwi fakt, iz leki
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hamujgce uktad RAA odgrywajg wazng role we wspodtczesnej farmakoterapii CVD i majg
uznang pozycje w wytycznych i standardach miedzynarodowych towarzystw
kardiologicznych>3°4°%67  Badania populacji oséb po TN takze potwierdzajg powigzanie
zaawansowania niewydolnosci nerki przeszczepionej z rozwojem powiktan sercowo-
naczyniowych, a tym samym wptywu choréb uktadu krazenia na przezycie nerki
przeszczepionej??8L.100128 ' 7razumiate jest zatem, ze stosowanie blokady RAAs, u chorych z
CVD moze by¢ forma posredniej nefroprotekcji u chorych po przeszczepieniu narzadow,

powodujgc wydtuzenie przezycie graftu i chorych’.

W podsumowaniu nalezy stwierdzi¢, ze wiekszos$¢ czynnikdw ryzyka rozwoju i
progresji choréb nerek, szczegdlnie albuminuria/biatkomocz i/lub uposledzenie filtracji
ktebuszkowej, sg niezaleznymi czynnikami ryzyka CVD>3134135  podobnie jak w PChN
wtasnych, przewlektemu uszkodzeniu nerki przeszczepionej czesto towarzyszg powikfania
kardiologiczne, w ktdrych udziat ma nadmierna aktywacja osi RAA>L°6, Wedtug oceny grupy
NKF-K/DOQI (The National Kidney Foundation — Kidney Disease/Dialysis Outcomes Quality
Initiative) kontrola nad rozwojem CVD moze bardziej przyczyni¢ sie do dtugoterminowego
przezycia przeszczepionej nerki, anizeli wprowadzanie nowych lekéw
immunosupresyjnych??>3. Stanowi to kolejny argument przemawiajagcy za szerszym

stosowaniem lekdw blokujgcych RAAs w tej grupie pacjentéw>%¢7,

Optymalizacja farmakologicznej blokady osi RAA u chorych po przeszczepieniu nerki
Zalecenia NKF-K/DOQI wskazuja, ze wiaczenie inhibitora RAAs (dotychczasowe zalecenia
dotyczg IKA i ARA) powinno by¢ postepowaniem pierwszego wyboru u wszystkich pacjentow
z PChN i towarzyszacym biatkomoczem?*®, zwtaszcza u chorych z NT, jesli nie stwierdza sie
przeciwwskazan do takiego typu leczenia. Podobne w tym zakresie sg zalecenia
kardiologiczne ESH/ESC (European Society of Hypertension/European Society of Cardiology),
ktore zalecajg zastosowanie leku z grupy blokeréw uktadu RAA u chorych z subklinicznymi
uszkodzeniami narzagdowymi, w tym uszkodzeniem nerek wyznaczanym obecnoscia
albuminurii i/lub uposledzeniem filtracji ktebuszkowej*36.

Leki z grupy inhibitoréw RAAs, obok blokeréw kanatu wapniowego (CCB) i diuretykow,
uznane s3g za leki pierwszego rzutu w leczeniu NT292230128131  73lecenia dotyczace tego

zagadnienia u chorych po TN nie sg jednak tak jednoznaczne. Zgodnie z ostatnimi
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rekomendacjami KDIGO (ang. The Kidney Disease: Improving Global Outcomes), a takze ze
stanowiskiem grupy ekspertéw ERBP (European Renal Best Practice), zasadne jest
rozwazenie farmakologicznej blokady RAAs u pacjentéw po TN z istotnymi wskazaniami
klinicznymi, jesli nie ma przeciwwskazan do takiego leczenia'®’. Wedtug KDIGO za wskazania
do wiaczenia lekéw blokujagcych RAAs uznaje sie nadci$nienie tetnicze, biatkomocz i
nadkrwisto$¢ zwigzang z przeszczepieniem?.

Retrospektywna analiza uwzgledniajgca lata 1990-2003 z udziatem 2031 pacjentéw po
pierwszej TN, wykazata, ze diugotrwate leczenie IKA lub ARA spowodowato zdecydowanie
lepsze dtugoterminowe wyniki po transplantacji (przezycie pacjentéw w 10-letniej
obserwacji w grupie chorych otrzymujgcych blokade RAAs 74% vs 53% u nieleczonych tym
sposobem)!'®,  Obserwowana rdznica przezycia wynikata gtdwnie z ograniczenia
Smiertelnosci z przyczyn CVD. Poza poprawg przezycia pacjentéw, odnotowano réwniez 30%
wzrost przezycia graftu w obserwacji piecioletniej. Wyniki retrospektywnej analizy Lin J. i
wsp. dowodzg skutecznosci zastosowania blokady RAAs réwniez w pdzniejszym okresie po
przeszczepieniu nerki. W badaniu tym w grupie 63 pacjentdw ze zdiagnozowang w biopsji
przewlekta nefropatig przeszczepu (CAN, wedtug dwczesnego mianownictwa) poréwnano
wptyw leczenie IKA lub ARA w stosunku do innych schematéw terapeutycznych, na progresje
przewlektego uszkodzenia nerki przeszczepionej'®®. Leczenie inhibitorami ukfadu RAA
powodowato spowolnienie postepu niewydolnosci przeszczepu. Pierwszorzedowy punkt
koricowy, ktérym byt ponad 50% wzrost Scr osiggneto 19% chorych leczonych vs 39% z grupy
kontrolnej. Obserwowano rdéwniez, ze znamiennie mniej pacjentdw z grupy leczonej
blokerami uktadu RAA osiggneto drugorzedowy ztozony punkt korncowy, obejmujgcy Smierc

chorego lub schytkowg niewydolnos¢ przeszczepu (odpowiednio: 9,4% vs 35,5%; p=0,01).

Istotne jest zatem, aby odpowiednio dobrane do kazdego chorego leczenie

immunosupresyjne (indywidualizacja terapii), uzupetni¢ prébg leczenia nefroprotekcyjnego

przy uzyciu lekéw blokujgcych RAAs u odpowiednio dobranych chorych, za ktérych uznaje

SiQ:57’59’81’86’124’139’140’141

e chorych z wczesnymi objawami PDNP, ze stabilng funkcjg graftu (za bezpieczne uznaje
sie stezenie kreatyniny w surowicy krwi ponizej 2,5 mg/dl) oraz stezeniem potasu w

granicach normy
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e chorych z towarzyszagcym biatkomoczem powyzej 1 g/d. w przypadku biorcéw dorostych
lub > 600 mg/m?/d. w przypadku pacjentéw < 18. r.z.

e chorych z NT bez przeciwwskazan do terapii IKA/ARA

e chorych z wspdtistniejgcy cukrzyca

e chorych z nadkrwistoscig potransplantacyjng

e chorych ze wspdtistniejgcg chorobg serca, zwtaszcza jego niewydolnoscia oraz po
zawatach miesnia sercowego

e biorcow z wysokim ryzykiem rozwoju miazdzycy

Jednoczesnie nalezy zaznaczyé, ze nie ma jak dotgd wystarczajgcych dowodow, aby
poleci¢ terapie z udziatem blokeréw osi RAA we wczesnym okresie potransplantacyjnym. W
tym okresie, potencjalne niekorzystne dziatania tej grupy lekéw, dodatkowo potegowane
przez CNI, mogg by¢ trudne do rdznicowania z innymi stanami moggcymi powodowaé
podobne zaburzenia (np. opdiniong funkcjg graftu, ostrym odrzucaniem nerki
przeszczepionej)3110913L141 Dlatego tez wiekszo$¢ autoréw proponuje rozwazenie IKA/ARA
po 6-12 miesigcach od przeszczepienia. Postawe takg wydaje sie rédwniez potwierdzac
retrospektywne badanie Opelza i wsp., gdzie wykazano, iz terapia taka nie przynosi korzysci,
jesli jest stosowana w pierwszym roku po TN, Odmienne s3 wyniki innego
retrospektywnego badania obejmujgcego 436 pacjentdéw, u ktdrych wystgpita opdzniona
czynnos$¢é przeszczepu (DGF), ktéore wskazujg, ze wczesne zastosowanie blokeréw osi RAA
moze zapewni¢ dodatkowe korzysci pacjentom w aspekcie dtugoterminowym. Po wigczeniu
IKA lub ARA juz w okresie okototransplantacyjnym uzyskano istotnie lepsze 10-letnie
przezycie przeszczepionej nerki anizeli u chorych stosujgcych inne leki hipotensyjne (44% vs
32%; p=0,002)141,

Innym ograniczeniem stosowania IKA/ARA we wczesnym okresie
potransplantacyjnym moze by¢ niedokrwistos¢, ktdrg stwierdza sie u 45-72% pacjentow w
okresie pierwszych kilku miesiecy po zabiegu (niedokrwisto$¢ potransplantacyjna
wczesna)3143, Takze miedzy innymi dlatego cze$é autoréw terapie z udziatem tych lekéw
zaleca po uptywie 6 miesiecy od TN3%>3, Tak wiec, w praktyce klinicznej wobec stosowania
farmakologicznej blokady ukfadu RAA obserwuje sie dwie postawy lekarzy prowadzacych
pacjentéw po TN. Pierwsza z nich zaktada, ze stosowanie lekéw z tej grupy preferowane jest
dopiero, gdy pacjenci rozwineli biatkomocz i stwierdza sie progresje IF/TA. Natomiast druga
opcja, w ktérej podkresla sie plejotropowe wtasciwosci omawianych grup lekow, zaktada, iz
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w celu wykorzystania ich dziatania narzgdowo-ochronnego (nefroprotekcji oraz
kardioprotekcji) nalezy je wigczyé mozliwie wczesnie po transplantacji, u mozliwie duzego
odsetka pacjentéw po przeszczepieniu'?,

Odrebng kwestig pozostaje dawkowanie lekéw z grupy IKA i ARA w celu wykorzystania ich
dziatania nefroprotekcyjnego przy ograniczeniu dziatan niepozadanych. Dziatanie
nefroprotekcyjne inhibitorow RAAs jest proporcjonalne do zastosowanej dawki, stad
uzyskane efekty sg tym lepsze, im wyzsza dawka zastosowanego leku®!>44 Majgc na
uwadze optymalne nefroprotekcyjne dawkowanie tych lekéw, chorym z PChN wtasnych
zaleca sie stosowanie maksymalnie rekomendowanych dawek terapeutycznych, przy
zatozeniu stopniowego zwiekszania dawki®*®®. Na chwile obecng nie wypracowano
jednolitych zasad dawkowania blokerow RAAs u biorcéw alloprzeszczepu nerkowego, stad
najbardziej racjonalnym wyborem jest indywidualizacja i optymalizacja tego typu terapii na

kazdym etapie po przeszczepieniu19,

Podsumowujgc, w przeciwienstwie do pacjentdow z PChN wtasnych, w przypadku
pacjentéw po TN nie ma jasnych rekomendacji odnosnie czasu wtgczenia farmakologicznej
blokady RAAs, ani dawek stosowanych lekéow. Wydaje sie, ze zasady leczenia IKA lub ARA
powinny by¢ podobne jak w przypadku PChN, jednak konieczne s3 dowody oparte na
dtugoterminowych badaniach przeprowadzonych na duzej kohorcie pacjentéw. Odrebng tez
sprawg pozostaje poszukiwanie nowych metod farmakologicznej nefroprotekcji, przy uzyciu

blokady na innych poziomach RAAs, anizeli ma to miejsce przy uzyciu IKA/ARA3%145146,

Poszukiwanie nowych metod leczenia nefroprotekcyjnego u chorych po przeszczepieniu
nerki - rola aliskirenu

Jak wczesniej wspomniano, od 2006 roku mamy w praktyce klinicznej do dyspozycji nowy lek
blokujgcy ukfad RAA - aliskiren. Efektywnos$¢é tego leku w redukcji ci$nienia tetniczego jest
wyraznie udokumentowana i uznana®’>. Dotychczas opublikowane badania wskazujg na
podobne efekty dziatania aliskirenu w zakresie dziatania nefroprotekcyjnego. Nalezy jednak
podkresli¢, ze liczba opublikowanych badan dotyczgcych tego zagadnienia jest niewielka oraz
obejmuje mniejsze liczby chorych z kréotszym okresem obserwacji anizeli w przypadku

pozostatych lekdw blokujgcych RAAs?>,
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Wyniki dotychczasowych badan eksperymentalnych wskazujg, iz aliskiren moze wykazywadé
dziatanie przeciwdziatajgce uszkodzeniom narzgdowym. W badaniach na szczurach
wykazano, iz lek ten ma dziatanie przeciwzapalne, co objawiato sie zmniejszeniem naciekdéw
z makrofagéw, limfocytow CD4 i CD8 oraz komoérek dendrytycznych w obrebie nerek.
Stwierdzono réwniez, iz aliskiren zmniejsza zapalenie w obrebie duzych naczyn u myszy, a
efekt ten jest niezalezny od redukcji cisnienia tetniczego. Aliskiren przeciwdziatat réwniez
tworzeniu sie zmian miazdzycowych stymulowanych dietg wysokocholesterolowg i
poprawiat funkcje srédbtonka. Wyniki badan eksperymentalnych wskazujg, ze aliskiren moze
dziata¢ nefroprotekcyjnie zaréwno w cukrzycowych, jak i nie-cukrzycowych modelach PChN%.
W badaniach na szczurach podwdjnie transgenicznych (model dTGR) poréwnano ARA
(walsartan) z DRI w ograniczeniu nastepstw NT°. Aliskiren zaréwno w wysokiej, jak i niskiej
dawce powodowat obnizenie cisnienia tetniczego, normalizacje stezenia kreatyniny, spadek
albuminurii, regresje przerostu lewej komory serca oraz w konsekwencji wydtuzenie czasu
przezycia leczonych zwierzat. W badaniu przeprowadzonym na szczurach z nefropatig
cukrzycowg obnizat albuminurie poréwnywalnie z perindoprilem (inhibitorem ACE), pomimo
istotnie mniejszej redukcji ci$nienia tetniczego?>.

W jednym z pierwszych badan klinicznych u chorych z biatkomoczem i NT wykazano, ze
zastosowanie aliskirenu u chorych z cukrzyca typu 2, spowodowato znamienne obnizenie
UACR¥, Natomiast w najwiekszym jak do tej pory opublikowanym badaniu AVOID (Aliskiren
in the Evaluation of Proteinuria in Diabetes) Parving i wsp. badali u 599 chorych wptyw
dofaczenia aliskirenu lub placebo do stosowanego uprzednio losartanu w petnej zalecanej
dawce z nefropatig cukrzycowa!**. W badaniu tym wykazano, ze zastosowanie aliskirenu w
dawce 300 mg/dobe powoduje 20-procentowa redukcje albuminurii w poréwnaniu z
efektem placebo (p=0,002), a co wiecej u ponad 24% chorych leczonych aliskirenem redukcja
albuminurii przekroczyta 50%. Tempo spadku filtracji ktebuszkowej byto podobne w obu
grupach. Terapia aliskirenem byta dobrze tolerowana, jedynie liczba incydentéw hiperkalemii
powyzej 6 mmol/L byta wieksza w porédwnaniu z grupa placebo®!*. W innym badaniu
porownywano skuteczno$¢ monoterapii aliskirenem z irbesartanem oraz wptyw terapii
taczonej tymi lekami na redukcje albuminuriit®®, Wykazano, iz aliskiren i irbesartan
porownywalnie obnizajg albuminurie u pacjentdw z nefropatig cukrzycowg (odpowiednio

48% i 58% w poréwnaniu z placebo).
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Persson i wsp. poréwnali wptyw dwumiesiecznej terapii roznymi dawkami aliskirenu na
stopien redukcji albuminurii u chorych z cukrzycowg chorobg nerek i nadci$nieniem
tetniczym®#4. Jak sie okazato, obnizenie albuminurii byto znamiennie wieksze przy
zastosowaniu aliskirenu w dawce 300 mg niz 150 mg (odpowiednio 48% i 36%) w
poréwnaniu z placebo.

Jak wynika z powyzszych badan, aliskiren jest lekiem charakteryzujgcym sie istotnym
potencjatem nefroprotekcyjnym. Na chwile obecng brakuje jednak badan dotyczgcych
nowych form terapii blokujgcej RAAs u chorych po przeszczepieniu nerki, w tym oceniajgcych
zastosowanie aliskirenu. Majgc na uwadze te zastrzezenia wydaje sie, ze stuszne byto
przeprowadzenie przez nasz zespot wstepnego badania z udziatem aliskirenu u chorych po

przeszczepieniu nerki.

40



ROZDZIAtL 2. CELE PRACY

Cel podstawowy

Poréwnanie wptywu terapii bezposrednim inhibitorem reniny (DRI) — aliskirenem

na wielkos$¢ albuminurii w odniesieniu do:

- blokera receptora AT; dla angiotensyny Il (ARA) — losartanu

- placebo

Cele drugorzedne

Ocena wptywu aliskirenu na wydalanie z moczem wskaznika uszkodzenia cewek
nerkowych mierzone aktywnoscia N-acetylo-B-D-glukozaminidazy (NAG) w

poréwnaniu do losartanu oraz placebo

Poréwnanie wptywu terapii aliskirenem na wydalanie z moczem posredniego

wskaznika wtdknienia nerek (cytokiny profibrotycznej) - Transformujacego

czynnika wzrostu B-1 (TGF-B1) wzgledem losartanu i placebo

Porownanie wptywu terapii DRI na stres oksydacyjny mierzony wydalaniem

izoprostanu (8-epi-prostaglandyny-F2q (8-EPI-PGF24) wzgledem ARA oraz placebo

Ocena wptywu terapii aliskirenem na wielko$¢ systemowego cisnienia tetniczego

krwi w poréwnaniu z losartanem i placebo

Ocena bezpieczenstwa terapii aliskirenem w poréwnaniu z losartanem oraz

placebo
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ROZDZIAL 3. MATERIAL | METODY

1. Typ badania:

e Kontrolowane, podwadjnie $lepe, randomizowane badanie typu cross-over.

Badanie przeprowadzone zostato w Klinice Nefrologii, Transplantologii i Choréb
Wewnetrznych oraz Zaktadzie Zywienia Klinicznego i Diagnostyki Laboratoryjnej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy Gdanskim
Uniwersytecie Medycznym (nr NKEBN 163.2011 — zatqcznik w Aneksie).

Badanie zarejestrowane zostato w bazie www.clinicaltrials.gov pod numerem NCT02446548.

2. Populacja badania
Chorych uczestniczacych w badaniu wybrano sposrdd pacjentdw po przeszczepieniu nerki
znajdujacych sie pod opieka Poradni Nefrologicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w
Gdansku. W badaniu udziat wzieto 18 pacjentéw po udanej TN. Przed wigczeniem do badania
uczestnicy otrzymali szczegétowe informacje na temat projektu oraz przebiegu badania
klinicznego, a nastepnie w sposéb swiadomy i dobrowolny wyrazili pisemng zgode na udziat
w badaniu. Kobiety w wieku rozrodczym zobligowaty sie do stosowania skutecznej

antykoncepcji w trakcie trwania badania.

Kryteria wtaczenia pacjentéw do badania:

=  Chorzy powyzej 18.r.z.

=  Minimalny okres 6 miesiecy po transplantacji nerki

=  Stwierdzana stata albuminuria (wskaznik stezenia albuminy do kreatyniny - UACR > 30
mg/g kreatyniny)

= Stosowana immunosupresja z zastosowaniem inhibitora kalcyneuryny (cyklosporyna A
lub takrolimus)

= Stabilny poziom minimalnego stezenia (Co) cyklosporyny A lub takrolimusu (bez wahan
powyzej 25% w ciggu ostatnich 3 miesiecy)

= Stabilna funkcja nerek (zdefiniowana jako eGFR > 30 ml/min, bez wahan powyzej 5

ml/min/1.73 m? w ciggu 3 miesiecy poprzedzajacych badanie)

42



Cisnienie tetnicze krwi (BP) > 130/80 mmHg (bez lekdw hipotensyjnych) lub leczone

nadcisnienie tetnicze (NT)

Kryteria wykluczajgce udziat w badaniu:

Stosowane do 3 miesiecy przed rozpoczeciem badania IKA lub ARA, badz terapia tymi
lekami trwajgca dfuzej niz 3 miesigce

Stezenie potasu w surowicy krwi powyzej 5,5 mmol/L stwierdzone co najmniej
dwukrotnie w ciggu ostatnich trzech miesiecy poprzedzajgcych badanie

Terapia immunosupresyjna z zastosowaniem inhibitoréw sygnatu proliferacji (mTOR)
Zmiana immunosupresji w ciggu 3 miesiecy poprzedzajgcych udziat w badaniu
Niestabilne poziomy lekéw z grupy CNI w ciggu 6 miesiecy poprzedzajgcych badanie
Zmiany dawek lekow immunosupresyjnych w ostatnich 3 miesigcach

Zwezenie tetnicy nerki przeszczepionej potwierdzone badaniem USG doppler (predkos¢
przeptywu krwi w tetnicy nerkowej >200 cm/s) lub innymi metodami obrazowymi
(angio-TK)

Cigza lub okres karmienia piersig

Wszystkie schorzenia i/lub interwencje chirurgiczne, ktére mogg wptyngé na absorpcje
lekéw z przewodu pokarmowego

Uzaleznienie od alkoholu lub $rodkéw farmakologicznych

Naduzywanie niesteroidowych lekdw przeciwzapalnych (> 2 dawki/ tydzien)
Nietolerancja ktoregokolwiek ze stosowanych w badaniu lekdéw, zwtaszcza wystgpienie
obrzeku naczynioruchowego w przesztosci po zastosowaniu IKA lub ARA

Niestabilna choroba wiencowa, niewyrownana niewydolnos¢ serca w ciggu ostatnich 6
miesiecy poprzedzajgcych badanie lub dysfunkcja lewej komory serca, wymagajgca
leczenia IKA i/lub ARA

Pacjenci ze zdarzeniem sercowo-naczyniowym tj.: epizodem nadcisnienia ztosliwego,
udaru moédzgu, po przebytym ostrym zespole wiencowym Ilub z wywiadem
przemijajgcego ataku niedokrwiennego (ang. TIA) w ciggu szesciu miesiecy przed
wtaczeniem do badania

Pacjenci stosujgcy obecnie 4 lub wiecej lekéw hipotensyjnych, u ktérych srednia wartos¢
cisnienia tetniczego krwi (BP) podczas trzech wizyt utrzymuje sie powyzej 150/100
mmHg

Cukrzyca
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Kryteria wczesniejszego zakoniczenia badania:

= Spadek eGFR > 20% wartosci wyjsciowej (potwierdzony dwukrotnie)
= Wozrost stezenia potasu w surowicy krwi powyzej 5,5 mmol/L (potwierdzony 2 razy)

= Spadek stezenia hemoglobiny o wiecej niz 10% wartosci wyjsciowej

Szczegotowa charakterystyka grupy badanych pacjentéw

W przeprowadzonym badaniu klinicznym udziat wzieto 18 pacjentéw w S$rednim
wieku 49,8 + 2,3 lat (w tym 3 powyzej 60. r.z., co stanowito 16,67% badanych), tgcznie 13
mezczyzn (72,2%) i 5 kobiet (27,8%) rasy kaukaskiej, co najmniej 6 miesiecy po udanym
przeszczepieniu nerki. Szczegdtowqa charakterystyke pacjentéw witgczonych do badania

podsumowano w ponizszych tabelach 5i 6.

Tabela 5. Charakterystyka pacjentow uczestniczacych w badaniu

PARAMETR WARTOSC
Liczba chorych n 18
Pte¢: meska/zenska n 13/5
Wiek lata 49,8 +2,3
(min-maks) (35-71)
Sredni wskaznik masy ciata [BMI] kg/m? 27,6+1,1
w tym liczba pacjentéw z:
- prawidtowg masg ciata [BMI 18,5 —24,99] n (%) 5(27,8%)
- nadwagg [BMI 25 —29,99] n (%) 7 (38,9%)
- otytoscig | stopnia [BMI 30 —34,99] n (%) 5(27,8%)
- otytoscia Il stopnia [BMI 35 —39,99] n (%) 1(5,6%)

Na podstawie interpretacji wartosci BMI zawartej w [78, >3]

Okres dializoterapii przed TN miesigce (zakres) 18,1 +3,7 (0-54)
w tym:

- hemodializa [HD] miesigce 21,1+4,1

- dializa otrzewnowa [DO] miesigce 15,5 +10,5
Liczba przeszczepow wyprzedzajgcych (pre - emptive) n (%) 4(22,2%)
Dawca obecnego przeszczepu: spokrewniony (zywy)/zmarty n (%) 1(5,6%)/17 (94,4%)
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Czas po transplantacji miesigce (zakres)

54,1+ 8,4 (19 - 146)

Liczba pacjentow bedacych po retransplantacji n (%) 3(16,7%)
Palenie tytoniu przed TN (n=8) [paczkolata] 10,7 +3,3
(zakres) (3-30)
Wskaznik albumina/kreatynina [UACR] mg/g kreatyniny 149,9

(46,9 —252,9)

Stezenie kreatyniny w surowicy krwi [Scr] mg/dl 1,38+0,08
Wskaznik filtracji ktebuszkowej (wg CKD-EPI) 59,0 +4,15
[eGFR] ml/min (zakres) (32,0-91,0)
Stezenie potasu w surowicy krwi mmol/L 3,93 £0,08

Dobowe wydalanie sodu mmol/24h

220,88 + 25,84

Stezenie hemoglobiny [Hb] g/d! 13,9+0,4
Liczba pacjentdw stosujgcych immunosupresje z inhibitorem kalcyneuryny

(CNI):

- cyklosporyng A (CsA) n (%) 5(27,8%)

- takrolimusem (TAC) n (%)

13 (72,2%)

Liczba chorych stosujgcych nastepujace protokoty immunosupresyjne:

- cyklosporyna A / mykofenolan mofetilu / metyloprednizolon n 4
- cyklosporyna A / mykofenolan mofetilu / prednizon n 1
- takrolimus / mykofenolan mofetilu / metyloprednizolon n 5
- takrolimus / mykofenolan mofetilu / prednizolon n 1
- takrolimus / mykofenolan mofetilu / prednizon n 3
- takrolimus / mykofenolan sodu / metyloprednizolon n 1
- takrolimus / mykofenolan mofetilu n 2
- takrolimus / prednizon n 1
Stezenie cyklosporyny A we krwi [CsA] ug/! 1229+1,6
Stezenie takrolimusu we krwi [TAC] ug/! 6,5+0,52
Nadcisnienie tetnicze (obecne / nieobecne) n 13/5
Srednie skurczowe ciénienie tetnicze krwi w gabinecie lekarskim

1309+2,4
[SBP] mmHg
Srednie rozkurczowe ciénienie tetnicze krwi w gabinecie lekarskim 82,3+1,7
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[DBP] mmHg
Srednia liczba dodatkowych lekéw hipotensyjnych stosowanych podczas
1,72+0,36
badania poza testowanymi blokerami uktadu RAA n
Liczba pacjentdw stosujgcych jednoczesnie inne leki hipotensyjne poza
blokerami uktadu RAA podczas badania:
1) bloker kanatu wapniowego: amlodypina n 8
2) bloker receptoréw aj-adrenergicznych: doksazosyna n 8
3) blokery receptoréw Bi-adrenergicznych:
- metoprolol n 5
- betaksolol n 2
- bisoprolol n 2
- atenolol n 1
4) bloker receptoréw a:- oraz Bi- i B-adrenergicznych: karwedilol n 1
5) diuretyk petlowy: furosemid n 5
Liczba pacjentdw stosujgcych inne leki hipotensyjne podczas badania
oprécz badanych w nastepujgcych ilosciach:
- brak innych lekéw n 6
-1lekn 2
-2lekin 2
-3lekin 6
-4 lekin 2

Powyzsze wartosci wyrazono jako srednia * standardowy btgd pomiaru (SEM)

lub jako $rednia geometryczna (z 95% przedziatem ufnosci) w przypadku UACR

Tabela 6. Podstawowa choroba nerek bedaca przyczyng PChN w stadium 5

Rozpoznanie Liczba chorych
(n=18)
Przewlekte ktebuszkowe zapalenie nerek (PKZN) — blizej 6 (33,3%)

nieokreslony typ histopatologiczny

Autosomalnie dominujgce
5(27,8%)
wielotorbielowate zwyrodnienie nerek (ADPKD)

46




Nefropatia nadci$nieniowa (NN) 3(16,7%)

Nefropatia IgA (IgAN) 2 (11,1%)
Nefropatia zaporowa 1(5,6%)
Przewlekta niewydolnos$¢ nerek (PNN) o niejasnej etiologii 1(5,6%)

Schematy immunosupresyjne uczestnikdéw badania zostaty przedstawione w tabeli 5.

Zgodnie z zaftozeniem badania podstawg leczenia immunosupresyjnego byt inhibitor
kalcyneuryny (CNI) i glikokortykoidy. Odpowiednio u 5 chorych (27,8%) pacjentéw stosowano
terapie z udziatem cyklosporyny A, natomiast u pozostatych 13 chorych (72,2%) byto
prowadzone leczenie takrolimusem, natomiast glikokortykoidy przyjmowato 16 uczestnikow
(88,9%). Dawki CNI pozostaty niezmienione przez caty czas prowadzonego badania.

Sposrdéd 18 badanych, az 17 otrzymywato lek antyproliferacyjny: mykofenolan mofetilu

(MMF) lub mykofenolan sodu (MPS).

Leczenie nerkozastepcze przed obecng TN

Sredni okres dializoterapii uczestnikéw badania przed TN wynosit 18,2 + 3,7 miesiecy,
w tym czworo pacjentéw (22,2%) otrzymato wyprzedzajgce przeszczepienie nerki, z czego
troje od dawcéw zmartych, a jedna osoba od dawcy zywego. Sredni czas po transplantacji
wynosit 54,1 + 8,4 miesigce. Troje pacjentdéw byto po retransplantacji (16,67%), z czego dwoje
chorych otrzymato pierwszy przeszczep od spokrewnionego dawcy, ktére funkcjonowaty 7i 8
lat, trzeci biorca oba przeszczepy otrzymat od dawcow zmartych (pierwszy funkcjonowat 12
lat). Rozine byty przyczyny pdinej utraty pierwszego przeszczepu u tych pacjentow:
mikroangiopatia zakrzepowa pod postacig rozwinietego de novo zespotu hemolityczno-
mocznicowego (HUS), zwigzanego z leczeniem cyklosporyng A u jednej pacjentki, w drugim
przypadku byt to nawrdt nefropatii IgA. Natomiast u trzeciego chorego po pierwszej
transplantacji nie udato sie ustali¢ przyczyny utraty przeszczepionego narzadu. Sposréd 18

uczestnikéw badania, u trzech pacjentéw stwierdzano DGF.
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1) Nikotynizm
Przed TN 8 pacjentéw palito papierosy, a Sredni czas palenia przed TN oszacowany dla
8 palacych wynosit okoto 10,7 + 3,3 paczkolat (w zakresie od 3 do 30 paczkolat). Analizujac
nikotynizm w grupie 18 badanych, jeden pacjent nadal palit papierosy po TN, jednakze przed

TN byt on osobg palgcg od ponad 30 lat.

2) Nadcisnienie tetnicze (NT) oraz stosowane leki hipotensyjne

Nadcisnienie tetnicze (NT) stwierdzono u 13 pacjentéw (72,2%). W badanej grupie
chorych u 12 stwierdzano nadcisnienie przed TN, a w przypadku jednego pacjenta byto to
nadcisnienie potransplantacyjne. Wszyscy chorzy mieli dobrg kontrole cisnienia tetniczego,
przy czym jedna pacjentka ze zdiagnozowanym NT nie wymagata przyjmowania lekow
hipotensyjnych. Srednia warto$¢ SBP przed wiaczeniem do badania wynosita 130,9 + 2,4
mmHg, a DBP 82,6 £ 1,7 mmHg.
W zwigzku z powyzszym, u 6 pacjentdw podczas catego okresu follow-up jak wspomniano
stosowano jedynie leki badane, natomiast pozostali 12 chorzy przyjmowali takze inne leki
przeciwnadci$nieniowe, ktorych dawki dostosowano na etapie skriningu i nie zmieniono ich
az do zakonczenia badania.
Srednia liczba lekéw hipotensyjnych stosowanych podczas badania przypadajaca na kazdego
pacjenta wynosita 1,72 + 0,36, w tym 2 pacjentéw stosowato jeden lek hipotensyjny, 2
chorych przyjmowato dwa, 6 chorych trzy i 2 pacjentéw cztery leki hipotensyjne.
Stosowane leczenie hipotensyjne zostato szczegétowo przedstawione w tabeli 5.
Oprocz przedstawionych lekéw hipotensyjnych czterech pacjentéw przyjmowato statyny

(trzech - atorwastatyne i jeden — simwastatyne).

3) Przyczyna PChN stadium 5
Etiologia przewlektej choroby nerek (PChN) pacjentéw wigczonych do badania zostata
przedstawiona w tabeli 6. Pierwotng chorobg nerek, ktéra doprowadzita do ich schytkowej
niewydolnosci byto u 8 chorych (44,4%) przewlekte ktebuszkowe zapalenie nerek (PKZN).
Drugie miejsce zajmowato autosomalnie dominujgce wielotorbielowate zwyrodnienie nerek

(ADPKD), ktdre stwierdzano u 5 pacjentéw (27,8%).
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W 16,7% przypadkéw (u 3 badanych) zdiagnozowana zostata nadcisnieniowa choroba nerek,
natomiast u jednego pacjenta (5,6%) - PChN o niejasnej etiologii oraz u jednego chorego

(5,56%) — nefropatia zaporowa.

4) Ukonczenie badania

Sposréd 18 uczestnikow wtgczonych do badania, 16 (88,9%) ukonczyto je zgodnie z
protokotem (12 mezczyzn i 4 kobiety). Dwoje pacjentéw wykluczono z badania w trakcie jego
trwania, jednakze powodem nie byly dziatania niepozgdane prowadzonych terapii. Jednego
pacjenta wykluczono z powodu wzrostu Scr w przebiegu zakazenia uktadu moczowego (ZUM)
oraz choroby zakrzepowej zyt gtebokich lewej konczyny dolnej na podtozu zaburzen
krzepniecia obecnych przed wtaczeniem do badania. Natomiast drugi chory zrezygnowat z
dalszego udziatu w badaniu (w trakcie przyjmowania aliskirenu) z powoddw osobistych -

trudnosci z przybyciem na kolejng wizyte kontrolna.

3. Schemat badania
Preskrining: posrod pacjentéw Poradni Nefrologicznej Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego (UCK) w Gdansku oznaczono albuminurie, oceniono kryteria witgczenia do

badania i wykluczajgce u wszystkich pacjentdéw spetniajacych warunki wstepne.

Okres skriningu (run-in): rozpoczecie badania byto poprzedzone 8 tygodniowym okresem, w
trakcie ktérego skorygowano dawki dotychczas przyjmowanych lekéw hipotensyjnych i
pozostaty one juz niezmienione do konca badania. Celem tej fazy byto utrzymanie cisnienia

tetniczego krwi £140/90 mmHg.

Randomizacja
e Posrdd pacjentdw spetniajgcy kryteria wtgczenia do badania dokonano randomizacji

do terapii wedtug dwdch sekwencji (rycina 4):

Sekwencja I: Aliskiren 150 mg — Placebo — Losartan 50 mg
Sekwencija ll: Losartan 50 mg — Placebo — Aliskiren 150 mg
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e Aktywne leczenie: badanie sktadato sie z 3 okresdw leczenia, z ktérych kazdy trwat 8
tygodni. Okresy leczenia nastepowaty po sobie wedtug dwéch sekwencji

przedstawionych powyzej oraz na rycinie 4.

Rycina 4. Protokot badania

h

1 1 ll

8 tygodni " 8tygodni " 8 tygodni

& tygodni

B = BMN=-—Z200Z»3

l Gtowne wizyty kontrolne plus ABPM (na etapie randomizacji bez ABPR)
l, Wizyty bezpieczenstwa {* tylko domowa kontrola cisnienia tetniczego krwi)

Wizyta ,,0” randomizacyjna, podczas ktérej witgczono jedng z dwdch, losowo przydzielonych
sekwencji terapeutycznych, zgodnie z protokotem randomizacji (rycina 4), obejmujaca

poczgtkowo aktywng terapie (aliskirenem lub losartanem).

Wizyty kontrolne (1, Il i Ill) odbywaty sie w ostatnim dniu trwania danej terapii (aliskirenem,
losartanem, jak tez placebo), po przeprowadzeniu w dniu poprzedzajgcym wizyte badan
laboratoryjnych oraz ABPM.

Plan wizyty kontrolnej obejmowat:

= \Wykonanie panelu badan laboratoryjnych: morfologia krwi obwodowej; Scr wraz z
wyliczonym eGFR CKD-EPI, minimalnego stezenia (Co) CsA lub TAC; stezenia potasu w
surowicy krwi oraz sodu w dobowej zbiérce moczu (DZM)

* Przygotowanie porannej prébki moczu do zamrozenia celem oznaczenia: N-acetylo-B-D-
glukozaminidazy (NAG), transformujgcego czynnika wzrostu B-1 (TGF-f1), 8-epi-

prostaglandyny-Fq; 8-EPI-PGF,q (izoprostany) oraz oznaczenia UACR
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=  ABPM

=  \Wypetnienie kwestionariusza potencjalnych dziatan niepozgdanych ,de novo”
prowadzonych terapii

= \Wydanie pacjentowi zgodnie z protokotem badania opakowania z lekiem (probki
zaslepione)

= Standardowa wizyta z badaniem podmiotowym i przedmiotowym pacjenta.

Wizyta , bezpieczenstwa”

Dodatkowo po tygodniu od kazdej wizyty gtéwne] przewidziana byta obligatoryjna wizyta
,bezpieczenstwa” obejmujgca wykonanie nizej wymienionych badan oraz kontakt
telefoniczny lub osobisty z badaczem.

Cele wizyty ,bezpieczenstwa” to:

= Kontrola cisnienia tetniczego krwi (BP) - jesli nie uzyskano BP < 130/80 mmHg
dokonywano korekty leczenia hipotensyjnego (ewentualna modyfikacja dawki
dihydropirydynowych blokeréw kanatu wapniowego (CCB) i/lub dotgczenie doksazosyny.
Protokot badania nie pozwalat na modyfikacje dawek lekéw stosowanych przed
wtgczeniem do badania (B-bloker, nie-dihydropirydynowy antagonista wapnia,
diuretyki)

= (Oznaczenie Scr oraz potasu w surowicy krwi

= Konsultacja powyzszych wynikdw badan, majgca na celu zapewnienie regularnego

nadzoru klinicznego i laboratoryjnego nad pacjentem.

Stosowane leczenie

Przygotowania placebo oraz zaslepienie wszystkich lekdw dokonano w Zakfadzie Farmacji

Stosowanej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Randomizacje przeprowadzono zgodnie z wygenerowang przez osobe spoza zespotu
badawczego, listg randomizacji. Do listy randomizacji przypisywano pacjentéw wedtug
kolejnosci wtgczania ich do badania. Dane randomizacji utrzymywano w tajemnicy az do
momentu zakonczenia badania oraz odslepienia badanych preparatéw. Identyfikacja przez

pacjentéw lekdw badanych oraz placebo byfa uniemozliwiona na skutek identycznych
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opakowan etykietowanych literami (A, B, C), co prezentuje rycina 5. Opakowania A i B

zawieraty substancje czynng, odpowiednio aliskiren i losartan, a opakowanie C placebo.

We wszystkich fazach gtéwnych badania zalecano pacjentom codzienne przyjmowanie po
jednej tabletce wydanego leku o tej samej porze w godzinach porannych, po positku,
popijajac woda.

Uczestnicy badania zostali poinformowani o koniecznosci ograniczenia i utrzymania statego
spozycia sodu przez caty okres badania.

Pacjenci byli proszeni o zwrot opakowania z niezuzytymi tabletkami po kazdym 8
tygodniowym okresie terapii i na tej podstawie oceniono przestrzeganie zalecen

(adherence).

Rycina 5. Leki zastosowane w badaniu klinicznym — forma zaslepienia lekéw i placebo

WY NIE WYLACZNIE
BoUNT® . boutmu ~ wveacave
S RAARLCY t H wumczul:g: E W BADANIACH
KLINICZNYCH g ic i
|

* KLINICZNYCH
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Metodyka

24-godzinna ambulatoryjna kontrola cisSnienia tetniczego krwi (ABPM)

Do pomiaréw ABPM zastosowano atestowany rejestrator Mobil-O-Graph NG (wersja 20;
I.E.M., Stolberg, Niemcy). Cisnienie tetnicze krwi mierzono automatycznie w odstepach 15 -
minutowych w ciggu dnia (od 07:00 do 22:00) oraz co 45 minut w nocnym przedziale
czasowym (od 22:00 do 07:00). Dla uzyskania powtarzalnosci wynikéw zawsze stosowano

urzgdzenie o tym samym numerze dla konkretnego pacjenta, mankiet natomiast zaktadany
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byt na jednakowg strone ciata przez caty okres badania. Analizy wynikéw dokonano przy

pomocy oprogramowania HMS Clint — Server 1.2 I.LE.M. GmbH*°,

Badania laboratoryjne

Standardowe metody laboratoryjne

Morfologie krwi obwodowej, stezenie (Co) CsA lub TAC, Scr (na podstawie, ktérego
wyliczano eGFR z uzyciem wzoru CKD-EPI) i potasu w surowicy krwi oraz sodu w DZM
oznaczono zgodnie ze schematem badania standardowymi metodami uzywanymi w
Centralnym Laboratorium Klinicznym (CLK) Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w
Gdansku (Aneks — tabela 16). Krew do tych badan pobierano rano, na czczo przy uzyciu
zamknietego systemu prézniowego BD Vacutainer®

Oznaczenia aktywnosci  N-acetylo-B-D-glukozaminidazy (NAG) oraz stezen
transformujgcego czynnika wzrostu B-1 (TGF-B1), izoprostandw, czyli 8-epi-prostaglandyny-
F2a (8-EPI-PGF2q) i wskaznika albuminy do kreatyniny (UACR) w porannej probce moczu
dokonano trzykrotnie (na koniec gtéwnych faz badania), natomiast UACR oznaczono takze w
momencie randomizacji. Badania te wykonano w Laboratorium Zaktadu Zywienia Klinicznego
i Diagnostyki Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego po zakoriczeniu
wszystkich faz badania. Materiat do badania, po uprzednim wirowaniu prébek moczu przy
predkosci 3500 obrotéw/minute przez 5 minut w temperaturze pokojowej i pobraniu
supernatantu, zamrozony i przechowywany byt w temperaturze -70°C do czasu

przeprowadzenia powyzszych analiz.

Parametry oznaczone w Laboratorium Zaktadu Zywienia Klinicznego i Diagnostyki
Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego:
Albuminuria

Stezenie albuminy w porannej prébce moczu oznaczono za pomocg metody
immunochemicznej fazy ptynnej - immunoturbidymetrycznej z uzyciem autoanalizatora
Hitachi 704 i zestawu odczynnikowego firmy Roche. Do prébki moczu dodano przeciwciata
przeciwko ludzkiej albuminie, uzyskujgc w rezultacie wytrgcenie nierozpuszczalnych
komplekséw i zmetnienie srodowiska. Wyktadnikiem stezenia alboumin w moczu byt pomiar

absorbancji przy dtugosci fali A = 340 nm. Stezenie albuminy byto standaryzowane wobec
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stezenia kreatyniny, oznaczonej w tej samej probce moczu, uzyskujgc wskaznik stezenia

albuminy do kreatyniny (UACR) wyrazony w mg/g kreatyniny.

Stezenie kreatyniny w moczu (Ucr)

Do oznaczenia stezenia kreatyniny zastosowano kolorymetryczng, kinetyczng,
zmodyfikowang metode Jaffe'go bez odbiatczania, wykorzystujgcg tworzenie sie barwnego
kompleksu kreatyniny z kwasem pikrynowym w S$rodowisku alkalicznym. Zastosowano
zestaw odczynnikowy firmy Roche oraz autoanalizator Hitachi 704. Intensywnosc
zabarwienia przy dtugosci fali A = 570 nm byta proporcjonalna do stezenia kreatyniny w

prébach badanych.

Aktywnosé N - acetylo - B - D - glukozaminidazy (NAG)

Do oznaczenia aktywnosci powyzszego parametru w porannej prébce moczu, w serii
niejednoczesnej zastosowano metode spektrofotometryczng opracowang i zmodyfikowang
przez zespdt Prof. W. tysiak-Szydtowskiej*>°. W niniejszej pracy analizowano poranng prébke
moczu, aby unikng¢ m.in. potencjalnych interferencji domieszka nasienia u mezczyzn,
wplywajaca na aktywno$é NAG®?,

Zastosowang aparaturg pomiarowg byt fotometr EPOLL-2 z blokiem grzewczym o
temperaturze 37°C.

Zgodnie z ogdInymi zaleceniami wartosci NAG wyrazono jako IU/g kreatyniny.

Stezenie transformujgcego czynnika wzrostu B - 1 (TGF - B1)

Stezenie TGF-B1l w porannej probce moczu oznaczono w serii jednoczesnej przy
pomocy immunoenzymatycznego, kolorymetrycznego, komercyjnego testu ELISA fazy statej
typu ,,sandwich” (,,kanapkowy”), tzw. testu podwdjnego wigzania (Quantikine; R&D Systems,
Minneapolis, MN)*°2,

Wewnatrz- i zewnatrzlaboratoryjny wspoétczynnik zmiennosci (CV) wynosit
odpowiednio: 2,8% i 7,5%, natomiast zakres detekcji oznaczanego parametru miescit sie w
granicach od 1,7 do 15,4 pg/ml. Reakcje krzyzowe w zastosowanym tescie siegaty okoto 15%
(mogty one zachodzi¢ z ludzkim TGF-B1.2 oraz zwierzecym TGF-B1 t.j.: Swinskim, mysim,
szczurzym czy psim). Stezenie TGF-B1 wyrazono w pg/mg kreatyniny oznaczonej w tej samej

probce moczu.
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Stezenie izoprostandw (8-epi-prostaglandyny-Fa; 8-EPI-PGF2q)

Stezenie izoprostandw w porannej probce moczu analizowano w serii jednoczesne;j
przy uzyciu kompetycyjnego, komercyjnego, immunoenzymatycznego testu fazy statej ELISA
(BIOXYTECH; OxisResearch, Foster City, CA)*3.

Absorbancja wszystkich préb badanych, jak tez serii standardéw zostata odczytana wzgledem
proby odczynnikowej (zerowej) przy A=450 nm przy uzyciu spektrofotometru DRG E-LIZA
MAT-3000 z automatycznym czytnikiem.

Krzywa kalibracyjna dla oznaczanego parametru zostata skonstruowana w oparciu o serie
standardéw (kalibratoréw). Stezenie prob badanych okreslono na podstawie wykreslonej
krzywej kalibracyjnej, po uprzednim odczytaniu absorbancji préb badanych wzgledem préby
zerowej (standardu o stezeniu 0 pg/ml) i pomnozeniu otrzymanego wyniku, odpowiednio
przez wartos¢ rozcienczenia.

Czutos¢ testu dla oznaczanego zwigzku (8-EPI-PGF,q) wynosita 100%. Test wykluczat
interferencje wskutek niespecyficznych wigzan, jednakze dopuszczat reaktywnos¢ krzyzowa
z: 94,11-PGF2q (4,1%); 13,14-dihydro-15-keto-PGF2q (3%); 94,11-PGF2q (<0,01%); PGFaq
(<0,01%); 6-keto-PGFia (<0,01%); PG E; (<0,01%); PG D2 (<0,01%) oraz z kwasem
arachidonowym (<0,01%). Stezenie izoprostandw wyrazono w ng/mg kreatyniny z tej samej
probki moczu.

Szczegdtowa metodologie powyzszych analiz zawarto w Aneksie.

Metody statystyczne

Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy licencjonowanej wersji
oprogramowania STATISTICA (wersja 10.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK).

Rozktad wartosci poszczegdlnych parametréw analizowano w celu sprawdzenia ich
podobienstwa do rozktadu normalnego przy uzyciu testu Shapiro-Wilka. Jednorodnos$é
wariancji natomiast zweryfikowano testem Levene'a. Ocena statystycznej zmiennosci réznic
pomiedzy zmiennymi zaleznymi, przeprowadzona zostata za pomocg parametrycznego testu
ANOVA (analiza wariancji) dla powtarzalnych pomiaréw. Dotyczyto to porédwnania rdznic
miedzy zmiennymi uzyskanymi po leczeniu aliskirenem 150 mg/d., losartanem 50 mg/d. i
placebo. Dalsze szczegdtowe analizy statystyczne przeprowadzono testami post-hoc z

korekta Bonferroni’ego dla sparowanych poréwnan.
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Dane z wczesniejszych badan, przeprowadzonych przez naszg Klinike, postuzyty do

oszacowania najmniejszej, wymaganej liczby chorych (minimalnej niezbednej wielkosci proby
badanej; ang. sample size calculation), biorgcej udziat w badaniu. Przewidywano, ze
wyjsciowa albuminuria (dobowe wydalanie albuminy; UAER) u chorych po TN bez jawnego
klinicznie biatkomoczu wyniesie 108 mg/24 h. Zaktadajac, ze uzyska sie 30% redukcje tego
parametru pod wptywem aliskirenu w poréwnaniu z placebo, oczekiwano obnizenie
albuminurii z wartosci 108 mg/24 h do 75,6 mg/24 h w efekcie terapii aliskirenem.
Zgodnie z powyzszymi wymogami, 12 pacjentow powinno ukoriczy¢ badanie, aby rdznice
uznac¢ jako znamienne statystycznie przy osiggnieciu = 80% mocy badania, na poziomie
statystycznej znamiennosci p < 0,05 i oczekiwanym odchyleniu standardowym 25 mg/24 h.
Grupa chorych, zrekrutowanych do badania klinicznego liczyta wiec 18 pacjentéw, zaktadajgc
mozliwos¢ ich rezygnacji z udziatu w trakcie badania m.in. z powodu wycofania przez nich
Swiadomej zgody na dalszy w nim udziat. Réznice uznano za istotne statystycznie przy p <
0,05 (dwustronne).

Réznice pomiedzy wigczeniem aktywnej terapii, po tygodniu jej stosowania dla
stezenia potasu i kreatyniny w surowicy krwi oraz wskaznika eGFR analizowano testem t-
Studenta dla préb zaleznych. Podobnie, testem tym oceniono wyzej wymienione réznice
(zmiany w czasie) obu aktywnych terapii rowniez w odniesieniu dla powyzszych parametrow.
Poréwnanie wystepowania dziatan niepozadanych po leczeniu aliskirenem 150 mg/dobe,
losartanem 50 mg/dobe i placebo dla zmiennych zaleznych dychotomicznych sprawdzono
przy pomocy nieparametrycznego testu Q-Cochrana.

Do oceny zaleznosci pomiedzy UACR, a SBP i DBP, zarowno w przypadku aliskirenu,
jak i losartanu uzyto regresji wielorakiej. Korelacje pomiedzy UACR, a SBP i DBP zbadano
rowniez testem istotnosci wspétczynnika korelacji Pearsona.

Ze wzgledu na rézng dystrybucje zmiennych - wartosci parametréw: UACR, NAG oraz
TGF-B1 przeksztatcono logarytmicznie przed analizg statystyczng i wyrazono jako srednie
geometryczne z 95% przedziatem ufnosci (Cl 95%), natomiast wyniki pozostatych analiz

wyrazono jako srednia arytmetyczna + standardowy btagd pomiaru (SEM).
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ROZDZIAL 4. WYNIKI

Wskaznik albumina/kreatynina w moczu (UACR)

Wykazano, ze terapia aliskirenem, jak rowniez losartanem spowodowata znamienne
statystycznie obnizenie UACR w porannej prébce moczu w porédwnaniu do placebo (analiza
post-hoc: p=0,032; p=0,04, odpowiednio).

Natomiast nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy w obnizeniu UACR pomiedzy
aliskirenem a losartanem (63,3 mg/g vs 64,8 mg/g). Wyniki te zostaty réwniez przedstawione

na rycinie 6 i w tabeli 7.

Rycina 6.

Wskaznik stezenia albumina/kreatynina (UACR) w poszczegoélnych fazach badania
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LOSARTAN 50 mg/d. T +£95% przedziat ufnosci

57



Catodobowe ambulatoryjne monitorowanie cisnienia tetniczego krwi (ABPM)

A) Srednie 24-godzinne skurczowe cisnienie tetnicze krwi (SBP)

Wykazano znaczacg statystycznie redukcje sredniego 24-godzinnego SBP w trakcie terapii
aliskirenem (analiza post-hoc: p=0,009), a takze losartanem (analiza post-hoc: p=0,003) w
poréwnaniu do placebo. Wartosci SBP wynosity odpowiednio, po terapii DRI: 124,9 + 2,9
mmHg vs po terapii ARA: 123,7 £ 2,6 mmHg vs po placebo: 129,8 + 2,0 mmHg. Nie
stwierdzono natomiast réznicy statystycznie znamiennej w wartosciach uzyskanych w profilu
dobowym skurczowego cisnienia tetniczego krwi pomiedzy aliskirenem a losartanem (ryc. 7).

B) Srednie 24-godzinne rozkurczowe cisnienie tetnicze krwi (DBP)

Roéwniez znamiennie nizsze srednie DBP osiggnieto w grupach stosujgcych aliskiren oraz
losartan wzgledem placebo (analiza post-hoc: p=0,003; p=0,0005, odpowiednio). DBP po
terapii aliskirenem wynosito: 82,4 + 1,8 mmHg vs po terapii losartanem: 81,3 + 1,4 mmHg vs
po placebo: 87,0 + 1,6 mmHg. Obie aktywne terapie natomiast nie rdznity sie w aspekcie DBP
pomiedzy sobg, co szczegdtowo przedstawiono na rycinie 7.

Rycina 7.

SBP i DBP uzyskane na podstawie ABPM podczas poszczegdélnych faz badania

24-godzinne skurczowe (SBP) i rozkurczowe (DBP) ci$nienie tetnicze krwi
150

I p<0.01 I
| p<0,01 |
140 | | NS II '
130
120 t
D110 |
IS
100
| p<0,001 |
| L
90 | % |
80 . % -
H SBP
B DBP
70 , . - o Srednia
ALISKIREN 150 mg/d. PLACEBO DSredniaiBfad std
LOSARTAN 50 mg/d. T Srednia+Odch.std
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Podsumowanie uzyskanych wynikoéw i graficzna prezentacja wybranych parametréow

po 8 tygodniowych okresach terapeutycznych

Tabela 7

Parametry kliniczne i biochemiczne podczas poszczegélnych faz badania

SBP [mm Hg] 124,9+2,94 123,7+2,64 129,8+2,0 p<0,01
DBP [mm Hg] 82,4+1,8* 81,3+1,43 87,0+1,6 p < 0,001
63,31 64,81 182,0
UACR [mg/g kreatyniny]
(31,2-95,4) (20,2 -109,4) (73,8—-290,0) p<0,05
Dobowe wydalanie sodu
261,3+19,9 12 211,0+17,5 217,4 £29,7 p<0,05
[mmol/24h]
Stezenie hemoglobiny [g/dl] 13,4+0,4" 13,3+0,4° 13,6 +0,4 p < 0,05
Stezenie kreatyniny NS
1,53+0,1 1,47+0,1 1,46 0,1
w surowicy krwi [mg/dl] (p=0,59)
NS
eGFR CKD-EPI [ml/min] 54,6 +4,7 56,8 +4,9 56,4 £ 4,6
(p=0,50)
Stezenie potasu w surowicy NS
4,25+0,49 4,16 £0,52 4,09 +0,24
[mmol/L] (p=0,59)
Stezenie cyklosporyny A NS
93,6 £10,2 107,1+13,6 113,7+14,1
we krwi [ug/l] (p=0,06)
Stezenie takrolimusu NS
6,6 £ 0,5 6,3+0,6 6,7+0,7
we krwi [ug/l] (p=0,05)

Wyniki wyrazono jako s$rednia

standardowy btad pomiaru (SEM) lub $rednia geometryczna (z 95%

przedziatem ufnosci) w przypadku UACR

NS - rdznica nieistotna statystycznie

p — poziom istotnosci statystycznej wyznaczony za pomoca testu ANOVA z powtarzanymi pomiarami

Poszczegdlne wartosci cisnienia tetniczego krwi (SBP, DBP) analizowano na podstawie ABPM
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1Znamienno$é w poréwnaniu do placebo (p < 0,05)
2Znamienno$¢ w poréwnaniu do losartanu (p < 0,05)
3Znamienno$¢ w poréwnaniu do placebo (p < 0,001)

4Znamienno$¢ w poréwnaniu do placebo (p < 0,01)

Zalezno$¢ pomiedzy redukcjg biatkomoczu a zmiang ci$nienia tetniczego krwi w trakcie

terapii aliskirenem i losartanem

Jak powyzej przedstawiono zmniejszenie albuminurii oraz cisnienia tetniczego (SBP i DBP)
podczas obu typow terapii byto znamienne wzgledem placebo, niemniej jednak w kolejnych
analizach (ponizej) wykazano, ze redukcja albuminurii byta niezalezna od zmian cisnienia

tetniczego krwi.

Test istotnosci wspotczynnika korelacji liniowej Pearsona nie wykazat istotnych statystycznie
korelacji pomiedzy UACR a skurczowym (SBP), ani rozkurczowym (DBP) cisSnieniem tetniczym

krwi, zarowno w przypadku terapii aliskirenem, jak i terapii losartanem.

Analiza korelacji pomiedzy UACR a cisnieniem tetniczym (SBP i DBP)

Tabela 8

Zaleznos$¢ pomiedzy UACR a SBP i DBP krwi po 8-tygodniowej terapii aliskirenem i losartanem

TERAPIA PARA ZMIENNYCH Fxy p
NS
UACR & SBP 0,381 (p=0,18)
Aliskiren
NS
UACR & DBP 0,326
’ (p=0,26)
NS
UACR & SBP 0,100
’ (p=0,72)
Losartan
UACR & DBP 0,104 NS
’ (p=0,71)

ry — wspotczynnik korelacji liniowej Pearsona

p — poziom istotnosci statystycznej
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UACR a zmiany cisnienia tetniczego (SBP i DBP) - analiza regresji wielorakiej
Zmienna zalezna: UACR po 8- tygodniowej terapii

Zmienna niezalezna: SBP po 8-tygodniowej terapii oraz DBP po 8-tygodniowej terapii
Tabela 9

Regresja wieloraka dla zmiennej zaleznej UACR w przypadku terapii aliskirenem

Podsumowanie regresji zmiennej zaleznej: UACR [mg/g]

R=0,44627619; R?=0,19916244; Popraw. R?=0,05355561
F(2,11)=1,3678; p<0,29478; Btad standardowy estymacji: 58,260

Wyraz wolny -344,37 254,75 -1,35 0,20358
SBP [mmHg] " 0,316 0,280 1,70 1,51 1,13 0,28333
DBP [mmHg] 0,242 0,280 2,44 2,82 0,86 0,40630

Wartosci testu t-Studenta t i odpowiadajgce mu poziomy prawdopodobieristwa p wskazuja,
ze parametry SBP i DBP oraz wyraz wolny nie sg istotne statystycznie (p>0,05). Oznacza to, ze

SBP jak i DBP nie majg wptywu na UACR w przypadku terapii aliskirenem.

Tabela 10

Regresja wieloraka dla zmiennej zaleznej UACR w przypadku terapii losartanem

Podsumowanie regresji zmiennej zaleznej: UACR [mg/g]

R=0,11672781; R?>=0,01362538; Popraw. R?= -----
F(2,12)=0,08288; p<0,92098; Btad standardowy estymacji: 92,543

Wyraz wolny -82,53 372,43 -0,22 0,82835
SBP [mmHg] " | 0,063 0,335 0,50 2,66 0,19 0,85514
DBP [mmHg] 0,071 0,335 1,09 511 0,21 0,83516




Wartosci testu t-Studenta t i odpowiadajgce mu poziomy prawdopodobienistwa p wskazujg,
ze parametry SBP i DBP oraz wyraz wolny nie sg istotne statystycznie (p>0,05). Oznacza to, ze

SBP, jak rowniez DBP nie majg wptywu na UACR w przypadku terapii losartanem.

Ocena funkcji wydalniczej nerek

Czynnos¢ przeszczepionej nerki wyrazana za pomocg Scr oraz na podstawie oszacowanego
wskaznika wielkosci filtracji ktebuszkowej (eGFR), obliczonego wedtug wzoru CKD-EPI
pozostata stabilna podczas wszystkich faz badania. eGFR wynosit odpowiednio, po terapii z
aliskirenem: 54,6 + 4,7 ml/min vs po terapii losartanem: 56,8 + 4,9 ml/min vs po etapie

placebo: 56,4 + 4,6 ml/min (NS; p=0,50), co prezentuje tabela 7.

Wykazano takze poréwnywalne wartosci kreatyninemii podczas 3 okreséw terapeutycznych.
Odpowiednio, po aliskirenie: 1,53 + 0,1 mg/dl vs po losartanie: 1,47 + 0,1 mg/dl vs po
placebo: 1,46 + 0,1 mg/dl (NS; p=0,59).

Stezenie potasu w surowicy krwi

Podczas trzech zastosowanych typdéw terapii obserwowano poréwnywalng kaliemie, i tak po
terapii DRI wynosita $rednio 4,25 + 0,49 mmol/L vs po terapii ARA 4,16 + 0,52 mmol/L vs po
placebo: 4,09 + 0,24 mmol/L (NS; p=0,59). U zadnego z pacjentéow nie odnotowano w trakcie

badania wzrostu stezenia potasu powyzej 5,5 mmol/L.

Dobowe wydalanie sodu

Stwierdzono istotne statystycznie rdznice w ilosci dobowego wydalania sodu pomiedzy
poszczegdlnymi okresami leczenia, co szczegdétowo przedstawia tabela 7. Podczas leczenia
aliskirenem obserwowano znamiennie wyzsze dobowe wydalanie sodu wzgledem terapii
losartanem (analiza post-hoc: p=0,034), jak rowniez wzgledem placebo (analiza post-hoc:

p=0,035).
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Stezenie inhibitoréw kalcyneuryny
Stezenie CsA, jak i TAC pozostawato niezmienne w trakcie trzech okreséw badania. Poziom
CsA po leczeniu aliskirenem wynosit: 93,6 + 10,2 pg/l vs po terapii losartanem: 107,1 + 13,6

ug/l vs po placebo: 113,7 + 14,1 pg/I (NS; p=0,06).

Natomiast stezenie TAC wynosito odpowiednio 6,6 + 0,5 pg/l (aliskiren) vs 6,3 + 0,6 pg/I
(losartan) vs 6,7 £ 0,7 pg/I (placebo) (NS; p=0,05).

Morfologia krwi obwodowej - ocena stezenia hemoglobiny

Znaczacy statystycznie, lecz nieistotny klinicznie, spadek stezenia hemoglobiny odnotowano
zarowno po terapii z udziatem aliskirenu, jak i losartanu (analiza post-hoc: p=0,033; p=0,047)
w odniesieniu do placebo. W efekcie poszczegdlnych terapii stezenie hemoglobiny wynosito
odpowiednio: 13,4 + 0,4 g/dl podczas stosowania aliskirenu vs 13,3 + 0,4 g/dl| po losartanie vs
13,6 + 0,4 g/dl po okresie placebo. Natomiast nie stwierdzono znamiennych statystycznie
réznic pomiedzy stosowaniem aliskirenu i losartanu w tym zakresie. Pomimo znamiennego
obnizenia sie stezenia hemoglobiny u zadnego z pacjentdw nie obserwowano objawow
niedokrwistosci, ani tez nie byto koniecznosci wdrozenia jej leczenia (u jednej pacjentki
podczas terapii losartanem zastosowano zelazo w postaci dozylnej, jednakze chora ta juz na

etapie randomizacji wykazywata nizsze od zakresu prawidtowego wartosci hemoglobiny)
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Wptyw badanych terapii na biomarkery uszkodzenia cewkowo-srédmigzszowego,

stresu oksydacyjnego i wtdknienia nerki przeszczepionej

Tabela 11

Wptyw aliskirenu i losartanu na drugorzedowe punkty koricowe badania

Aliskiren Losartan Placebo P
Parametr
(150 mg) (50 mg) ANOVA
Aktywnosc¢
2,76 2,081 3,17
N-acetylo-B-D-glukozaminidazy p<0,01

(1,82-3,69) (1,67-2,49)  (2,23-4,12)
[NAG] IU/g kreatyniny

8-epi-prostaglandyny-Faq NS
5,06 £0,49 5,20 £0,37 5,58 £0,59
[Izoprostany] ng/mg kreatyniny (p=0,85)

Transformujacy czynnik
5,48 5,09 6,76
wzrostu B-1 [TGF - 1] do NS
(2,79-8,18) (1,83 -38,34) (4,73 - 8,79)
stezenia kreatyniny pg/mg (p=0,43)

Wyniki wyrazono jako $rednia = standardowy btgd pomiaru (SEM) lub jako $rednia geometryczna (z
95% przedziatem ufnosci) w przypadku NAG i TGF — 31

NS - réznica nieistotna statystycznie

p — poziom istotnoSci statystycznej (wyznaczony za pomocg testu ANOVA z powtarzanymi
pomiarami)

1Znamienno$é w poréwnaniu do placebo (p < 0,01)

N-acetylo-B-D-glukozaminidaza (NAG) - wyktadnik uszkodzenia cewkowo-srédmiqgiszowego

Podczas obu aktywnych terapii wykazano zmniejszenie aktywnosci N-acetylo-B-D-
glukozaminidazy wzgledem placebo, jednakze tylko w przypadku losartanu rdznica ta byta
istotna statystycznie (analiza post-hoc: p=0,009). Terapia bezposrednim inhibitorem reniny
(DRI) obnizyta wydalanie z moczem NAG do wartosci 2,76 1U/g kreatyniny, a w trakcie
leczenia blokerem receptora AT: (ARA) wynosito 2,08 IU/g kreatyniny, natomiast po
stosowaniu placebo aktywnos¢ NAG wynosita 3,17 1U/g kreatyniny. Oba typy terapii
blokujgcej RAAs nie réznity sie wzgledem siebie w tym aspekcie, nie wykazujgc wobec siebie

znamiennosci statystycznej, co ukazano na rycinie 8 i w tabeli 11.
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Rycina 8.
Poréwnanie zmian aktywnosci N-acetylo-B-D-glukozaminidazy (NAG) w moczu podczas terapii

aliskirenem i losartanem oraz placebo

N-acetylo-B-D-glukozaminidaza (NAG)

| NS |

457 | p<0.01
. NS |

40t

357

[IU/g]

30 ¢t

25} _

20

ALISKIREN 150 mg/d. PLACEBO o Srednia geometryczna
LOSARTAN 50 mg/d. T £95% przedziat ufnosci

Izoprostany (8-epi-prostaglandyny-F.,; 8-EPI-PGF,) - wyktadnik stresu oksydacyjnego

Wydalanie z moczem izoprostanéw byto nizsze w trakcie terapii aliskirenem i losartanem, w
odniesieniu do placebo (rycina 9 i tabela 11), niemniej réznice te nie byty statystycznie
znamienne. Aktywne terapie takze nie rdznity sie istotnie w ocenianym parametrze

wzgledem siebie.
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Rycina 9.

Wptyw zastosowanych terapii na wydalanie z moczem izoprostandéw (8-EPI - PGF,,)

Izoprostany (8-EPI-PGF )

10 - .
| NS |
9t | NS |
| NS |

[ng/mg]
o

4 I ——
3 L
2 ; : ' o Srednia
ALISKIREN 150 mg/d. PLACEBO ] SredniaiBiad std
LOSARTAN 50 mg/d. T Srednia+Odch.std

Transformujqcy czynnik wzrostu B - 1 (TGF-B1) - wyktadnik wtéknienia graftu

Zaréwno aliskiren, jak i losartan zmniejszaty wydalanie z moczem TGF-B1, jednak trend ten
nie wykazywat istotnosci statystycznej. W trakcie terapii aliskirenem uzyskano wartosc 5,48
pg/mg kreatyniny vs w wyniku leczenia losartanem 5,09 pg/mg kreatyniny, natomiast po
placebo: 6,76 pg/mg kreatyniny (NS; p=0,43). Nie obserwowano istotnych réznic pomiedzy
aliskirenem, a losartanem w tym zakresie. Wyniki przedstawiono takze na rycinie 10 oraz w

tabeli 11.
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Rycina 10.

Woptyw aliskirenu i losartanu na wydalanie z moczem TGF—31

Transformujgcy czynnik wzrostu - 1 (TGF-1)

| NS |
10 | NS |
| NS |
8l —_—
1]
g
E 6
— 1]
1]
4 -
2 I ——
ALISKIREN 150 mg/d. PLACEBO o Srednia geometryczna
LOSARTAN 50 mg/d. T +95% przedziat ufnosci

Monitorowanie profilu bezpieczenstwa i tolerancji zastosowanych terapii

Wptyw zastosowanych lekdw na stezenie potasu i kreatyniny w surowicy krwi oraz
oszacowany wskaznik filtracji ktebuszkowej (eGFR) po 7 dniach trwania terapii — ocena

bezpieczeristwa prowadzonego leczenia

Tabela 12

Podsumowanie zmian gtéwnych parametréw laboratoryjnych w czasie trwania badania

eGFR CKD-EPI NS NS
57,5+4,2 | 62,1+5,9 | 58,2+4,9 | 60,5+5,0

[ml/min] (p=0,33) | (p=0,36)
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NS NS
1,43+0,1 | 1,33+0,1 | 1,43+0,1 | 1,37+0,1

Scr [mg/dl] (p=0,59) | (p=0,37)
Stezenie potasu
4,04 + 4,33 + 3,98 + 4,35+
w surowicy krwi p<0,01 | p<0,001
0,08 0,09 0,07 0,10

[mmol/L]

Dane wyrazono jako srednia + standardowy btad pomiaru (SEM)

A - wyniki w momencie wigczenia aliskirenu (150 mg/d.)

A*- wyniki po tygodniu stosowania aliskirenu

B - wyniki w momencie wtgczenia losartanu (50 mg/d.)

B*- wyniki po tygodniu stosowania losartanu

NS - rdznica nieistotna statystycznie

p - poziom istotnosci statystycznej (wyznaczony testem t — Studenta dla préb zaleznych)

Tabela 13

Zmiana stezenia kreatyniny i potasu w surowicy oraz wskaznika filtracji ktebuszkowej po 7

dniach od wigczenia leczenia

eGFR CKD-EPI NS
2,43+2,38 1,47 £+ 1,54
[ml/min] (p=0,57)
NS
Scr [mg/dl] - 0,03 £ 0,05 -0,04 +0,04
(p=0,81)

Stezenie potasu
NS
w surowicy krwi 0,32+0,08 0,36 + 0,06

(p=0,60)
[mmol/L]

Dane wyrazono jako srednia + standardowy btgd pomiaru (SEM)
NS - réznica nieistotna statystycznie
p - poziom istotnosci statystycznej (wyznaczony testem t — Studenta dla préb zaleznych)

Stwierdzono znamienny statystycznie wzrost stezenia potasu w surowicy krwi

pomiedzy wartosciami uzyskanymi przed wtgczeniem oraz po tygodniu stosowania kazdej
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aktywnej terapii (odpowiednio: w przypadku aliskirenu p<0,01, jak i losartanu p<0,001), co

obrazuje rycina 11A. oraz tabela 12.

Nie stwierdzono natomiast istotnych statystycznie rdéznic w Scr oraz eGFR pomiedzy
wartosciami uzyskanymi na etapie wtaczenia oraz po tygodniu stosowania obu aktywnych
terapii (rycina 12A. i 13A. oraz tabela 12). Nie stwierdzano réwniez znamiennosci
statystycznej dotyczgcej réznic wartosci (przed wtgczeniem leku i po tygodniu terapii) w
zakresie stezenia potasu, kreatyniny w surowicy, ani eGFR (p>0,05) pomiedzy aliskirenem a
losartanem, co przedstawiono na rycinach 11B., 12B., 13B. oraz w tabeli 13.

Rycina 11.

Zmiany stezenia potasu w surowicy krwi podczas aktywnych terapii aliskirenem i losartanem

Rycina 11A. Stezenie potasu w surowicy przed wtaczeniem i po tygodniu terapii

Stezenie potasu w surowicy krwi

4.8
4.6
p<0,01 p<0,001
4.4
- o
<
S 42
€
E
4,0 .
3,8
H Wiaczenie terapii
€L Bl Po tygodniu terapii
o Srednia
36 O Srednia+Btad std
ALISKIREN 150 mg/d. LOSARTAN 50 mg/d.

T Srednia+Odch.std
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Rycina 11B. Zmiana stezenia potasu w surowicy przed wigczeniem i po tygodniu terapii

A stezenia potasu w surowicy krwi
po tygodniu terapii

0,7

0,5
NS

04

0,3

[mmol/L]

0,2

0,0 —

o Srednia
-0,1 [] Srednia+Btad std
ALISKIREN 150 mg/d. LOSARTAN 50 mg/d. T Srednia+Odch.std

Rycina 12.
Zmiany Scr podczas terapii aliskirenem i losartanem

Rycina 12A. Scr przed wigczeniem i po tygodniu terapii
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[mg/dl]

1,9
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1,1

1,0

0,9

Stezenie kreatyniny w surowicy krwi

NS

NS

ALISKIREN 150 mg/d.

LOSARTAN 50 mg/d.

Rycina 12B. Zmiana Scr przed witgczeniem i po tygodniu terapii

[mg/dl]
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A stezenia kreatyniny w surowicy krwi
po tygodniu terapii

B Wiaczenie terapii
Bl Po tygodniu terapii
o Srednia

0 SredniaBtad std
T SredniazOdch.std

NS

o Srednia
[0 Srednia+Btad std

ALISKIREN 150 mg/d.

LOSARTAN 50 mg/d.

T SredniatOdch.std
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Rycina 13.

Wskaznik filtracji ktebuszkowej (eGFR wg CKD-EPI) po tygodniu od rozpoczecia leczenia aliskirenem

i losartanem

Rycina 13A.

Wartosci eGFR wg CKD-EPI po tygodniu od rozpoczecia terapii aliskirenem i losartanem

[ml/min]

90

80 t

70 t

60 t

50 t

40 |

30

eGFR wg CKD-EPI

NS

NS

ALISKIREN 150 mg/d.

LOSARTAN 50 mg/d.

H wWiaczenie terapii
Bl Po tygodniu terapii
o Srednia

0 SredniaBtad std
T Srednia+Odch.std
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Rycina 13B.

Rdznice wartosci eGFR wg CKD-EPI po tygodniu od rozpoczecia terapii aliskirenem i losartanem

A eGFR wg CKD-EPI
po tygodniu terapii
14 .

12

10

[ml/min]

o Srednia
-8 [1 Srednia+Btad std
ALISKIREN 150 mg/d. LOSARTAN 50 mg/d. I Srednia+Odch.std

Subiektywne objawy kliniczne

Jak wynikato z informacji uzyskanych z kwestionariusza wystepujacych de novo dziatan
niepozadanych, bedacych skutkiem ubocznym stosowanych terapii, zaréwno aliskiren, jak i
losartan byty dobrze tolerowany przez pacjentdw po TN. Dziatania niepozgdane wystepujace
de novo w trakcie stosowania powyzszej terapii zgtaszane przez pacjentdw, przedstawiono w
tabeli 14. Nie stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy aktywnymi terapiami a
placebo w czestosci wystepowania dziatan niepozgdanych (suchy kaszel, wysypka, swiad,
zaburzenia zotgdkowo-jelitowe, obrzeki, dysfunkcje seksualne, pogorszenie nastroju,

bezsennos¢, koszmarne sny, uczucie zmeczenia).

Kwestionariusz dziatan niepozgdanych wypetniano zaréwno na etapie randomizacji, czyli
przed wtgczeniem terapii oraz w ostatnim dniu trwania kazdej aktywnej terapii i placebo.

Umozliwito to $ciste raportowanie wystepowania dziatan niepozgdanych de novo w efekcie
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prowadzonej terapii i réznicowania ich np. z dziataniami niepozgdanymi przede wszystkim

stosowanej immunosupresji, czyli ocene rzeczywistej tolerancji badanego leku.

Tabela 14
Dziatania niepozgdane wystepujace de novo zglaszane przez pacjentow w trakcie

przyjmowania badanych lekéw

. ALISKIREN LOSARTAN
RODZAJ OBJAWOW (150 mg/d.) (50 mg/d.) PLACEBO P

Wysypk 1 0 0 iy
ysypka (p=0,39)
$wiad 0 : ! y
wig (p=0,61)
Zab ia zotadk jelit 1 2 1 N>
aburzenia zotagdkowo-jelitowe
3 | (p=0,61)
Kaszel (such 0 2 1 iy
aszel (suchy) (p=0,37)
Dysfunkcje seksual 1 1 2 iy
ystunkcje seksualne (p=0,61)
P ie nastroj 0 1 2 NS
ogorszenie nastroju (p=0,22)
B ) . ; . NS
ezsennosc (p=0,37)
) . . 0 NS
oszmarne sny (p=0,61)
Z | ; ) . NS
meczenie (p=0,25)
Obrzeki obwod 0 0 2 iy
rzeki oowodowe (p=0,37)

Wartosci oznaczajg liczbe chorych, u ktérych wystapit okreslony symptom podczas poszczegdlnej fazy
badania.

NS - réznica nieistotna statystycznie

p — poziom istotnosci statystycznej (wyznaczony za pomocg testu Q - Cochrana)
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ROZDZIAL 5. DYSKUSJA

Nieustannie poszukuje sie nowych i skuteczniejszych strategii farmakologicznej
nefroprotekcji, aby uzyskaé lepsze dtugoterminowe wyniki przezycia nerki przeszczepionej,
poprzez skuteczne spowalnianie postepu uszkodzenia graftu®®°3125154 Wydtuzenie czasu
przezycia przeszczepionej nerki, a tym samym odsuniecie nawet o kilka lat koniecznosci
powrotu na dialize, pozwala na dtuzsze przezycie chorych w lepszym komforcie'01>18,

Farmakologiczna blokada ukfadu renina-angiotensyna-aldosteron (RAAs) jest dobrze
udowodnionym postepowaniem nefroprotekcyjnym w przypadku przewlektej choroby nerek
wtasnych (PChN) i chociaz w wiekszosci przypadkdéw niemozliwe jest catkowite zatrzymanie
progresji choroby do schytkowej niewydolnosci nerek (ESRD), mozna jg jednak skutecznie
op6zni¢>1>3°687.109 W przypadku chorych po przeszczepieniu nerki (TN), dowody na
skutecznos¢ farmakologicznej nefroprotekcji s mniej liczne oraz oparte na badaniach
obejmujgcych znacznie mniejsze populacje chorych. Biorgc jednak pod uwage
patomechanizm dziatania tych grup lekdw, mozna oczekiwa¢, ze w nastepnych latach
farmakologiczna blokada RAAs stanie sie standardem przynajmniej dla niektérych chorych
po transplantacji nerki®>6%118128140  postylowaé mozna, iz poprzez wczesng i
wielokierunkowg nefroprotekcje, zaréwno farmakologiczng, jak i niefarmakologiczng,
mozliwe jest zmniejszenie ryzyka rozwoju oraz zwolnienie tempa progresji PDNP®87%
145,155,156.

Standardem postepowania renoprotekcyjnego w PChN, zwtaszcza przy wspdtistnieniu
biatkomoczu, jest obecnie stosowanie inhibitorow enzymu konwertujacego angiotensyne |
(IKA) lub blokeréw receptora ATi dla angiotensyny Il (ARA). Tego typu postepowanie
nefroprotekcyjne ma pewne wady, ktére wynikajg po czesci z dziatan niepozadanych, jak
réwniez z braku catkowitej blokady RAAs przy ich zastosowaniu>*°%67.8688157  prgpy
wzmocnienia blokady RAAs poprzez uzycie dwdch lub trzech lekéw o rdézinych punktach
dziatania, zwigzane byly z nasileniem niebezpiecznych dziatan niepozadanych i nie sg obecnie
zalecane (dowodz3 tego takie badania jak ONTARGET, ALTITUDE czy VA-NEPHRON-D >%6>%),
stad tez poszukiwanie innych metod skutecznej farmakologicznej nefroprotekcji przy
zminimalizowaniu jej dziatan niekorzystnych. Wobec wprowadzenia na rynek nowej grupy

lekow, jakimi sg bezposrednie inhibitory reniny (aliskiren), pojawity sie pewne nadzieje w
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tym aspekcie, co bytlo powodem podjecia przez nas préby oceny aliskirenu w aspekcie
mozliwosci nefroprotekcyjnych i potencjalnych zagrozen.

Problemy zwigzane z niedostateczng blokadg RAAs w trakcie stosowania IKA lub ARA
wynikajg z kilku mechanizméw. Czynniki genetyczne i zwigzany z tym polimorfizm genéw
oraz rasa sg niemodyfikowalnymi czynnikami powodujgcymi osobniczg odpowiedZz na
zastosowane leki*®°1132158  7a0bserwowano réwniez, ze oporno$é na leczenie dotyczy
przewaznie obu grup lekdw rownoczesnie, tak wiec pacjenci, u ktérych nie uzyskujemy
zmniejszenia biatkomoczu podczas terapii IKA, nie odpowiadajg z reguty takze na leczenie
ARA™8, Ponadto, inng przyczyng braku w petni satysfakcjonujgcych wynikéw leczenia moze
by¢ fakt istnienia lokalnych (tkankowych) uktadéw RAA, gdzie mozliwo$¢ dziatania lekdw jest
ograniczona®. Odrebnym problemem jest problem ztozonosci uktadu RAA i licznych sprzezen
zwrotnych wystepujacych na réznych jego poziomach (rycina 2)°915%160 Stad tez blokowanie
dziatania Ang Il na poziomie receptoréw ATi, powoduje kompensacyjne zwiekszenie syntezy
reniny z rownoczesnym wzrostem aktywnosci reninowej osocza (ARO), skutkujgce tym, ze
ograniczona moze zostaé skuteczno$é tych lekéw (tabela 15)°4%°, Przedtuzona terapia tymi
lekami moze skutkowac gromadzeniem sie Ang | oraz Ang Il i kompetycyjnym przetamaniem
blokady receptoréow ATi. Podobna sytuacja dotyczy IKA w odniesieniu do blokady enzymu
konwertujgcego Ang |. W efekcie u znacznego odsetka pacjentow (nawet do 50%),
dtugotrwale stosujgcych leki tych grup, obserwowane jest zmniejszenie sity ich dziatania po
poczgtkowo dobrej odpowiedzi terapeutycznej i stopniowy powrdt stezenia Ang Il i
aldosteronu do wartosci wyjsciowych sprzed witgczenia terapii antagonistg uktadu RAA (tzw.
,unik aldosteronowy”; ang. aldosterone esscape phenomenon)®888119.158 \W praktyce
klinicznej moze to oznacza¢ opornos¢ na stosowany lek, przy czym wieksze znaczenie to ma
w przypadku stosowania IKA anizeli ARA>>7310%  Stosowanie bezposredniego inhibitora
reniny — aliskirenu, w przeciwienstwie do innych lekéw blokujgcych RAAs nie powoduje

»Zjawiska ucieczki”, o czym szerzej w dalszej czesci dyskus;jit6-162,
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Tabela 15

Wplyw lekéw blokujgcych uktad RAA na stezenie proreniny/reniny, aktywnos¢ reninowg

osocza (PRA) oraz steienie angiotensyny 1ill (Ang i ll)

Leki Prorenina/Renina PRA Ang | Ang 1l
Diuretyki I I I '
beta-blokery || || il |
AcCE 11 11 i |
ARA It i 1l 111
Aliskiren I I ' I l l I l

Charakterystyka bezposredniego inhibitora reniny (DRI) — aliskirenu

Aliskiren jest pierwszym i jak dotychczas jedynym przedstawicielem bezposrednich
inhibitorow reniny, ktory udato sie opracowaé w stabilnej, aktywnej postaci przy podaniu
doustnym w 2003 roku. Zostat on zarejestrowany oraz dopuszczony przez FDA (Food and
Drug Administration) w 2007 roku do stosowania w Stanach Zjednoczonych (Tekturna®), a
nastepnie w 2008 roku rowniez przez Komisje Europejska (Rasilez®) do leczenia NT w
monoterapii, jak i terapii skojarzonej z innymi lekami hipotensyjnymi, w tym innymi
inhibitorami uktadu RAA729%111163 | ek ten wykazuje sie wysokg skutecznoscig hipotensyjna,
porownywalng z blokerami kanatu wapniowego (CCB), IKA czy tez ARA w réwnowaznych
dawkach?161,164,165166 Dawka 300 mg leku charakteryzuje sie skutecznoscig podobng do 320
mg walsartanu, 100 mg losartanu, czy tez 40 mg lisinoprilu”27415%167 podwyzszenie dawki
leku do 600 mg/dobe wigzato sie z istotnym zwiekszeniem ryzyka dziatan niepozgdanych
przy niewielkiej poprawie efektu hipotensyjnego’’#46, W niniejszym badaniu wykazano, ze
w populacji chorych po TN, aliskiren w dawce 150 mg/dobe wykazuje podobng site
hipotensyjng jak losartan w dawce dobowej 50 mg. Ocena ci$nienia dokonana zostata za
pomocg 24 godzinnego ambulatoryjnego pomiaru (ABPM) przeprowadzonego w trakcie
kazdego etapu badania i poréwnana z pomiarami cisnienia w gabinecie. Podobne dane
uzyskano réwniez w innych badaniach z naszego osrodka, przeprowadzonych u chorych z
PChN w przebiegu nie-cukrzycowej choroby nerek!*.
Wiasciwosci farmakokinetyczne oraz farmakodynamiczne aliskirenu predysponujg go do

stosowania u chorych po przeszczepieniu nerki. Jest to lek o dtugim okresie péttrwania

77



wynoszgcym 24-36 godzin, przez co zastosowanie jednorazowej dawki aliskirenu zapewnia
dobrg kontrole ci$nienia przez catg dobe®%168169 3 metabolizm leku poprzez izoenzym CYP
3A4 cytochromu P450 dotyczy niewielkiego odsetka podanej dawki‘®>'®>, Dodatkowg zaleta
leku u chorych z uposledzeniem funkcji nerek jest droga wydalania, bowiem w ponad 90%
odbywa sie to drogg zétci w postaci niezmienionej, natomiast mniej niz 1% dawki leku jest
wydalana przez nerki. Wtasciwosci te sg bardzo korzystne przy polipragmazji z uzyciem
lekéw, w ktérych metabolizm z udziatem cytochromu P450 odgrywa istotng role°®
75162165170 73rdwno wchtanianie jelitowe aliskirenu, jak i jego wydalanie w wiekszosci z
70tcig odbywa sie z udziatem glikoproteiny P, ktdra odpowiada tez za stosunkowo niskg
biodostepnos¢ aliskirenu®®. Mimo, iz DRI jest substratem dla glikoproteiny P, jednak nie
wptywa na jej aktywnos$¢’. Pamietaé nalezy, ze silne induktory glikoproteiny P (dziurawiec,
ryfampicyna) mogg zmniejszaé, z kolei silne inhibitory (cyklosporyna A, chinidyna,
werapamil) mogg zwiekszaé stezenie aliskirenu we krwi*®74165 Ostroznos$¢ nalezy zachowaé
takze podczas rownolegtego przyjmowania atorwastatyny, lowastatyny, atenololu, lekdw
przeciwgrzybiczych pochodnych imidazolu, amiodaronu czy makrolidow>689109,162,

Badania moje opartam na poréwnaniu aliskirenu z losartanem, bowiem lek ten jest
dobrze poznanym przedstawicielem grupy antagonistéw receptora AT: dla angiotensyny Il i
od czasu jego rejestracji (1995 rok) opublikowano liczne badania wykazujgce
nefroprotekcyjne witasciwosci tego leku u chorych z PChN. Dostepne sg rowniez badania
wskazujgce, iz moze on by¢ tez opcje terapeutyczng dla pacjentdw po przeszczepieniu
nerkit1&140171,172,173 'Ng wybdr losartanu miaty tez wptyw nasze wczeéniejsze doswiadczenia
zwigzane z oceng skutecznosci nefroprotekcyjnej tego lekul?>1514156.174175  Blokery RAAs
przez dtugi okres czasu nie zyskiwaty szerokiej akceptacji w leczeniu nadcisnienia tetniczego
u biorcow nerek z powodu potencjalnego zmniejszenia przeptywu krwi przez nerki/ktebuszki
i tym samym filtracji ktebuszkowej, co moze byé zwigzane ze zwezeniem tetnicy nerki
przeszczepionej, czy tez rownoczesnym stosowaniem cyklosporyny?®:29:59125176 ‘\Nobec tego,
majgc na uwadze bezpieczenstwo wigczanej w trakcie badania terapii, poza gtéwnymi
wizytami kontrolnymi przeprowadzono réwniez tzw. ,wizyty bezpieczenstwa” szczegdétowo
omowione w rozdziale 3.

Aliskiren hamuje powstawanie Ang Il i aldosteronu silniej, anizeli ma to miejsce podczas
terapii ARA, co dowiedziono w duzych badaniach AVOID, ALLAY czy ALOFT*4177.178 \Wobec

tego, ze aliskiren dziata na uktad RAA juz na pierwszym jego etapie, hamujgc katalityczne
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wiasciwosci reniny, blokada ta wydaje sie by¢ bardziej kompletna. Jak wynika z ryciny 2 i
tabeli 15, blokada RAAs przez ARA i/lub DRI powoduje w konsekwencji hamowanie syntezy
aldosteronu i poprzez sprzezenie zwrotne dochodzi do wzrostu stezenia proreniny i reniny w
osoczu (ang. plasma prorenin concentration — PPC; plasma renin concentration -
PRC)7>35>165  \Wzrost PPC/PRC jest wiec mechanizmem wyréwnawczym uruchamianym
wskutek zmniejszenia aktywnosci reninowej osocza (ARO; ang. plasma renin activity - PRA) i
poziomu Ang Il. Aliskiren, w odrdznieniu od innych blokeréw uktadu RAA, znaczgco zmniejsza
ARO w stopniu zaleznym od zastosowanej dawki leku, stagd tez supresja uktadu RAA z
udziatem aliskirenu moze by¢ petniejsza i bardziej efektywna°®'60161  Nalezy jednak
pamietac, ze nadal nie udaje sie catkowicie zablokowa¢ wszystkich niekorzystnych skutkéw
aktywacji uktadu RAA. Biorgc pod uwage te dobrze znane informacje, w naszym badaniu nie
oznaczaliSmy PPC/ PRC, ani tez PRA.

Kolejng cechg moggcg wskazywac na korzystne wtasciwosci aliskirenu, jest jego duza
objetos¢ dystrybucji, a tym samym wysokie stezenia leku w przestrzeni pozanaczyniowe;j i
tkankach'®%17°, Czyni to lek potencjalnie korzystniejszym w hamowaniu lokalnej aktywnosci
uktadu RAA w poréwnaniu z innymi blokerami ukfadu RAA, a hamowanie wzmozonej
ekspresji wewnatrznerkowego uktadu RAA moze by¢ istotnym elementem nefroprotekcji w
trakcie terapii tym lekiem. Wykazano, ze po zaprzestaniu terapii aliskirenem nie dochodzi do
tzw. ,efektu z odbicia”, czyli wystepowania dziatarh niepozgdanych po nagtym odstawieniu
leku, co niewatpliwie jest jego kolejng pozytywng cechg?0165,

Wszystkie powyzsze witasciwosci farmakokinetyczne i farmakodynamiczne aliskirenu byty
decydujgcymi czynnikami naszego zainteresowania tym lekiem w kontekscie jego
potencjalnych witasciwosci nefroprotekcyjnych u chorych po przeszczepieniu nerki.

Liczba przeprowadzonych badan oceniajgcych wptyw farmakologicznej blokady
uktadu RAA w przypadku chorych po TN jest wyraznie mniejsza w porédwnaniu z badaniami w
populacji chorych z PChN, a zatem skutecznos$¢ postepowania nefroprotekcyjnego poprzez
blokowanie RAAs jest w tej grupie chorych stabiej udokumentowana®°3. Nalezy réwniez
zauwazy¢, ze wnioski z dotychczasowych badan nie sg jednoznaczne, co uniemozliwia w
chwili obecnej wydanie zalecenr o duzej sile wiarygodnosci w tej grupie chorych?34139,171,180,
Majgc na uwadze mechanizm dziatania nefroprotekcyjnego inhibitoréw RAAs w PChN,
mozna przypuszczaé, ze wykazujg one zblizone wtasciwosci u chorych po TN, Trzeba tez

podkresli¢, ze istnieje dos¢ duza ilos¢ badan wskazujgcych na korzystny efekt blokady uktadu
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RAA w zmniejszaniu biatkomoczu i innych surogatdw hamowania progresji PDNP. Natomiast
dotychczasowe informacje dotyczgce redukcji biatkomoczu przy stosowaniu aliskirenu
dotyczyty prawie wytgcznie chorych z PChN w przebiegu cukrzycy i nefropatii cukrzycowych.

Doswiadczenia zwigzane z farmakologiczng blokadg uktadu RAA w PChN majg ponad
trzydziestoletnig historie i stosowanie IKA i/lub sartanéw (ARA) jest bez watpienia najlepiej
udokumentowang i tym samym zalecang metody wspdtczesnej nefroprotekcji® 108181,
Powyzsze zalecenia powstaty w oparciu o wyniki duzych wieloosrodkowych badan takich jak
np. RENAAL, w ktérym potwierdzono witasciwosci kardionefroprotekcyjne losartanu w grupie
chorych z biatkomoczem (UACR > 300 mg/g kreatyniny) w przebiegu cukrzycowej choroby
nerek (CChN) bez wczes$niejszych chordb uktadu sercowo-naczyniowego'®?. Losartan
znamiennie redukowat ryzyko wystgpienia ztozonego punktu koncowego, jakim byto
podwojenie stezenia kreatyniny, 50% redukcja klirensu kreatyniny, wystgpienie schytkowej
niewydolnosci nerek (ESRD) czy tez Smier¢ pacjenta z jakiejkolwiek przyczyny. Ponadto
wykazano redukcje ryzyka wystgpienia zdarzed sercowo-naczyniowych u chorych
przyjmujgcych sartan. Warto tez zaznaczy¢, ze losartan istotnie obnizat wielkos¢ albuminurii
(35% w stosunku do wartosci wyjsciowych) i efekt ten byt niezalezny od obnizenia cisnienia
tetniczego krwi. Wiekszos¢ istotnych dla tego zagadnienia badan zostato przedstawionych w
tabeli 3, umieszczonej we wstepie pracy. Wyniki wiekszosci randomizowanych badan
wskazujg, ze w nefropatiach przebiegajacych z biatkomoczem o podtozu nie-cukrzycowym,
zastosowanie IKA i/lub sartanéw (ARA) takze prowadzi do zmniejszenia tempa progresji
niewydolnosci nerek, a uzyskany efekt jest proporcjonalny do stopnia redukcji biatkomoczu i
jest w duzej mierze niezalezny od obnizenia ci$nienia tetniczego krwi®®:151,174,183,184,185

Wybdér w moim badaniu albuminurii jako wskaznika uszkodzenia nerek oparty byt na
istotnym znaczeniu biatkomoczu w uszkodzeniu nerki przeszczepionej i zwiekszonej
$miertelnosci chorych po TN?2101103 \Wykazano, ze biatkomocz jest silnym i niezaleznym
czynnikiem ryzyka utraty graftul®”. Odwrotna zalezno$¢ miedzy biatkomoczem a przezyciem
przeszczepu zostata wykazana rowniez u pacjentéw z niskim
biatkomoczem (0,150-0,2 g/dobe)'®2. Wskaznikiem wczesnego uszkodzenia nerek, ktéry
czesto poprzedza wystgpienie jawnego biatkomoczu, jest albuminuria oceniana przy uzyciu
UACR, ktdry jest obecnie rekomendowany do jej oceny!®. Ponadto jest to jeden z dobrych i
tatwych  do  oznaczenia  wskaznikow  skutecznosci prowadzonego  leczenia

nefroprotekcyjnego. Na potrzebe wykonywania randomizowanych badan klinicznych
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zwtaszcza zwigzanych ze stosowaniem blokady uktadu RAA, u chorych po TN z albuminurig i
biatkomoczem wskazuje w swojej pracy Halimi J.M??3. Wedtug autora tej publikacji istotny
jest fakt, ze przewlekte uszkodzenie nerki przeszczepionej (IF/TA) moze wystgpic juz po 3
miesigcach od przeszczepienia i wskazuje, iz wczesnie wigczone leczenie redukujgce
albuminurie jest niezbedne, aby poprawié czynnos¢ graftu w obserwacji dtugoterminowe;j
oraz polepszy¢ ogdlne wyniki transplantacji.

Progresje uszkodzenia nerek w przebiegu biatkomoczu ttumaczy kilka teorii, sg to
mianowicie: teoria hiperfiltracji Brennera, teoria toksycznosci biatkomoczu Remuzziego oraz
teoria uszkodzenia podocyta Kriza”'8”:188, Teoria hiperfiltracji Brennera zaktada, ze kazdy
ubytek nefronéw prowadzi do hiperfiltracji w pozostatych ktebuszkach, co doprowadza w
konsekwencji do postepujgcego stwardnienia kiebuszkéw i rozwoju badZz progresji
biatkomoczu”-18°,

Teoria toksycznosci biatkomoczu opracowana przez grupe Remuzziego, ttumaczy zaleznosc
pomiedzy wielkos$cig biatkomoczu i szybkoscig postepu PChN, co wskazuje na istotng role
zmniejszania biatkomoczu w leczeniu nefroprotekcyjnym’*%°, Teoria ta opiera sie na
zatozeniu, ze filtrowane w kiebuszkach nerkowych biatko ulega resorpcji w cewce
proksymalnej i zostaje zmetabolizowane. Po przekroczeniu jednak pewnej wartosci progowej
aktywnosci i efektywnosci tego procesu, nie wszystkie przefiltrowane czgsteczki biatka
ulegajg zmetabolizowaniu. Pozostate czasteczki biatka wywierajg miejscowe dziatanie
toksyczne i wyzwalajg odczyn zapalny w tkance s$rddmigzszowej, powodujac dalsze
niszczenie nerek. Jak udowodniono, przewlekte zmiany zapalne w tkance $rédmigzszowej sg
statym i dominujgcym objawem mikroskopowym w PChN, niezaleznie od jej
etiologii”36199191 Wyniki wielu badan wykazaty, ze zmniejszenie biatkomoczu za pomocy
farmakologicznej blokady uktadu RAA prowadzi do zwolnienia progresji PChN. Dotyczy to
zaréwno chorych z nefropatig cukrzycowa, jak i pacjentéw z PChN u podfoza, ktérego nie
lezy cukrzyca’>8. Ustalono réwniez, ze utrzymujacy sie staty (powyzej 3 miesiecy) i pdiny
(po 3 miesigcach od przeszczepienia nerki) biatkomocz jest niekorzystnym czynnikiem
rokowniczym dla dtugotrwatego przezycia graftu'®31%, Biatkomocz moze by¢ spowodowany
uszkodzeniem kitebuszkéw nerkowych w przebiegu nawrotu choroby podstawowe;j,
glomerulopatii potransplacyjnej, uszkodzenia wywotanego nadciénieniem czy tez IF/TA%.
Udowodniono tez istotny zwigzek pomiedzy nasileniem biatkomoczu a zaawansowaniem

zmian w bioptacie nerki przeszczepionej*!. Dlatego tak istotne jest leczenie zmniejszajgce
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biatkomocz, poniewaz niezaleznie od choroby podstawowej, zmniejszajgc ekspozycje
nefrondw na dziatanie szkodliwe biatkomoczu, postepowanie takie wywiera dziatanie
nefroprotekcyjne i spowalnia progresje choroby!®2.

W przeprowadzonym badaniu wykazatam, ze wsréd pacjentéw po TN terapia
aliskirenem w dawce 150 mg/dobe jest rownie skuteczna w redukcji alouminurii, jak losartan
w dawce 50 mg/dobe. Albuminuria podczas obu aktywnych terapii inhibitorami RAAs
obnizyta sie 0 65% w pordéwnaniu do placebo (ze 182,0 mg/g kreatyniny do 63,3 mg/g
kreatyniny po leczeniu aliskirenem i vs 64,8 mg/g kreatyniny po terapii losartanem; analiza
post-hoc w przypadku obu terapii wzgledem placebo: p<0,05). Natomiast nie wykazano
znamiennych statystycznie rdznic pordwnujgc te dwa leki w tym zakresie. Wykazano

obnizenie albuminurii u 10 chorych po terapii aliskirenem oraz u 11 chorych po zastosowaniu

losartanu (rycina 14 i 15).

Rycina 14. Indywidualny profil UACR po terapii aliskirenem
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Rycina 15. Indywidualny profil UACR po terapii losartanem
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W trakcie obu aktywnych terapii (aliskirenem i losartanem) uzyskano wieksze obnizenie
cisnienia tetniczego krwi, anizeli po placebo, co z pewnoscig w perspektywie dtuzszego czasu
ma korzystne dziatanie na nerke przeszczepiong. W niniejszym badaniu, w oparciu o test
istotnosci wspodtczynnika korelacji liniowej Pearsona potwierdzonej wynikami analizy regres;ji
wielorakiej, nie wykazano jednak korelacji pomiedzy zmiang cisnienia tetniczego a
zmniejszeniem UACR. Swiadczy to zatem o tym, ze obnizenie albuminurii za posrednictwem
aliskirenu lub losartanu jest tylko czesciowo zalezne od redukcji systemowego cis$nienia
tetniczego krwi, a dodatkowo wynika ze specyficznych wtasciwosci lekéw blokujgcych RAAs.
Zatem nalezy przypuszczaé, ze korzystne efekty aliskirenu na nerke przeszczepiong beda
wypadkowa dziatania obnizajgcego biatkomocz i cisnienie tetnicze.

Wedtug mojej wiedzy, przeprowadzone przeze mnie badanie byto pierwszym i jak dotychczas
jedynym, w ktérym analizowano efekty nerkowe aliskirenu w populacji chorych po TN. Byto
ono podstawg do publikacji zatytutowanej ,Aliskiren reduces albuminuria after kidney

transplantation” opublikowanej w Acta Biochimica Polonica®3.

Niezalezno$¢ redukcji
albuminurii od stopnia obnizenia cisnienia tetniczego potwierdzajg réwniez wyniki innego
badania przeprowadzonego w naszym osrodku, pordéwnujgcego efekty losartanu i

karwedilolu z placebo, w grupie stabilnych chorych po przeszczepieniu nerki. W badaniu tym
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wykazano istotne zmniejszenie albuminurii (o 44%) u chorych leczonych losartanem w
poréwnaniu z placebo i karwedilolem?®>®,

W modelach eksperymentalnych przeszczepionej nerki (model szczurzy) uzyskano wyniki
rozbiezne w zakresie renoprotekcyjnych wtasciwosci aliskirenu. Rusai i wsp. nie stwierdzili
korzystnego wptywu terapii aliskirenem na biatkomocz i funkcje nerki, jak réwniez poprawy
w zakresie zmian histopatologicznych w nerce przeszczepionej*?’. Przeciwne wyniki uzyskata
Al.-Habri i wsp., ktérzy wykazali, ze aliskiren moze ostabia¢ niekorzystne zmiany wywotane
takrolimusem, a nawet uzyskano poprawe obrazu ultrasonograficznego i
histopatologicznego nerki przeszczepionej w grupie zwierzat otrzymujgcych lek®*,

Badania nad zastosowaniem aliskirenu u chorych z biatkomoczem, najczesciej
dotyczyty chorych z PChN w przebiegu cukrzycowej choroby nerek we wczesnych stadiach
(1-3). Jednym =z istotniejszych badan w tej grupie pacjentow byto wieloosrodkowe,
randomizowane badanie przeprowadzone przez Parvinga H.H. i wsp. pod akronimem AVOID
(The Aliskiren in the Evaluation of Proteinuria in Diabetes trial) w grupie 599 chorych4, W
badaniu tym wykazano, ze dotgczenie aliskirenu do standardowego leczenia stosowanego w
nefropatii cukrzycowej, ktorym w tym przypadku byt losartan w dawce 100 mg/dobe,
skuteczniej zmniejsza albuminurie (p=0,002). Wykazano réwniez, ze w tej grupie chorych
dawka aliskirenu 300 mg jest skuteczniejsza anizeli 150 mg/dobe w redukcji biatkomoczu
(odpowiednio 0 20% i 11% w poréwnaniu z placebo; p<0,001). Redukcja albuminurii > 50%
wartosci wyjsciowej zostata osiggnieta u ponad 24,7% pacjentéw na terapii taczonej
aliskirenem i losartanem, natomiast u 12,5% chorych otrzymujgcych monoterapie
losartanem (p<0,0005). Tempo spadku filtracji ktebuszkowej byto porownywalne, wynosito
bowiem 3,8 ml/min/1.73 m? w grupie placebo vs 2,4 ml/min/1.73 m? w grupie z aliskirenem
(p=0,07), jednak z tendencjg do wolniejszego ubytku przy stosowaniu aliskirenu. Terapia
taczona byta dobrze tolerowana przez pacjentéw, a liczba zanotowanych dziatan
niepozadanych byta podobna w obu grupach. Jedynie liczba incydentéw hiperkaliemii
powyzej 6 mmol/L byta wyzsza w grupie z terapig faczong w poréwnaniu z grupg stosujaca
placebo (odpowiednio: 14/201 vs 5/200, tj. 4,7% vs 1,7%). Nie stwierdzono klinicznych
konsekwencji tego stanu, jak rowniez zaden z tej grupy pacjentdw nie wymagat leczenia
nerkozastepczego z tego powodu.

Jednym z pierwszych opublikowanych badan, w ktéorym oceniano efektywnos$é

nefroprotekcyjng, tolerancje i bezpieczenstwo stosowania aliskirenu u chorych z nie-
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cukrzycowym biatkomoczem byto badanie przeprowadzone przez zespodt Kliniki Nefrologii,
Transplantologii i Choréb Wewnetrznych GUMed''>. W badaniu tym bezposrednio
porownano aliskiren z perindoprilem (badanie typu head-to-head) i miato ono podobng
konstrukcje metodologiczng, jakiej uzyto w niniejszej pracy (randomizowane, podwdjnie
Slepej préby, typu cross-over). Warto zwrdci¢ uwage, ze w tym badaniu jednym z kryteriéw
wiaczenia byta PChN w stadium 1-3 (tj. eGFR powyzej 30 ml/min/1.73 m?) oraz stabilny
biatkomocz powyzej 500 mg/dobe. Terapia aliskirenem w dawce 150 mg/dobe miata
zblizong skutecznos$¢ w redukcji biatkomoczu do perindoprilu w dawce 10 mg/dobe (23% i
25,1% odpowiednio; p<0,05). W przypadku aliskirenu obnizenie biatkomoczu byto zalezne od
dawki stosowanych lekéw. Zwiekszenie jej ze 150 do 300 mg/dobe spowodowato dalszg
redukcje biatkomoczu o 13% i tacznie wynosita ona 36% vs placebo (p<0,001). Zaréwno
aliskiren, jak i perindopril byty dobrze tolerowane przez chorych i podczas badania nie
odnotowano zadnych istotnych dziatan niepozgdanych. Posréd dodatkowych celéw badania
byta ocena osoczowego stezenia reniny (PRC). Zaobserwowano znamienny statystycznie
wzrost PRC, zardwno podczas terapii perindoprilem 10 mg (o 628,5%), jak i aliskirenem 300
mg (o 1132%) w poréwnaniu z placebo (leczenie vs placebo oraz aliskiren vs perindopril
p<0,001). Leczenie aliskirenem (300 mg), spowodowato takze statystycznie istotny wzrost
stezenia proreniny (PPC) w osoczu krwi w pordownaniu do placebo (p<0,01), natomiast
istotnych réznic PPC nie obserwowano w trakcie terapii perindoprilem 10 mg/dobe. Mozliwe
implikacje tych zmian w odniesieniu do wtdknienia nerek przedstawiono w dalszej czesci
rozdziatu. Potwierdzono tez wyniki wczesniejszych badan (w tym rejestracyjnych), w ktérych
aliskiren okazat sie by¢ skutecznym lekiem hipotensyjnym, a najwiekszg redukcje cisnienia
tetniczego stwierdzono w trakcie stosowania leku w dawce 300 mg (wzgledem perindoprilu
w dawce 10 mg p<0,05 oraz wzgledem placebo p<0,001)*. Wieksze obnizenie cisnienia po
dawce 300 mg leku na dobe moze ttumaczy¢ czesciowo skuteczniejszg redukcje biatkomoczu
w trakcie tej terapii.

Réwniez badania przeprowadzone u chorych po przeszczepieniu nerki wskazywac
mogg na korzystny efekt stosowania aliskirenu. Wyniki prospektywnego badania
obserwacyjnego ze srednim okresem obserwacji 11 miesiecy, oceniajgcego skutecznosc i
bezpieczenstwo efektéw terapii skojarzonej wysokg dawkg sartanu z DRI stosowanych u
pacjentéow po TN z jawnym biatkomoczem (1,0-3,5 g/24 godz.) byty w tym aspekcie dosy¢

195

obiecujgce!®>. W tym wypadku aliskiren zostat dotgczony do ARA z powodu niewystarczajgcej
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odpowiedzi terapeutycznej na stosowang monoterapie tg grupa lekéw. Po 3 miesigcach
stosowania podwajnej blokady uktadu RAA z aliskirenem odnotowano znaczgce zmniejszenie
biatkomoczu (40%), a po 6 miesigcach spadek o 60% od wartosci wyjsciowych (1,89 do 0,82
g/24 godz.). Nie odnotowano pogorszenia funkcji nerki przeszczepionej w okresie obserwacji
(stabilny s$redni eGFR), nie obserwowano tez hiperkalemii. Tylko u jednego pacjenta
konieczne byto przerwanie terapii skojarzonej na skutek objawdéw zwigzanych ze spadkiem
cisnienia tetniczego. Badanie to moze wskazywac korzysci ze stosowania aliskirenu u
wybranych pacjentow po TN.

Nowe spojrzenie na stosowanie podwadjnej blokady uktadu RAA z zastosowaniem
aliskirenu rzucity wyniki badania ALTITUDE (The Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using
Cardiovascular and Renal Disease Endpoints Trial)*®®. W tym duzym (8606 chorych)
wieloosrodkowym randomizowanym, podwdjnie zaslepionym badaniu, wskazano na
zwiekszone ryzyko wystepowania powaznych zdarzen niepozadanych (SAE; ang. Serious
Adverse Event) w grupie pacjentow otrzymujgcych aliskiren wraz z IKA lub ARA (tzw.
podwdjna blokada uktadu RAA) w poréwnaniu do monoterapii inhibitorem osi RAA (IKA lub
ARA). W trakcie terapii skojarzonej czesciej raportowano hiperkaliemie (36,9 vs 27,1% w
trakcie monoterapii), w tym istotng klinicznie > 6 mmol/L (11,2 vs 7,2%, odpowiednio;
p<0,001) i wystgpienie powaznych powiktan nerkowych, w tym ostrg niewydolnosé nerek
(4,7 vs 3,3%). Ponadto w grupie tej czesciej stwierdzano udary mézgu (2,6 vs 2,0%) oraz
epizody hipotensji (18,4 vs 14,6%; p<0,001). Bylo to jedno z istotniejszych badan na
podstawie, ktérych FDA wydato decyzje o przeciwwskazaniach do stosowania aliskirenu w
potgczeniu z innymi inhibitorami uktadu RAA u chorych z cukrzycg oraz zalecono tez unikanie
takiego potaczenia u chorych z uszkodzeniem nerek (eGFR<60 ml/min). Podobne zalecenia
odnosnie chorych z CChN w 2014 roku wydata Europejska Agencja Lekow (European
Medicines Agency)'¥’. Podobne wnioski dotyczace podwadjnej blokady RAAs, z uzyciem IKA i
ARA, przedstawiono wczes$niej po publikacji wynikdw badania ONTARGET, byty one tez
powodem szerokiej dyskusji na temat bezpieczenstwa tego typu terapii i znaczgco zmienity
zalecane postepowanie u chorych z nadcisnieniem tetniczym i innymi chorobami uktadu
sercowo-naczyniowego.

Wiele niekorzystnych czynnikdw niewatpliwie wptyneto na wyniki otrzymane w
badaniu ALTITUDE, a byty to mianowicie: znaczna czes¢ uczestnikow badania wykazywata

zwiekszong podatnosé na powiktania zwigzane ze spadkiem cisnienia tetniczego, hipotonia
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wystepowata czesciej u pacjentow w wieku podesztym oraz az 69% chorych otrzymywato
poza lekami badanymi diuretyki petlowe. Zaznaczy¢ trzeba rowniez, iz srednie wyjsciowe
cisnienie tetnicze krwi wynosito 137/74 mmHg, przy czym grupa aliskirenu miata nizsze
wartosci skurczowego i rozkurczowego ciSnienia tetniczego w pordwnaniu z grupa
kontrolng®®.

Majagc zatem na uwadze zaréwno wyniki badania ALTITUDE, jak rdwniez
dotychczasowe doswiadczenia wynikajace z innych badan z uzyciem aliskirenu, niniejsze
badanie przeprowadzono z zastosowaniem jednego leku blokujgcego RAAs i wigczano
chorych z eGFR wyzszym anizeli 30 ml/min.

Bardzo wazne w aspekcie dtugoterminowego funkcjonowania nerki przeszczepionej
jest zaawansowanie procesow srodmigzszowego wtdknienia oraz zaniku cewek (/F/TA; ang.
interstitial fibrosis/tubular atrophy). Problem ten nabiera szczegdlnego znaczenia podczas
stosowania aliskirenu z uwagi na wysokie stezenia reniny i proreniny towarzyszgce
stosowaniu leku. Jak do tej pory zidentyfikowano dwa typy receptoréw dla proreniny i
reniny. Pierwszy z nich okreslony jako receptor mannozo-6-fosforanowy, tzw. receptor
klirensujacy, gdzie prorenina i renina po zwigzaniu z nim ulegajg nastepnie internalizacji oraz
wewnatrzkomdrkowej degradacji i nie aktywujg za jego posrednictwem szlakéw
profibrotyzujgcych’>73, Drugi natomiast jest swoistym receptorem (pro)reninowym (PPR)
wigzacym prorenine i renine, zawierajgcym pojedyncza domeng transbfonowa i dwa
niezalezne miejsca wigzania dla proreniny i reniny, ktére sg niezbedne do wyzwolenia
efektow wewngtrzkomarkowych. Jak zaznaczono we wstepie pracy, receptory te obecne sg
w wielu tkankach, réwniez pozanerkowo’>%73160 pobudzenie PPR wigze sie z potencjalnym
ryzykiem syntezy cytokin prozapalnych i wyzwalania proceséw profibrotyzujgcych (m.in. za
posrednictwem TGF-B1, kolagenu typu | czy fibronektyny) niezaleznie od ,klasycznego”
szlaku zaleznego od Ang Il. Do proceséw tych moze dochodzi¢ w efekcie pobudzenia kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenem p38 MAPK/Hsp-27 (ang. mitogen - activated protein
kinases) i fosforylacji kinaz biatkowych regulowanych przez sygnaty pozakomérkowe (ang.
extracellular signal - regulated kinases 1/2) ERK 1/2 (p44/p42), co zobrazowano takze na
rycinie 3 >7>. Innymi stowy aliskiren blokuje skutecznie angiotensynogeneze, nie blokujac
jednak wyzwalanych przez potgczenie tego receptora z prorening czy rening
wewnatrzkomdrkowych szlakéw sygnalizacyjnych, niezaleznych od Ang [1198:199,200.201 " |npny

poglad przedstawia Simeoni M. i wsp., ktorzy uwazajg, ze aliskiren oprocz osi
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angiotensynozaleznej, hamuje tez aktywacje receptora PRR poprzez konkurencyjne wigzanie
sie do tego receptora, blokujgc tym samym szlaki profibrotycznel®®. Verdecchia P. i wsp.
podkresla, ze bardzo obiecujgcg cechg aliskirenu jest jego zdolnos¢ hamowania reniny oraz
aktywowanej proreniny nawet wéwczas, gdy sg one przytagczone do receptoréw PRR3.
Warto podkresli¢, ze powyzszy efekt aktywacji szlakdw profibrotycznych niezalezny od Ang Il
i aldosteronu, jezeli bytby istotny podczas stosowania DRI, to takze nalezy braé¢ go po uwage
podczas terapii innymi inhibitorami uktadu RAA (IKA, ARA i MCRB)®>>®7>1%> Dodatkowo w
przypadku wymienionych lekéw, dochodzi do zwiekszenia aktywnosci reninowej osocza
(ARO) oraz lokalnej produkcji Ang Il, co moze nasila¢ ekspresje profibrotycznych
mediatoréw?161177 pamietaé takze nalezy, ze przy wysokich PPC i PRC, poprzez aktywacje
szlaku PLZF (promielocytarny czynnik transkrypcyjny o konfiguracji palca cynkowego,; ang.
transcription factor promyelocytic leukaemia zinc-finger;) dochodzi do zmniejszenia ekspres;ji
i liczby receptorow PPR, zwtaszcza zlokalizowanych w obrebie nerek. Byé moze zatem,
pomimo wysokich PPC i PRC towarzyszacych terapii aliskirenem, poprzez zahamowanie
aktywacji profibrotycznych szlakéw ERK 1/2 i MAPK p38 lek ten moze hamowac sygnaty
wewnatrzkomdrkowe indukujace procesy zapalne i wtdknienie w nerkach?>8%290,

Zaznaczy¢ nalezy, ze istniejg pewne teoretyczne podstawy do niepokoju zwigzanego z
pobudzeniem przez aliskiren procesu widknienia, jednak dotychczas nie opublikowano prac,
ktore wskazywatyby na ten niekorzystny efekt w trakcie stosowania aliskirenu'®®. Wrecz
przeciwnie, w mysim modelu progresywnego wtdknienia nerek (COL4A3-/-) wykazano
nefroprotekcyjny efekt leczenia aliskirenem, przejawiajgcy sie poza zmniejszeniem
biatkomoczu, takze obnizeniem syntezy cytokin profibrogennych, takich jak transformujacy
czynnik wzrostu B-1 (TGF-B1) oraz czynnik wzrostu tkanki tagcznej (CTGF), a w rezultacie
redukcje wtdknienia i bliznowacenia w obrebie nerek wzgledem grupy kontrolnej nieleczonej
DRI??2, Badacze zaobserwowali jednocze$nie dtuisze przezycie zwierzat poddanych
wspomnianej terapii. Wu W.P. i wsp. w eksperymentalnym modelu nefropatii zaporowe;j
rowniez wykazali, ze terapia skojarzona aliskirenem z walsartanem zmniejszata wtdknienie
Srodmigzszowe poprzez ograniczanie ekspresji mRNA dla TGF-B1 oraz akumulacji kolagenu w
Srédmigzszu, a takze nasilenie odczynu zapalnego m.in. w efekcie hamowania infiltracji
makrofagéw?®. Powyzsze leczenie wykazato réwniez hamujace dziatanie na stopien
uszkodzenia kanalikéw nerkowych. W innym badaniu przeprowadzonym u szczuréw

podwodjnie transgenicznych w odniesieniu do angiotensynogenu i reniny (TG (m-Ren2)27)

88



oraz cukrzycg wywotang streptozocyng, podanie aliskirenu doprowadzito do zahamowania
witdknienia w obrebie kory nerek”'%%, Dla chorych po TN niezwykle wazne mogg by¢ wyniki
innego eksperymentu, w ktérych stwierdzono, ze stosowanie aliskirenu zmniejszato nacieki
zapalne ztozone z makrofagéw, limfocytéw CD4 i CD8 oraz komodrek dendrytycznych w
tkance nerkowej, co wskazuje takze na dziatanie przeciwzapalne tego leku®.

W moim badaniu réwniez analizowatam wptyw aliskirenu na posrednie markery
witdknienia nerek i wskazniki uszkodzenia cewek nerkowych’. Juz w 2011 roku wykazano w
naszej Klinice, ze zarédwno terapia aliskirenem 300 mg/dobe, jak i perindoprilem 10
mg/dobe, obnizata stezenia markeréw wtdknienia nerek w moczu (transformujacy czynnik
wzrostu B-1; TGF-f1) w porédwnaniu do placebo (w przypadku obu aktywnych terapii analiza
post-hoc: p<0,05), lecz bez istotnych statystycznie réznic pomiedzy DRI a IKA. W przypadku
PIIINP (N-koricowy propeptyd prokolagenu typu lll), ktéry jest produktem degradacji
kolagenu typu Il i zatem posrednim wskaznikiem widéknienia nerek?%4, nie obserwowano
istotnych statystycznie réznic w jego wydalaniu pomiedzy dwiema aktywnymi terapiami a
placebo. Przyczyng takich rozbieznosci mégt by¢ stosunkowo kroétki czas prowadzonej
obserwacji, ktéry wynosit 8 tygodni dla kazdej z nich. W naszych wczesniejszych badaniach
wykazaliémy, ze pomimo wysokich PPC i PRC w trakcie terapii aliskirenem (odpowiednio
wzrost o 100% i 1132% przy dawce 300 mg/dobe) takze nie stwierdzono zwiekszonego
wydalania markeréw witdéknienia $Srédmigzszu nerek (TGF-B1 i PIIINP). Co wiecej, w efekcie
terapii aliskirenem 300 mg/dobe doszto do znamiennej redukcji stezenia TGF-B1 wydalanego
z moczem wzgledem placebo®. Podobne wyniki uzyskano w innym badaniu, bedacym
podstawg moje pracy magisterskiej, porownujgcym trzy typy terapii, w tym tgczonej terapii
telmisartanu z aliskirenem?%, Wyniki tego badania pokazaty, ze najwyzsze PRC wystepowaty
w efekcie podwdjnej blokady uktadu RAA z zastosowaniem tego wtasnie potgczenia (aliskiren
300 mg/dobe oraz telmisartan 80 mg/dobe).

Oprodcz oznaczania wskaznikow wtdknienia kolejnym drugorzedowym celem mojej pracy byta
ocena wpltywu prowadzonej terapii na uszkodzenie cewek. Poza wtéknieniem srédmigzszu
jest to bardzo wazny element uszkodzenia nerki przeszczepionej (IF/TA)3**2%, Dotychczasowe
badania przeprowadzone u chorych z PChN wykazaty, ze zmiany cewkowo-srédmigzszowe sg
lepszym czynnikiem rokowniczym progresji w kierunku schytkowej niewydolnosci nerek

anizeli zmiany w ktebuszkach nerkowych?®’.
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W moim badaniu do oceny zmian w cewkach nerkowych uzytam wydalania z moczem
N-acetylo-B-D-glukozaminidazy (NAG), ktéra jest enzymem klasy hydrolaz obecnym w
lizosomach proksymalnych cewek nerkowych, w warunkach fizjologicznych wydalanym w
matych ilosciach do moczu, jako konsekwencja procesu egzocytozy. Zwiekszone wydalanie
tego enzymu stwierdzono w stanach uszkodzenia cewek nerkowych w przebiegu
przewlektych nefropatii. Wyrdznia sie kilka izoenzymdw NAG, wykazano jednak, ze pomiar
aktywnosci w moczu tgcznie wszystkich frakcji enzymu jest wartosciowg i wystarczajgca
metodg oceny uszkodzenia cewek nerkowych’*>!, Podobnie jak w przypadku TGF-B1, nie
wykryto znaczgcych statystycznie rdoznic w odniesieniu do wydalania NAG z moczem w
nastepstwie terapii aliskirenem oraz losartanem (p=0,19), obserwowano istotne
statystycznie zmniejszenie aktywnosci tego enzymu w przypadku ARA wzgledem placebo.
Wyniki podobne do przedstawionych w niniejszej pracy uzyskano réwniez w innych naszych
badaniach z uzyciem aliskirenu dotyczgcych populacji chorych z PChN1>208,

Stres oksydacyjny jest zwigzany z procesami proliferacji komorek, apoptozy oraz
stanu zapalnego. W nastepstwie przesuniecia rownowagi oksydacyjnej dochodzi do
zwiekszonej ekspresji genéw dla wielu cytokin i chemokin prozapalnych oraz adhezyjnych
molekut. Jak wykazano w wielu badaniach, zaburzenie réwnowagi oksydacyjnej odgrywa
istotng role w patogenezie PChN oraz powikfa sercowo-naczyniowych®%2%°, |zoprostany
oznaczane W moczu s uwazane za dobre biomarkery stresu oksydacyjnego i peroksydacji
lipidéw in vivo?'0. Peroksydacja lipidéw jest dobrze poznanym procesem indukowanym przez
wolne rodniki. Wedtug aktualnej wiedzy stanowig one najlepszy wskaznik peroksydacji
lipiddw w warunkach in vivo i posrednio nasilenia stresu oksydacyjnego. Ocena stresu
oksydacyjnego byta kolejnym drugorzednym celem mojej pracy. W moim badaniu uzytam
komercyjnego zestawu do oznaczania 8-epi-prostaglandyny-F.q (8-EPI-PGF24) - nalezgcej do
izoprostandéw. Nie stwierdzono istotnych statystycznie rézinic w wydalaniu 8-EPI-PGFyq,
pomiedzy stosowanymi terapiami a placebo, jednak wartosci te byly wyraznie nizsze

zwtaszcza po leczeniu aliskirenem (5,06 + 0,49 vs 5,58 + 0,59 ng/mg kreatyniny po placebo).

Jak pokazaty badania przeprowadzone na duzych populacjach pacjentéow, bardzo
istotnym elementem leczenia przy uzyciu lekéw blokujgcych uktad RAA jest bezpieczernstwo
tego typu terapii®**®®?!1, 7 uwagi na powaine dziatania niepozgdane wycofano sie z

popularnego wsréd nefrologdw, w pewnym okresie, leczenia podwdjng blokada
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RAAs®0212.213 73wsze po wprowadzeniu do uzycia nowego leku stawia sie pytania dotyczace
bezpieczenstwa jego uzycia w szczegdlnych grupach chorych, a takg z pewnoscig sg chorzy
po przeszczepieniu nerki.

Bezpieczenstwo terapii aliskirenem byto zatem jednym z drugorzedowych celéw mojego
badania. Realizacje tego celu przeprowadzono na podstawie kilku elementéw. Wobec tego,
ze w duzych badaniach klinicznych (ONTARGET, ALTITUDE) incydenty hiperkalemii oraz AKI
byty gtéwnymi czynnikami decydujgcymi o ich zakonczeniu, zdecydowano o $cistej kontroli
kaliemii i stezenia kreatyniny w surowicy w trakcie réznych etapéw badania®®1%211,
Oznaczenia te przeprowadzano w krétkim czasie po zaleceniu ,nowego” leczenia (7 dni), jak
rowniez w ostatnim dniu stosowania leku lub placebo. Innym elementem oceny tolerancji
terapii byly wypetniane ankiety, zawierajace pytania dotyczagce mozliwych dziatan
niepozgdanych, oparte na charakterystyce produktu leczniczego (ChPL) aliskirenu i
losartanu?14.215,

Dos¢ specyficznym efektem lekéw blokujgcych uktad RAA u chorych po TN jest obnizenie
stezenia hemoglobiny. U chorych z tendencja do poliglobulii to dziatanie jest
wykorzystywane w praktyce klinicznej (najczesciej w tej sytuacji stosuje sie IKA). W badaniu
poswieconym niniejszej rozprawie, podczas terapii aliskirenem, jak tez losartanem
obserwowano istotne statystycznie, ale nieistotne klinicznie obnizenie hemoglobiny (analiza
post-hoc w obu przypadkach: p < 0,05). Warto jednak podkresli¢, ze u zadnego z pacjentow z
tego powodu nie doszto do wystgpienia objawéw klinicznych niedokrwistosci, ani nie byto
koniecznosci jej leczenia. Nie zaobserwowano réznicy w tym wzgledzie pomiedzy leczeniem
aliskirenem a losartanem. Otrzymane wyniki sg zbiezne z wczesniejszym badaniem u chorych
po TN z zastosowaniem losartanu, gdzie stwierdzono obnizenie hemoglobiny wzgledem
karwedilolu i placebo®?>1%6,

Majgc na uwadze to, ze wzrost stezenia kreatyniny (w tym spetniajgcy kryteria AKI)
oraz hiperkalemia po zastosowaniu blokady RAAs sg procesem dos$¢ dynamicznym, badania
te wykonywano juz po 7 dniach od rozpoczecia leczenia. Nie zaobserwowano znamiennej
statystycznie réznicy pomiedzy wartosciami kreatyniny/eGFR uzyskanymi na poczatku oraz
po tygodniu od wigczenia kazdej aktywnej terapii, ani tez nie rozpoznawano istotnej
kliniczne hiperkalemii. Te ustalenia sg zgodne z wczesniejszymi naszymi doswiadczeniami,
zwigzanymi ze stosowaniem aliskirenu u chorych z PChN o podtozu nie-cukrzycowym??®,

Takze pomiedzy dwiema wtgczonymi terapiami nie wykazano istotnosci statystycznej zmiany
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filtracji kiebuszkowej, analizujgc moment wigczenia a tydzien uptywajacy od ich
zastosowania, stwierdzono nawet niewielki wzrost wyliczonego wskaznika filtracji
ktebuszkowej po leczeniu aliskirenem, ale bez znamiennosci statystycznej (Srednia rdéznica
2,43 ml/min vs losartan 1,47 ml/min; p=0,57). Takze po 8-tygodniowym okresie terapii nie
byto istotnych statystycznie zmian dotyczgcych stezenia kreatyniny, ani wyliczonej filtracji
ktebuszkowej. Analizujac przypadki poszczegdlnych chorych, u zadnego z nich nie
stwierdzono wzrostu tych parametréow, ktéry upowazniatby do rozpoznania AKI, wobec
czego nalezy uznaé zastosowang terapie za bezpieczng w tym aspekcie w badanej grupie
chorych.

Jak wczesdniej wspomniano, waznym czynnikiem decydujgcym o bezpieczenstwie terapii z
uzyciem lekow blokujgcych RAAs jest takze ocena stezenia potasu. W moim badaniu temu
zagadnieniu poswiecono szczegdlng uwage. Jak przypuszczano, w pierwszym tygodniu po
wigczeniu obu aktywnych terapii odnotowano znamienny statystycznie wzrost stezenia
potasu, co jest tez zgodne z danymi literaturowymi (w przypadku aliskirenu z 4,04 + 0,08
mmol/L do 4,33 + 0,09 mmol/L; p < 0,01, po losartanie z 3,98 + 0,07 mmol/L do 4,35 % 0,10
mmol/L; p < 0,001). Pomimo tego, ze w przypadku obu typdw terapii u wiekszosci chorych
(11 po aliskirenie i 14 po losartanie) doszto do wzrostu stezenia potasu w surowicy, to
zaréwno w przypadku aliskirenu, jak réwniez losartanu wzrost ten byt nieistotny klinicznie.
Nie odnotowano bowiem stezenia wyzszego od 5,5 mmol/L oraz nie stwierdzono objawow
klinicznych hiperkalemii w indywidualnych przypadkach. Warto réwniez zauwazyé¢, ze nie
wykazano, w tym wzgledzie znamiennej réznicy pomiedzy lekami (p=0,60), co pozytywnie
Swiadczy o bezpieczenstwie terapii DRI. W trakcie leczenia prowadzonego przez 8 tygodni
stezenie potasu w surowicy krwi nie zmienito sie i byto poréwnywalne pomiedzy dwoma
okresami terapeutycznymi oraz placebo (odpowiednio, po terapii aliskirenem wynosito: 4,25
+ 0,49 mmol/L vs losartanem 4,16 + 0,52 mmol/L vs placebo 4,09 + 0,24 mmol/L; p=0,59).
Bezpieczenstwo zwigzane z obnizeniem ci$nienia tetniczego krwi i ewentualnymi
incydentami hipotensji omdéwiono w dyskusji powyzej.

Wedtug informacji producenta najczesciej obserwowanymi  dziataniami
niepozgdanymi aliskirenu mogg by¢ bdle i zawroty gtowy, biegunki, dusznosé¢, uczucie
znuzenia/zmeczenia, zapalenie nosogardzieli, rzadko kaszel, chociaz objawy te w wiekszosci
nie wystepujg czesciej niz przy stosowaniu placebo?'. W przeprowadzonym badaniu

zastosowatam kwestionariusz objawdw ubocznych stosowanych terapii w oparciu o
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subiektywne objawy kliniczne pacjentow. Na podstawie otrzymanych wynikéw, mozna
stwierdzi¢, ze badane leki byly dobrze tolerowane przez pacjentéw, a odnotowana ilos¢
zgtaszanych dziatan niepozadanych stosowanych preparatéow byta poréwnywalna z placebo.
Co istotne, zaden chory nie przerwat terapii z powodu objawdw ubocznych stosowanego
leczenia. Podczas terapii aliskirenem obserwowano najczesciej wysypke; zaburzenia
zotgdkowo-jelitowe; dysfunkcje seksualne; koszmarne sny oraz zmeczenie. Biorgc pod
uwage, co dyskutowano wczesniej, ze nie odnotowano incydentéw hiperkaliemii, ani
istotnego wzrostu stezenia kreatyniny w surowicy, uznac nalezy terapie aliskirenem w dawce
150 mg/dobe za bezpieczng u chorych po przeszczepieniu nerki z filtracjg ktebuszkowa

powyzej 30 ml/min.

Krytyczna ocena zastosowanych metod i otrzymanych wynikéw badania

Pomimo doswiadczen osrodka, w ktérym praca zostata wykonana w zakresie
nefroprotekcji farmakologicznej i licznych publikacji dotyczacych tego zagadnienia, na
ktérych wzorowatam sie w trakcie planowania mojego badania, nalezy wzigé¢ pod uwage, ze
ma tez ono kilka potencjalnych ograniczen, o ktérych dyskutuje w niniejszym rozdziale.

Bardzo waznym badaniem moggcym potgczy¢ wyniki badan laboratoryjnych ze zmianami
morfologicznymi bytaby ocena bioptatu nerki przeszczepionej. Niestety w naszym osrodku
nie sg wykonywane biopsje protokolarne, a poza tym ewentualne zmiany w obrazie
histopatologicznym, wymagatyby z pewnoscig kilku lat obserwaciji.

Blisko 30% pacjentéw (5 chorych) stosowato w czasie badania diuretyk (furosemid), co
dodatkowo moze powodowac zmiany w zakresie uktadu RAA. Dawka furosemidu nie ulegata
jednak w trakcie badania zmianie, wobec czego element ten byt staty w czasie wszystkich
trzech faz leczenia.

Troje uczestnikdw badania stosowato réwnoczes$nie atorwastatyne w czasie prowadzonego
badania, ktéra jak wykazano nawet 1,5-krotnie moze zwieksza¢ maksymalne stezenie
aliskirenu®427 jednak podobnie jak w przypadku furosemidu, dawka leku pozostawata
niezmienna w trakcie badania.

Bardzo waznym ograniczeniem tego badania jest stosunkowo niewielka liczebnos¢
grupy badanej. Jednak jak wiadomo, w badaniach typu cross-over liczebnosé¢ pozwalajgca na
udowodnienie postawionych hipotez moze by¢ znaczaco mniejsza niz w innych typach

badan. Badania takie mogg by¢ traktowane tylko jako badania wstepne.
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Relatywnie kroétki czas trwania badania (follow-up) i okreséw terapeutycznych,
obejmujgcych 8 tygodni aktywnego leczenia moze tez byé ograniczeniem efektywnosci
stosowanych lekéw, poniewaz nalezy uwzgledni¢ fakt, Zze dodatkowe korzystne
nefroprotekcyjne efekty prowadzonych terapii, szczegélnie efekty antyfibrotyczne czy
hamujgce uszkodzenie cewkowo-srodmigzszowe nerek, oceniane na podstawie wczesnych
biomarkeréw moga nie by¢ jeszcze w petni mierzalne. Ujawnienie sie tych efektéw wymaga
zwykle dtuzszego czasu leczenia, o czym dyskutowano réwniez powyzej w aspekcie biopsji
nerki przeszczepione;j.

W trakcie badania nie stosowano maksymalnych dawek lekéw (tj. aliskirenu w dawce
300 mg i losartanu w dawce 100 mg) z uwagi na specyficzng grupe chorych, jakg sg chorzy po
przeszczepieniu nerki i ich bezpieczenstwo. W blizniaczo skonstruowanym badaniu w ramach
badan Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych w Gdansku
przeprowadzonym u chorych z PChN wykazano, ze odpowiedz na leczenie aliskirenem byta
wyraznie zalezna od stosowanej dawki i réznita sie w przypadku stosowania 150 i 300
mg/dobe. Wysoka dawka leku znamiennie obnizata wydalanie z moczem zaréwno TGF-B1,
jak i 15-Fy4-izoprostandw, czego nie obserwowano po dawce 150 mg/dobe?%%213, Zatem
wysoce prawdopodobne, iz dawki lekéw stosowanych w niniejszym badaniu, mimo, ze z
réoznych powoddéw, omdwionych wczesniej, wydawaty sie by¢ optymalne dla pacjentéw po

TN, mogty by¢ zbyt niskie, aby osiggna¢ pozadane efekty nefroprotekcyjne.

Podsumowanie

Pomimo ustalonego postepowania nefroprotekcyjnego u chorych z PChN nerek
wilasnych, nie ma do chwili obecnej zalecen dotyczagcych optymalnej terapii
nefroprotekcyjnej u chorych po przeszczepieniu nerki. Niezbite dowody na korzysci
wynikajgce ze stosowania blokerdw RAAs u chorych z PChN oraz jednoznacznie brzmigce
zalecenia w tym zakresie wskazuja na to, Ze zainteresowanie tym problemem
transplantologéw jest istotne. Niestety nie mozna bezposrednio przenies¢ dotychczasowych
ustalen na populacje chorych po przeszczepieniu nerki, poniewaz w tej grupie chorych
wspotistnieje szereg dodatkowych czynnikéow ryzyka progresji choroby. Dotychczasowe
badania dotyczace farmakologicznej blokady RAAs w tej grupie chorych daty
niejednoznaczne wyniki i nie zostat okreslony moment wigczenia takiej terapii, ani

optymalna dawka stosowanych lekéw.
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Podkresli¢ nalezy, ze unikalny mechanizm dziatania aliskirenu moze czyni¢ go potencjalnie
lepszym i istotnym lekiem w aspekcie wielokierunkowej nefroprotekcji wsrdd chorych po
przeszczepieniu nerki. Wyniki pochodzace z badan eksperymentalnych sg bardzo obiecujgce i
prawdopodobne, iz znajdg one odzwierciedlenie takze w dowodach ptyngcych z badan
klinicznych. Poparciem tej koncepcji sg badania kliniczne wskazujgce na korzystne dziatanie
tego leku w zakresie redukcji albuminurii/biatkomoczu, co potwierdzono takze w niniejszym
badaniu. Sita leku w obnizaniu albuminurii byta podobna jak uznanego leku
nefroprotekcyjnego, jakim jest losartan. Moje badanie wykazato rowniez, ze obawy zwigzane
z leczeniem aliskirenem, a wynikajgce z pojawiajgcych sie bardzo wysokich stezen proreniny i
reniny w trakcie terapii tym lekiem, sg raczej nieuzasadnione, bowiem nie prowadzi ona do
wzrostu wydalania z moczem markerow uszkodzenia cewek (NAG), widknienia
Srodmigzszowego (TGF-B) oraz aktywacji stresu oksydacyjnego (8-EPI-PGF,q). Co bardzo
istotne, terapia aliskirenem w grupie chorych po przeszczepieniu nerki jest bezpieczna i
obarczona odsetkiem dziatan niepozgdanych poréwnywalnym do placebo.

Wspomniec¢ nalezy, ze moje badanie opierato sie na posrednich markerach nefroprotekcji, a
dla udowodnienia korzystnego dziatania aliskirenu konieczne bytoby przeprowadzenie
dtugoterminowych badan z udziatem wiekszej populacji pacjentéw po TN. Badania te
powinny by¢ oparte na powigzaniu diagnostyki laboratoryjnej z oceng
histopatologiczng/immunohistochemiczng bioptatu nerki. Warto, aby przeprowadzone
badania daty tez odpowiedZ na pytanie, czy redukcja albuminurii przektada sie na lepsze

wyniki dtugoterminowe i bardziej pomysine rokowanie chorych po przeszczepieniu nerki.
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ROZDZIAL 6. WNIOSKI

= Aliskiren zastosowany w dawce dobowej 150 mg obniza albuminurie u chorych po
przeszczepieniu nerki. Sita tego dziatania nie rézni sie od efektu uzyskanego podczas
leczenia blokerem receptora AT: dla angiotensyny Il (losartan) w dawce réwnowaznej

hipotensyjnie.

= W badanej grupie chorych aliskiren byt skutecznym lekiem hipotensyjnym i wykazywat
poréwnywalne z losartanem dziatanie obnizajgce skurczowe (SBP), jak i rozkurczowe

ci$nienie tetnicze krwi (DBP).

= Nie stwierdzono zwigzku pomiedzy wartosciami ciSnienia tetniczego a stopniem
redukcji albuminurii w przypadku stosowania aliskirenu i losartanu. Wskazuje to, ze na
zmniejszenie albuminurii dodatkowo majg wptyw inne czynniki zwigzane ze

specyficznym mechanizmem dziatania tych grup lekéw.

= Leczenie aliskirenem nie zmniejszato aktywnosci N-acetylo-B-D-glukozaminidazy
(posredniego markera uszkodzenia cewek nerkowych) wydalanego z moczem. Dziatanie

to nie réznito sie od efektéw uzyskiwanych podczas leczenia losartanem.

= W trakcie leczenia aliskirenem nie zmienito sie istotnie wydalanie z moczem
transformujgcego czynnika wzrostu (-1 (cytokiny prozapalnej i profibrotycznej).

Dziatanie to nie rdéznito sie od efektow uzyskiwanych podczas leczenia losartanem.

= Terapia aliskirenem nie zmniejszyta wydalania z moczem wskaznika stresu
oksydacyjnego - izoprostanéw (8-epi-prostaglandyny-F.q; 8-EPI-PGF,,). Dziatanie to nie

réznito sie od efektéw uzyskiwanych podczas leczenia losartanem.

= Podczas terapii aliskirenem, podobnie jak i z udziatem losartanu obserwowano

znamienny statystycznie, lecz nieistotny klinicznie spadek stezenia hemoglobiny w

odniesieniu do placebo.
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= Leczenie aliskirenem byto dobrze tolerowane, a ilo$¢ dziatan niepozgadanych nie réznita
sie od raportowych w trakcie przyjmowania losartanu oraz placebo. Dotyczy to rowniez

zmian stezenia potasu i funkcji nerki przeszczepione;.
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Szczegétowa metodologia analiz przeprowadzonych w Laboratorium Zaktadu Zywienia

Klinicznego i Diagnostyki Laboratoryjnej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (GUMed)

Aktywnosc N - acetylo - B - D - glukozaminidazy (NAG)

Zasada metody: W zwigzku z tym, ze NAG jest enzymem lizosomalnym, katalizujgcym

hydrolize wigzan B-glikozydowych w gangliozydach, w badaniu tym substratem z wyboru do
oznaczania aktywnosci NAG, byt p-nitrofenylo-2-deoksy-2-N-acetylo-amino-B-D-gluko-
piranozyd (p-NO2-Glc-NAc), z ktdorego, pod wptywem dziatania NAG uwolniony zostat p-
nitrofenol (produkt), wykazujgcy maksimum absorbancji przy A=405 nm w S$rodowisku
alkalicznym. Obliczenie wartosci NAG oparto na podstawie wspoétczynnika absorbancji

molowej produktu reakcji - p-nitrofenolu, ktory wynosi 18,5 cm?/umol przy w/w dtugosci

fa |i150,208

Jednostka aktywnosci 1 IU/l NAG odpowiada przyrostowi absorbancji o 0,037 (czutos$¢
badania) i jest ona rowna uwolnieniu 1 pmola p-nitrofenolu w ciggu 1 minuty, czemu
odpowiada w warunkach oznaczania uwolnienie 3 nmol p-nitrofenolu w ciggu 30 minut

przez enzym zawarty w 100 pl moczu.

Wymienione odczynniki przygotowano zgodnie z procedura badawczg:1>°

1) 0,1 mol/l bufor cytrynianowy o pH = 4,15

2) 6,3 mmol/l substrat p-NO;-Glc-NAc (substrat w buforze cytrynianowym; roztwor

przechowywano w stanie zamrozonym, trwaty do 6 miesiecy)

3) 0,4 mol/I bufor glicynowy o pH = 10,5 (przechowywany w lodéwce; trwaty do miesigca).

Przeprowadzenie badania: 0,4 ml 6,3 mmol/l roztworu substratu w buforze cytrynianowym

w probdéwkach typu eppendorf preinkubowano przez 5 minut w temperaturze 37°C. Do
proby odczynnikowej (zerowej) przed preinkubacjg dodano 100 ul wody destylowanej.
Nastepnie dodano 1 ml 0,4 mol/l buforu glicynowego o pH 10,5 do préby odczynnikowej
oraz prob kontrolnych (Slepych). Dla kazdej prébki moczu (préby badanej) przygotowano
probe Slepa. Reakcje rozpoczeto dodaniem po 100 ul moczu zaréwno do préby badanej, jak i
kontrolnej ($lepej). Inkubacje prowadzono przez 30 minut w temperaturze 37°C, a nastepnie
po tym czasie dodano 1 ml 0,4 mol/l buforu glicynowego o pH 10,5 do préb badanych, celem
zakonczenia reakcji oraz alkalizacji Srodowiska. Probki kolorymetrowano przy A=405 nm w

stosunku do préby odczynnikowej. Nastepnie obliczono réznice miedzy absorbancjg proby
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badanej, a préby kontrolnej i uzyskang wartos¢ podstawiono do odpowiedniego wzoru

zgodnie z instrukcjg badania **°.

Stezenie transformujgcego czynnika wzrostu B - 1 (TGF - B1)

Zasada metody: Nieznakowane przeciwciata monoklonalne, specyficzne wobec TGF-f1

optaszczaty uprzednio 96-studzienkowg ptytke polistyrenowg (faze statg) dotaczong do
zestawu i byty to tzw. przeciwciata wykrywajgce (pierwszorzedowe). Kolejnym etapem byto
natozenie na ptytke roztworu biatka celem zablokowania mozliwosci niespecyficznego
wigzania innych biatek do optaszczajgcych faze statg przeciwciat, podczas kolejnych etapow
testu. Naniesienie na ptytke prob badanych i serii standardéw, a nastepnie inkubacja,
prowadzita do zwigzania zawartego w nich antygenu (TGF- 1) ze swoistym przeciwciatem
obecnym na ptytce, tworzac kompleks immunologiczny. Nastepnie po etapie odptukania
niezwigzanych z przeciwciatem antygenéw, dodano znakowane (sprzezone z enzymem -
peroksydazg chrzanowg; HRP) przeciwciata poliklonalne anty-TGF-B1, tzw. skoniugowane z
enzymem przeciwciata drugorzedowe, ktére wigzg przeciwciata wykrywajgce. Réwniez po
etapie inkubacji, odptukano znakowane enzymem, niezwigzane przeciwciata. Koricowy etap
stanowito dodanie chromogennego dla enzymu substratu, ktéry poprzez enzym (zwigzany do
przeciwciat drugorzedowych) konwertowany byt do wykrywalnej, barwnej formy produktu.
Reakcje zakonczono dodaniem roztworu Stop Solution i odczytaniem absorbancji przez

czytnik spektrofotometryczny przy A=450 nm w stosunku do préby odczynnikowej (zerowej).

Intensywnos¢ (natezenie) barwy powstatego produktu byto wprost proporcjonalne do

stezenia TGF-B1 zawartego w moczu badanym i serii standardéw.

Wymienione ponizej odczynniki oraz serie standardéw do krzywej kalibracyjnej (wzorcowej)

przygotowano zgodnie z procedura badawcza:1>2

1) 1 N roztwdr kwasu chlorowodorowego (HCl) przeznaczony do aktywacji prob badanych

2) Odczynnik: 1,2 N NaOH z 0,5 M HEPES

3) Roztwér buforu ptuczacego, zawierajgcy buforowany surfaktant ze Srodkiem
konserwujgcym

4) Roztwér do rozcienczania serii standardéw, zawierajgcy buforowane biatko ze srodkiem

konserwujgcym
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5) Roztwor substratu (odczynnik zawierajgcy stabilizowany nadtlenek wodoru i chromogen —
3,3',5,5’ - tetrametylobenzydyne)

6) Seria standardéw (odczynnikéw kalibracyjnych) zawierajgca aktywowane, rekombinowane
ludzkie TGF-B1 o znanych stezeniach: 2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125

pg/ml, 62,5 pg/ml, 31,2 pg/ml oraz 0 pg/ml (sam roztwér do rozcienczania standardéw).

Przeprowadzenie badania: Bezposrednio przed przystgpieniem do witasciwej analizy, w

pierwszym etapie dokonano aktywacji TGF-B1 zawartego w badanych prébkach moczu do
immunoreaktywnej formy poprzez dodanie 20 ul 1IN HCl (roztworu kwasu
chlorowodorowego) do 100 ul moczu, nastepnie 10-minutowej preinkubacji w temperaturze
22°C, a pbzniej neutralizacji zakwaszonej préobki moczu 20 ul uprzednio przygotowanym
odczynnikiem 1,2 N NaOH z 0,5 M HEPES, doprowadzajgc prébki do pH miedzy 7,2-7,6. W
drugim etapie natomiast, do kazdej studzienki ptytki natozono 50 pl dotgczonego do zestawu

analitycznego roztworu buforowanego biatka ze srodkiem konserwujgcym.

Nastepnie na tak przygotowang ptytke naniesiono po 50 ul standardéw oraz aktywowanych
wczesniej, prob badanych celem 2-godzinnej inkubacji w temperaturze 22°C na wytrzgsarce.
Po uptywie tego czasu energicznym ruchem catkowicie usunieto zawartos¢ wszystkich
wypetnionych studzienek, odwracajac ptytke. Kolejnym krokiem byt cykl 4-krotnego ptukania
niezwigzanych z przeciwciatem antygendw, kazdorazowo 400 ul przygotowanym uprzednio
roztworem buforu pfuczacego do wszystkich studzienek. Po kazdym etapie ptukania,
catkowicie oprdzniono studzienki, po czym dodano do wszystkich 100 pl dofaczonego do
zestawu roztworu koniugatu (roztworu znakowanych enzymem przeciwciat poliklonalnych
anty-TGF-B1). Catos¢ inkubowano kolejne 2 godziny w temperaturze 22°C na wytrzasarce.
Nastepnie powtdrzono jak wyzej usuniecie zawartosci catej ptytki poprzez jej energiczne
odwrdcenie, a pdzniej etap 4-krotnego ptukania, jak powyzej, podczas ktérego usunieto przy
pomocy roztworu buforu ptuczgcego, niezwigzane przeciwciata drugorzedowe
skoniugowane z enzymem. Do kazdej studzienki dodano 100 pl roztworu substratu -
Substrate Solution (3,3',5,5'-tetrametylobenzydyne; TMB) i przeprowadzono 30-minutowa
inkubacje w temperaturze 22°C na wytrzasarce, chronigc ptytke przed dostepem sSwiatta,
celem konwersji przez enzym substratu do wykrywalnej, barwnej formy produktu. Reakcje
zakoniczono przy pomocy 100 pl dotagczonego do zestawu roztworu zatrzymujgcego reakcje

enzymatyczng - Stop Solution, powodujgcego zmiane barwy z niebieskiej na z6tta.
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Odczytu absorbancji dokonano przy A=450 nm, nie pdzniej niz 30 minut od dodania Stop

Solution, przy uzyciu spektrofotometru DRG E-LIZA MAT-3000 z automatycznym czytnikiem.

Wykonano duplikaty wszystkich stezen standarddéw, gdzie wartos¢ absorbancji wyrazono
jako $rednig z dwdch pomiaréw kazdego standardu o odpowiednim stezeniu TGF-Bf1
wzgledem absorbancji proby zerowej (standardu o stezeniu O pg/ml). Stezenie prdob
badanych zostato odczytane w oparciu o wykreslong krzywa kalibracyjng, sporzadzong dla
w/w znanych stezen TGF-B1 - odpowiednio po uwzglednieniu absorbancji wzgledem préby
zerowej. Uzyskane wyniki pomnozono przez wartos¢ 1,4 (biorgc pod uwage rozcienczenie

probek badanych na etapie aktywacji).

Stezenie izoprostandw (8-epi-prostaglandyny-F».; 8-EPI-PGF3q)

Zasada metody: Faza stata (ptytka) dotaczona do zestawu, optaszczona zostata uprzednio

przeciwciatami poliklonalnymi anty-8-EPI-PGF,4, Wigzgcymi specyficznie izoprostany. Metoda
ta polegata na tym, ze nastepowato wspdtzawodnictwo o wigzanie do przeciwciat
optaszczajacych faze statg, pomiedzy izoprostanami (antygenem pochodzacym z materiatu),
zawartymi w moczu badanym (lub w serii standardéw), a standaryzowanymi,
skoniugowanymi izoprostanami, czyli antygenem wyznakowanym enzymem (peroksydazg
chrzanowy; HRP). Koncowym etapem byto dodanie roztworu 3,3'5,5' -
tetrametylobenzydyny (TMB), bedgcego substratem dla zastosowanego w badaniu enzymu i
krétka inkubacja majgca na celu konwersje substratu do barwnej formy produktu, a
nastepnie zatrzymanie reakcji przy uzyciu roztworu Stop Reagent. Odczytu absorbancji prob
badanych oraz serii standardéw dokonano przy pomocy czytnika spektrofotometrycznego

przy A=450 nm w stosunku do préby odczynnikowej (zerowej).

Intensywnos¢ zabarwienia powstatego produktu byta odwrotnie proporcjonalna do stezenia

izoprostanéw zawartych w prébce moczu pacjenta (lub w serii standardéw).

Wymienione ponizej odczynniki oraz serie standardow do krzywej kalibracyjnej (wzorcowej)

przygotowano zgodnie z procedurag badawcza:1*3

1) Roztwoér buforu ptuczacego (przemywajgcego)

2) Roztwodr koniugatu - enzymu (peroksydazy chrzanowej; HRP) ze standaryzowanymi
izoprostanami i buforem wzmacniajgcym barwe produktu
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3) Seria standardéw (odczynnikow kalibracyjnych), zawierajgca izoprostany (8-EPI- PGFy4) 0
znanych stezeniach: 100 ng/ml, 50 ng/ml, 10 ng/ml, 5 ng/ml, 1 ng/ml, 0,1 ng/ml, 0,05 ng/mi
oraz 0 ng/ml (probka zawierajgca jedynie dotaczony do zestawu analitycznego roztwor

buforu do rozciericzania).

Przeprowadzenie badania: Badanie rozpoczeto od natozenia 100 pl prébek moczu

(rozcienczonych uprzednio w stosunku 1:4 buforem do rozcieniczania, zgodnie z zaleceniami
producenta) oraz po 100 ul przygotowanych standardéw do poszczegdlnych studzienek 96-
dotkowej ptytki. Nastepnie do kazdej studzienki dodano 100 ul przygotowanego wczesniej
koniugatu (roztworu znakowanych enzymem izoprostandéw wraz z buforem wzmacniajgcym
barwe powstatego kompleksu reakcyjnego). Ptytke inkubowano w wilgotnej komorze w
temperaturze 22°C przez 2 godziny na wytrzgsarce. Po uptywie tego czasu energicznym
ruchem catkowicie usunieto zawartos¢ wszystkich wypetnionych studzienek, odwracajgc
ptytke. Nastepnie trzykrotnie do kazdej studzienki na okoto 2-3 minuty dodano 300 pl
roztworu buforu ptuczgcego (przemywajgcego) celem wyptukania niezwigzanych z
przeciwciatem izoprostanéw. Po kazdym etapie ptukania catkowicie oprézniono wszystkie
studzienki, po czym nastepnie do kazdej z nich dodano 200 pl dotgczonego do zestawu
roztworu substratu dla zastosowanego w badaniu enzymu — TMB Substrate. Kolejnym
krokiem byta 30-minutowa inkubacja w temperaturze 22°C na wytrzgsarce, podczas ktorej
dodany substrat konwertowany byt przez enzym zawarty w koniugacie do barwnego
produktu - do uzyskania niebieskiego odcienia badanych prébek oraz serii standardéw (przy
czym standard o stezeniu 0 ng/ml wykazywat najbardziej intensywng barwe). Ostatnim
etapem byto dodanie 50 ul roztworu Stop Reagent zatrzymujgcego reakcje katalizowang

przez enzym i zmiana barwy z niebieskiej na z6tta.
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Tabela 16.

Analityka pozostatych parametréw oznaczonych w Centralnym Laboratorium Klinicznym
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku (UCK GUMed) podczas kaidej wizyty

kontrolnej i/lub wizyt ,bezpieczeristwa”

EaDaryT MIATERIAL APARATLUIRA
FRAETO DS BADo TN
PORARETR [ BCHLS HCEI P ORISR AL,
Elsktrodiby:
sod Dobowa  zbicrka | Posrednia metoda | Aparat Architect
Mgz {DZRA] potencjometryczns z | CEIID - vz LH
FASTOSOWENiEMm sl=ktred | biochemiczmy:
Fot=s Surowics 3.5 mil jonoselekoywrych (ISE) aparat i odczynniki
Ffirrmy abbott
Krestynina Surocwaca 3,5 rmil Enzymabycona metoda  laffe'go
wykluczajgra interferencjs  ze

strony substandji Jaffe dodatnich

Inhibator Obwodowa krew | Komp=tycyjna, heterogenna | Aparat ablbott
kslcymauryny pefna fylna 2,0 mil | metoda immunochemilumines- | (200605 - mecdod
[cykbosporyna pobrana mna 3.6 | cendji T zastosowaniemn pars- | immmonoechemiczny
A ftekrodimus] | mg KLiEDTa | magnetycznych  mikroczastecrsk

[etylenodiaminog- oplaszonych przeciweCisd=ma

tetraocctan [ChAlA]

tripotasowsy]
rorfolbogia Krew pebna yina | Metoda fotometryczna przy | Autcanalizator
ki 2,0 ml pobrana | ufyciu Bwylosiarmano sodu (SLS] | SYSREEX XEZ100
cbwwodowej ma 3,58 ms K;:EDTA

[h=moglobina) | {antykocagulant)

Akronimy oraz petne nazwy badan klinicznych, cytowanych w rozprawie:

AIPRI — Angiotensin - Converting Enzyme Inhibition in Progressive Renal Insufficiency Study
REIN — Ramipril Efficacy in Nephropathy

RENAAL — Reduction of Endpoints in Non — Insulin Dependent Diabetes Mellitus with the
Angiotensin Il Antagonist Losartan

IDNT — Irbesartan Diabetic Nephropathy Trial

DETAIL — Diabetics Exposed to Telmisartan and Enalapril

ONTARGET — Ongoing Telmisartan Alone and in Combination with Ramipril Global Endpoint
Trial

ALTITUDE - Aliskiren Trial in Type 2 Diabetes Using Cardiovascular and Renal Disease

Endpoints Trial
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