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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ABCAL - biatko blonowe majace kasete wigzaca ATP typu Al (ang. ATP-binding
cassette transporter type Al)

APO - apolipoproteina (ang. apolipoprotein)

BMI — wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

C —ang. cholesterol

CETP — biatko przenoszace estry cholesterolu (ang. cholesteryl ester transfer protein)
CH — cholesterol

CH-C — cholesterol catkowity

ChSN — choroba sercowo-naczyniowa

CKD - ang. chronic kidney disease

CKD-EPI - ang. chronic kidney disease-epidemiology collaboration

CVD - ang. cardiovascular disease

eGFR — wskaznik przesaczania klebuszkowego (ang. estimated glomerular filtration rate)
FL — fosfolipidy (ang. phospholipids)

HDL — lipoproteiny o wysokiej gestosci (ang. high density lipoproteins)

HMG-CoA - 3-hydroksy-3-metylo-glutarylokoenzym A (ang. 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-
coenzyme A)

HSPG — proteoglikany zawierajace tancuchy siarczanu heparanu (ang. heparyn
sulphateproteoglican)

IDL — lipoproteiny o posredniej gestosci (ang. intermediate density lipoproteins)
LCAT — lecytyna-cholesterol acylotransferaza (ang. lecithin-cholesterol acyltransferase)
LDL - lipoproteiny o niskiej gestosci (ang. low density lipoproteins)

LPL — lipaza lipoproteinowa (ang. lipoprotein lipase)

LRP — biatko pokrewne receptorowi LDL (ang. LDL receptor-related-protein)

PChN — przewlekta choroba nerek

PCR — reakcja fancuchowa polimerazy (ang. polymerase chain reaction)

RCT —ang. reverse cholesterol transport

SR-B1 — receptor zmiatajacy klasy B1 (ang. Scavenger receptor class B type 1)

TC — ang. total cholesterol

TG — trojglicerydy (ang. triglycerides)

WHR - stosunek obwodu talii do obwodu bioder (ang. waist-to-hip ratio)

VLDL - lipoproteiny o bardzo niskiej gestosci (ang. very low density lipoproteins)
ZTCH — zwrotny transport cholesterolu
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STRESZCZENIE

Wprowadzenie

Biorgc pod uwage coraz bardziej powszechne wystepowanie przewleklej choroby
nerek (PChN) pozwalajace zaliczy¢ jg do chordb cywilizacyjnych oraz majac na uwadze istotng
role zaburzen lipidowych w rozwoju miazdzycy, ktora w PChN jest przyspieszona i przyczynia
si¢ do wysokiej $miertelnosci z powodu chordb sercowo-naczyniowych (ChSN), badania

metabolizmu lipidow w PChN wydaja sie mie¢ ogromne znaczenie[1-5].

Zaburzenia gospodarki lipidowej w PChN pojawiajg si¢ juz w poczatkowych stadiach
choroby i nasilajg sie¢ wraz ze spadkiem filtracji klebuszkowej[6]. Najbardziej
charakterystyczng nieprawidlowoscig w tej populacji chorych jest hipertriglicerydemia, ktora
rozwija si¢ gtownie w skutek uposledzonego osoczowego katabolizmu lipoprotein bogatych
w triglicerydy (TG) - lipoprotein o bardzo niskiej gestosci (VLDL) oraz chylomikronéw[7].
Zahamowanie metabolizmu tychze lipoprotein jest wywotane przede wszystkim obnizong
aktywnoscig lipazy lipoproteinowej (LPL) oraz zaburzeniem ich sktadu, m.in. wzrostem
stezenia apolipoproteiny CIII (APOCIII). LPL uczestniczy w hydrolizie TG, w wyniku ktorej
powstaja wolne kwasy tluszczowe i glicerol. APOCIII hamuje dziatanie LPL poprzez
hamowanie wigzania enzymu z lipoproteinami bogatymi w TG[8]. Chylomikrony i VLDL,
uwalniajgc TG, zmniejszajag swoja objetos¢, a nastepnie sg przeksztatcane odpowiednio
w czasteczki resztkowe chylomikronow oraz lipoproteiny o posredniej (IDL). IDL w osoczu
s poddawane dalszej lipolizie pod wptywem lipazy watrobowej 1 ulegaja przeksztalceniu
do lipoprotein o niskiej gestosci (LDL), ktore stanowig gltowne Zrodto cholesterolu (CH)
dla tkanek obwodowych i watroby[9]. W wyniku metabolizmu VLDL i IDL poza TG
z lipoprotein zostaja uwolnione réwniez fosfolipidy (FL) oraz apolipoproteiny A (APOA),
ktore sg przenoszone na lipoproteiny o wysokiej gestosci (HDL) i biorg udziat
w ich dojrzewaniu. Z czasteczek HDL do VLDL sg natomiast przekazywane: apolipoproteina
E (APOE) oraz apolipoproteina CIl (APOCII) i APOCIII. Ponadto, TG z czasteczek VLDL
s wymieniane na estry cholesterolu z HDL przy udziale osoczowego biatka przenoszacego
estry cholesterolu (CETP)[10]. U pacjentéw z PChN obserwowano zwigkszong aktywnos¢
CETP, co prowadzi do obnizenia stezenia cholesterolu-HDL (HDL-CH)[11].

Glowng funkcjg HDL jest przenoszenie estrow cholesterolu z tkanek obwodowych
i Scian naczyn krwiono$nych do watroby, proces ten nazywany jest zwrotnym transportem

cholesterolu (ZTCH)[12]. Z uwagi na udziat HDL w ZTCH oraz dziatanie antyoksydacyjne,
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przeciwzapalne, przeciwzakrzepowe, fibrynolityczne i wazodylatacyjne (tzw. dziatanie
plejotropowe), lipoproteiny te petnia w organizmie wazna role przeciwmiazdzycowa[13].
Na podstawie wynikow licznych badan wykazano, iz w PChN dochodzi nie tylko
do zmniejszenia st¢zenia HDL-CH wraz ze spadkiem przesgczania kiecbuszkowego, ale takze
do zmian w skladzie tych lipoprotein, co prowadzi do zaburzen ich funkcji [3-4][14-15].
W populacji chorych z uposledzong funkcja wydalnicza nerek wydajnos¢ ZTCH jest
zmniejszona[16]. Uwaza sig, ze jest to zwigzane m.in. z zahamowaniem syntezy kluczowych
dla tego procesu APOAI i APOE oraz lecytyna-cholesterol acylotransferazy (LCAT)
w watrobie[16]. LCAT jest enzymem bioragcym udzial w estryfikacji wolnego cholesterolu,
co umozliwia jego transport w surowicy[17]. APOAI jest bialkiem niezb¢dnym do syntezy
HDL, jego istotna rola polega takze na aktywacji LCAT[18]. Dodatkowo, w PChN stwierdzano
rowniez uposledzenie dziatania oksydacyjnego, przeciwzapalnego, wazodylatacyjnego oraz

antyagregacyjnego HDL[14].

Zaburzenia lipidowe w PChN sg wielokierunkowe, dotycza wszystkich klas lipoprotein
i wzajemnie si¢ nasilaja[6][9]. Najdoktadniej zostaly poznane u o0sob ze schytkowa
niewydolno$cig nerek leczonych hemodializg i dializg otrzewnowg[4][8]. U pacjentow z PChN
leczonych zachowawczo mechanizm powstawania nieprawidtowosci w metabolizmie lipidow
nie zostal jednoznacznie okreslony. Ostatnie badania podkreslaja kluczowa rolg
dysfunkcyjnych czasteczek HDL w PChN, ktore inicjuja zahamowanie katabolizmu
pozostatych lipoprotein, jednakze wymaga to potwierdzenia w dalszych badaniach klinicznych
z udziatem duzej liczby chorych[13-14]. Ponadto, zwraca si¢ uwage nie tylko na zmiany
dotyczace gtownego sktadnika HDL, jakim jest APOALI, ale takze na zaburzenia APOE, ktora
— jak dowodza najnowsze badania - petni kluczowa funkcj¢ w metabolizmie lipidow[20][25].
Rola APOE w zaburzeniach lipidowych w PChN w okresie przeddializacyjnym nie zostala

poznana.

APOE wystepuje we wszystkich klasach lipoprotein osocza poza matymi gestymi
czasteczkami LDL i odgrywa znaczacg rolg w metabolizmie lipidow[19]. Jako sktadnik HDL
bierze udziat we wszystkich etapach ZTCH — APOE taczac si¢ z biatkiem blonowym majacym
kasete wigzacg ATP typu Al (ABCAL), umozliwia wigzanie si¢ HDL z komorkami tkanek
obwodowych; aktywujac LCAT, przyspiesza estryfikacje CH oraz bedac ligandem
dla receptora zmiatajacego klasy B1 (SR-B1) i receptora LDL, uczestniczy w przekazywaniu
estrow cholesterolu z HDL do hepatocytow. Ponadto, APOE uczestniczy w wychwycie czastek

resztkowych chylomikronow i VLDL z krazacej krwi do watroby poprzez wigzanie si¢
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z receptorami LDL i biatkiem pokrewnym receptorowi LDL (LRP) oraz proteoglikanami
zawierajacymi tancuchy siarczanu heparanu (HSPG) na komoérkach watrobowych[20].
APOE jest biatkiem polimorficznym wystepujacym najczgsciej w 3 izoformach (APOEZ2,
APOE3, APOE4), kodowanych przez 3 allele genu (€2, €3, €4). Odmienna budowa izoform
APOE warunkuje réznice w ich zdolno$ci do wigzania si¢ z receptorami oraz niejednakowym
powinowactwie do poszczegélnych klas lipoprotein, co determinuje ich rézny wplyw

na powstawanie zaburzen lipidowych[21].

APOE wykazuje silne dziatanie przeciwmiazdzycowe potwierdzone w licznych
badaniach[22-25]. Jednakze dane na temat bezposredniego zwigzku pomigdzy Stgzeniem
APOE a ryzykiem rozwoju ChSN pozostaja niejednoznaczne[23][26-27]. Paradoksalnie
bowiem obserwowano wyzszy poziom APOE w surowicy chorych z ChSN. Najnowsze badania
wykazuja, iz to nie wysokie catkowite stezenie APOE, a jej podwyzszona zawarto$é
w lipoproteinach bogatych w APOB (VLDL, IDL, LDL) $cisle korelowata
z ryzykiem wystapienia ChSN[28-29].

W populacji chorych ze schytkowa niewydolnoscig nerek wymagajacych leczenia
nerkozastepczego metoda hemodializy oceniano wplyw polimorfizmu genu APOE
na zaburzenia lipidowe[30-31]. Brakuje danych na temat zwigzku miedzy stezeniem APOE,
jej dystrybucja pomiedzy lipoproteinami a polimorfizmem genu APOE u o0s6b
we wczesniejszych stadiach PChN. Wiedza ta pozwolitaby na doktadniejsze poznanie
patomechanizmu zaburzen lipidowych i przyspieszonego rozwoju miazdzycy wraz z progresja
PChN.

Statyny - inhibitory reduktazy 3-hydroksy-3-metylo-glutarylokoenzymu A (HMG-

CoA) - leki obnizajace Stezenie cholesterolu-LDL (LDL-CH) w surowicy, maja udowodniong
skutecznos¢ w redukcji ryzyka sercowo-naczyniowego w populacji ogoélnej oraz u osob
z PChN[32-33]. Zgodnie z wytycznymi Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego pacjenci
z PChN w stadium G3 (eGFR 59-31 ml/min/1,73m?) naleza do grupy wysokiego ryzyka
sercowo-naczyniowego, natomiast dla chorych w stadium G4 (eGFR 30-16 ml/min/1,73m?)
ryzyko to okresla si¢ jako bardzo wysokie[34]. Podstawowy profil lipidowy (cholesterol
catkowity (CH-C), LDL-CH, TG, HDL-CH) oznaczany rutynowo w populacji ogolnej
nie odzwierciedla ztozonych zaburzen lipidowych rozwijajacych si¢ w PChN. St¢zenie LDL-
CH nie koreluje z ryzykiem wystgpienia 0strego zespotu wiencowego w pacjentoéw z PChN
w przeciwienstwie do populacji osob z prawidlowa funkcjg nerek[35]. Z tego powodu
poszukuje si¢ nowych lipidowych wskaznikow doktadniej odzwierciedlajacych ryzyko ChSN
9



W tej grupie pacjentow. W populacji ogolnej stezenie APOB, cholesterolu-nie-HDL (nie-HDL-
CH) oraz wspotczynnik APOB/APOALI koreluje z ryzykiem sercowo-naczyniowym, parametry
te obnizaja si¢ W trakcie leczenia statynami[36]. Nieliczne badania oceniaja wptyw inhibitorow

reduktazy HMG-CoA na wspomniane parametry u pacjentow z PChN[37].
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Cele pracy

Ocena zaburzen lipidowych u pacjentéw PChN leczonych zachowawczo:

1.

Ocena zwigzku miedzy polimorfizmem genu APOE a wystepowaniem zaburzen
lipidowych w przebiegu PChN.

Ocena zwiazku migdzy polimorfizmem genu APOE a stgzeniem APOE w surowicy,
jej dystrybucja pomiedzy lipoproteinami osocza i zaburzeniami lipidowymi u nosicieli
allelu €2.

Ocena zwiazku migdzy polimorfizmem genu APOE a stgzeniem APOE w surowicy,
jej dystrybucja pomiedzy lipoproteinami osocza i zaburzeniami lipidowymi u nosicieli
allelu 3.

Ocena wplywu statyn na stgzenie APOB, nie-HDL-CH oraz wspoiczynnik
APOB/APOALI u pacjentow z PChN.

Ocena wplywu zaburzen ilo$ciowych i jakosciowych HDL na wydajnos$¢ lipolizy

VLDL i ich rola w patomechanizmie hipertriglicerydemii u pacjentéw z PChN.
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Omowienie publikacji wchodzacych w sklad rozprawy

Zaburzenia metabolizmu i funkcji lipoprotein o wysokiej gestosci w przewleklej

chorobie nerek

W pracy pogladowej szczegblow0 opisano zaburzenia ilo$ciowe i jako$ciowe HDL
rozwijajace si¢ w PChN, poniewaz wyniki wielu badan wskazuja na istotng rolg dysfunkcji

HDL w przyspieszonym rozwoju miazdzycy w tej populacji chorych[14][16].

We wstepie artykulu przedstawiono epidemiologie PChN w polskiej populacji,
zwrocono uwagg na problem wysokiej $miertelnosci chorych z uposledzong funkcja
wydalniczg nerek z powodu ChSN, wymieniono najczestsze i potwierdzone w licznych
badaniach zaburzenia lipidowe w PChN. W dalszej czgéci szczegotowo omdéwiono budowe
czasteczki HDL, przedstawiono jej sktad lipidowy i biatkowy oraz funkcje poszczegdlnych
sktadnikéw. Nastgpnie wyjasniono, na czym polega ZTCH oraz podkreslono udzial sktadnikéw
biatkowych HDL na wszystkich etapach tegoz procesu. W kolejnej czesci pracy - ha podstawie
najnowszych oryginalnych badan - opisano mechanizm dziatania przeciwmiazdzycowego HDL
niewynikajacy bezposrednio z wptywu HDL na gospodarke lipidowa, tj. dziatanie plejotropowe
HDL. Obejmuje ono: dzialanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, antyagregacyjne,
fibrynolityczne oraz wazodylatacyjne.

Druga czg$¢ publikacji dotyczyla zaburzen HDL, ktore zostaly potwierdzone
u pacjentow we wczesnych stadiach PChN 1 ktore nasilajg si¢ wraz z progresja choroby.
Zaburzenia te sa zwigzane ze zmianami ilosciowymi oraz jakosciowymi HDL. W PChN
dochodzi bowiem do obnizenia st¢zenia HDL-CH w surowicy wraz ze spadkiem przesaczania
ktebuszkowego. Ponadto, czasteczki HDL u os6b z PChN r6znig si¢ sktadem biatkowym
i lipidowym od HDL o0so6b zdrowych. Nieprawidlowosci strukturalne czgsteczek HDL
prowadzg do zaburzenia funkcji tychze lipoprotein oraz wutraty ich wlasciwosci
przeciwmiazdzycowych. Co wiecej udowodniono, iz w PChN staja si¢ one czgsteczkami
o dziataniu promiazdzycowym. W pracy przedstawiono wyniki badan wykazujacych mniejsza
wydajnos¢ ZTCH u pacjentow z PChN, wywotane m.in. obnizeniem st¢zenia LCAT - enzymu
wchodzacego w sktad HDL oraz APOAI i APOE — apolipoprotein, ktore umozliwiajg wychwyt
CH z komorek tkanek obwodowych do HDL oraz sa aktywatorami LCAT. Nastepnie opisano
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mechanizmy upos$ledzenia dziatania plejotropowego HDL w PChN oraz nabycia przez te

lipoproteiny wiasciwosci prozapalnych, utleniajagcych oraz wazokonstrykcyjnych.

Apolipoprotein E gene polymorphism and renal function are associated with

apolipoprotein E concentration in patients with chronic kidney disease

Praca oryginalna po raz pierwszy przedstawia zwigzek pomig¢dzy polimorfizmem
genu APOE, st¢zeniem APOE w surowicy i jej dystrybucjg miedzy lipoproteinami a funkcja
wydalnicza nerek u pacjentéw z PChN leczonych zachowawczo. Jako ze APOE
ma udowodnione dziatanie przeciwmiazdzycowe, uznano, iz zaburzenia dotyczace tego
polimorficznego biatka moga bra¢ udzial w patomechanizmie przyspieszonego rozwoju

miazdzycy w populacji pacjentow z PChN[24-25].

We wstepie opisano budowe¢ biochemiczng czasteczki APOE, miejsce jej syntezy
w organizmie oraz klasy lipoprotein osocza, w ktorych sktad wchodzi. Nastepnie
przedstawiono rolg¢ APOE w metabolizmie lipidow, co decyduje o jej przeciwmiazdzycowym
dziataniu. W dalszej kolejnosci wymieniono powszechnie wystepujace izoformy APOE
(APOE2, APOE3, APOE4) kodowane przez 3 allele genu (€2, €3, €4), ich lokalizacj¢ w ludzkim
genomie oraz réznice w ich budowie, ktore wptywajga na odmienng zdolno$¢ wigzania si¢
z receptorami i powinowactwo do poszczegdlnych klas lipoprotein. Wymieniono réwniez
czestosci wystepowania tych izoform APOE w populacji kaukaskiej. Przedstawiono takze

wyniki badan dotyczacych stgzenia APOE u 0s6b z ChSN.

Do badania sposrod 2470 pacjentéw wiaczono 90 chorych z PChN w stadium G3-G4
(eGFR 59-16 ml/min/1,73m?) pozostajacych pod stata opieka Poradni Nefrologicznej
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. Kryteriami wytaczenia byty: cukrzyca,
choroby watroby, aktywna infekcja, biatkomocz nerczycowy, czynna choroba nowotworowa,
leczenie immunosupresyjne wiacznie z glikokortykoterapia, leczenie heparyng z powodu
jej dziatania aktywujacego na LPL, leczenie hipolipemizujace poza statynami oraz brak zgody

na udziat w badaniu (88 chorych).

Badanie zostato zatwierdzone przez Niezalezng Komisj¢ Bioetyczng Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego, wszyscy uczestnicy podpisali swiadoma pisemng zgode na udziat

w badaniu. W trakcie wizyty lekarskiej oraz na podstawie dostepnej dokumentacji medycznej
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uzyskano informacje na temat przyjmowanych lekow, tradycyjnych czynnikéw ryzyka ChSN
(wiek, pte¢, palenie tytoniu, nadcisnienie tetnicze, otytos¢). W trakcie badania fizykalnego
dokonywano pomiaru masy ciata, wzrostu, obwodu talii i bioder oraz trzykrotnie cisnienia
tetniczego. Obliczono wskaznik Body Mass Index (BMI) oraz Waist-To-Hip Ratio (WHR)

celem rozpoznania otytosci.

Krew do badan pobierano rano na czczo. Z surowicy izolowano VLDL metoda
ultrawirowania. HDL izolowano z infranatantu pozostatego po oddzieleniu VLDL przy uzyciu
metody precypitacji lipoprotein bogatych w APOB za pomocg heparyny i chlorku manganu.
W surowicy oraz w wyizolowanych lipoproteinach VLDL i HDL dokonano pomiaru stgzenia
lipidow i apolipoprotein. Stezenie lipidow i apolipoprotein w (IDL+LDL) obliczono jako
roznicg: [stezenie (sktadnika) w surowicy — stezenie w VLDL — stezenie w HDL]. Funkcje
wydalnicza nerek oszacowano, mierzac st¢zenie kreatyniny metoda enzymatyczng oraz
za pomocg wzoru eGFR CKD-EPI. Genotypowanie APOE wykonano, wykorzystujac metode
PCR.

Badanag populacje¢ podzielono na 3 podgrupy w zaleznosci od genotypu APOE:
podgrupa E2 (nosiciele £2e3), E3 (e3¢3) oraz E4 (e3e4).

W podgrupie E2 catkowite stezenie APOE bylo statystycznie istotnie wyzsze
w poréwnaniu do podgrupy E3 i E4. Podobnie jak w innych badaniach oséb z PChN dla cate;j
populacji badanej nie stwierdzono korelacji pomiedzy st¢zeniem APOE w surowicy
a wspoétczynnkiem eGFR. Poziom APOE w surowicy pozostawat staty, niezalezny od funkcji
wydalniczej nerek. Jednakze po uwzglednieniu genotypu APOE zaobserwowano, iz state
stezenie  APOE  w  populacji badanej wynikalo  z  roéznych  zmian
jej stezenia w zaleznosci od izoformy APOE oraz filtracji kigbuszkowej. W podgrupie E2
wystepowala dodatnia korelacja pomigdzy stezeniem APOE a wskaznikiem eGFR, natomiast
w podgrupie E3 korelacja ta byta ujemna — im nizszy wskaznik eGFR, tym poziom APOE
byt wyzszy. Wedtug naszej najlepszej wiedzy jest to pierwsza praca udowadniajaca taka

zaleznosé.

W dalszej czgsci artykulu opisano zmiany zawartosci APOE w poszczegélnych
klasach lipoprotein w zaleznosci od genotypu APOE. U nosicieli allelu €2 genu APOE wraz
z pogarszaniem si¢ funkcji wydalniczej nerek obserwowano ilosci APOE w czasteczkach HDL
(APOE-HDL), APOAI, wspotczynnika APOE-HDL/APOAI, co prowadzi do zahamowania
ZTCH. Dodatkowo, dla tej podgrupy stwierdzono redukcj¢ zawartosci APOE w czasteczkach
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IDL+LDL przy statej zawartosci APOB w tych lipoproteinach, co §wiadczy o ich niezmienionej
liczbie w surowicy. Zmiany te skutkuja ich zmniejszonym wychwytem z krazacej krwi
do watroby, poniewaz APOE jest ligandem dla receptoréw dla LDL i LRP. W konsekwencji
wydluza si¢ czas pozostawania IDL 1 LDL w surowicy i w $cianach naczyn krwionos$nych,
co predysponuje do tworzenia si¢ blaszek miazdzycowych. W podgrupie E2 obserwowano
rowniez mniejszg zawartos¢ APOE w czasteczkach VLDL, co spowolnia katabolizm tychze
lipoprotein w osoczu, gdyz APOE hamuje LPL. Podsumowujac, zmiany dystrybucji APOE
u nosicieli allelu €2 niekorzystnie wplywajg na gospodarke lipidowa i mogg przyspieszaé
rozwoj miazdzycy. U nosicieli allelu €3 genu APOE wraz z progresjg PChN stwierdzono wzrost
stezenia APOE w surowicy przede wszystkim wynikajacy ze zwigkszenia zawarto§ci APOE
w czasteczkach nie-HDL, gtéwnie IDL i LDL. W lipoproteinach IDL+LDL obserwowano
wigkszg ilos¢ APOE oraz APOB, co $wiadczyto o ich akumulacji w surowicy. W wielu
badaniach wykazano, iz zwigkszona zawartos¢ APOE w lipoproteinach zawierajacych APOB
jest zwigzana z wyzszym ryzykiem rozwoju ChSN. Na tej podstawie mozemy wnioskowac,
iz zmiany dystrybucji APOE dla podgrupy E3 rowniez negatywnie wptywaja na metabolizm
lipidow oraz moga zwigksza¢ prawdopodobienstwo wystapienia powiklan sercowo-

naczyniowych.

Podsumowujac, w pracy po raz pierwszy wykazano, iz u pacjentéw z PChN stezenie
APOE oraz jej dystrybucja pomiedzy lipoproteinami jest zwigzana nie tylko z polimorfizmem
genu APOE, ale takze z funkcja wydalniczg nerek. W oparciu o t¢ wiedze, zaburzenia lipidowe

w PChN powinny by¢ analizowane z uwzglednieniem polimorfizmu genu APOE.

Korzystny wplyw statyn na stezenie APOB, wspolczynnika APOB/APOAI
oraz cholesterolu nie-HDL jako potencjalnych markeréw oceny ryzyka sercowo-

naczyniowego u pacjentow z przewlekla choroba nerek leczonych zachowawczo

Uwaza sig, ze podstawowy profil lipidowy, a zwtaszcza poziom LDL-CH w surowicy,
oznaczany rutynowo w populacji ogdlnej celem oszacowania ryzyka rozwoju miazdzycy
i powiktan sercowo-naczyniowych oraz monitorowania leczenia hipolipemizujacego,
nie odzwierciedla ztozonych zaburzen lipidowych w PChN. W tej populacji nie obserwuje
sie liniowej zaleznosci pomiedzy wspomnianymi parametrami a ryzykiem wystapienia ChSN

czy zgonu z jej powodu zwtaszcza w zaawansowanych stadiach PChN[7]. Dotychczas
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nie zostaty opracowane skale oceniajace ryzyko sercowo-naczyniowe dla 0sob z uposledzong
funkcja wydalnicza nerek. Pacjenci obcigzeni PChN w stadium G3 (eGFR 30-
59ml/min/1,73m?) wedlug Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego zaliczani sg do grupy
wysokiego ryzyka sercowo-naczyniowego, za$ u chorych w stadium G4 i 5 PChN
(eGFR <30ml/min/1,73m?) ryzyko to jest bardzo wysokie[34]. Wedtug wytycznych National
Kidney Foundation Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (KDIGO) leczenia
dyslipidemii z 2013 roku stezenie LDL-CH bez oceny innych czynnikow ryzyka ChSN nie jest
wilasciwym parametrem szacujgcym ryzyko sercow0-naczyniowe oraz rozpoczynania leczenia
hipolipemizujgcego, poniewaz w tej populacji pacjentow nie stwierdzono liniowej zaleznos$ci
pomiedzy poziomem LDL-CH w surowicy a ryzykiem wystgpienia ostrego zespotu
wiencowego[40]. Poszukuje si¢ nowych markeréw pomocnych do oceny ryzyka zgonu

z powodu ChSN u os6b z PChN.

Celem badania byta ocena wptywu przyjmowania statyn na poziom APOAI, APOB,
wspolczynnika APOB/APOAI oraz nie-HDL-CH oraz ocena ich przydatnosci jako

potencjalnych parametréw pomocnych w szacowaniu ryzyka sercowo-naczyniowego w PChN.

Grupa badawcza, kryteria wylaczenia z badania oraz metodologia badania zostata
opisana w streszczeniu publikacji pt. Apolipoprotein E gene polymorphism and renal function
are associated with apolipoprotein E concentration in patients with chronic kidney disease.
Badang populacj¢ podzielono na grupe: nieprzyjmujacych (grupa 0, n = 42) oraz
przyjmujacych (grupa 1, n = 48) statyny. Wskazaniem do wlaczenia statyny byta
hipercholesterolemia, hiperlipidemia mieszana badz rozpoznanie ChSN. Hipercholesterolemie
stwierdzono u 57% (n = 51) pacjentdéw, hipertriglicerydemi¢ u 27% (n = 24), hiperlipidemi¢
mieszang u 19% chorych (n = 17). Sposrod oséb leczonych statynami podwyzszone stezenie
CH-C obserwowano u 35% (n = 17), podwyzszone st¢zenie TG u 27% (n = 13), hiperlipidemi¢
mieszang u 15% (n = 7) osob. 28 oséb przyjmowato atorwastatyne, 14 osdb — simwastatyne,
6 0s0b —rosuwastatyne. Wyodrebnione grupy pacjentow nie roéznity si¢ migdzy sobg rozktadem
ptci, wyksztalceniem, wskaznikiem WHR 1 BMI, czgstoscia wystgpowania nadci$nienia
tetniczego, palenia tytoniu, otylo$cig ani funkcja wydalniczg nerek mierzong za pomoca
stezenia kreatyniny w surowicy 1 eGFR CKD-EPI. Pacjenci leczeni statyng w poréwnaniu
do os6b nieleczonych byli starsi $rednio o 5 lat, cze$ciej mieli zdiagnozowang ChSN oraz PChN

w stadium G4.

W analizie statystycznej dla catej populacji badanej wykazano, iz wraz ze spadkiem
filtracji klebuszkowej nastepuje znamienny wzrost stezenia APOB, wspotczynnika
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APOB/APOAI oraz nie-HDL-CH. Porownujac grupy 0 i 1 stwierdzono statystycznie istotnie
nizsze stezenie CH-C, LDL-CH oraz APOB, wspotczynnika APOB/APOALI oraz nie-HDL-CH
u pacjentéw przyjmujacych inhibitory reduktazy HMG-CoA.

W przeprowadzonym badaniu stwierdzono wptyw statyn na obnizenie nie tylko stgzenia
CH-C i LDL-CH, ale takze na spadek poziomu APOB, wspotczynnika APOB/APOAI oraz
nie-HDL-CH w surowicy pacjentow z PChN w stadium zaawansowania od G3 do G4.
Analizujgc grupe chorych nieprzyjmujacych statyn¢ uznano, iz wsrod pacjentow
ze wspotczynnikiem APOB/APOAI > 0,65 dochodzi do istotnych zaburzen lipidowych
w porownaniu do osob z nizszym stosunkiem tychze apolipoprotein. Stwierdzono, iz u tych
pacjentow stezenie APOB w czasteczkach IDL+LDL w surowicy jest istotnie statystycznie
wyzsze. We wczesniejszych badaniach udowodniono, iz rowniez poziom IDL jest niezaleznym
czynnkiem ryzyka miazdzycy duzych naczyn. Podana wartos¢ wspotczynnika APOB/APOAL
moze — w toku dalszych badan — okaza¢ si¢ pomocna w identyfikacji chorych z PChN

szczegolnie narazonych na przyspieszong akceleracje miazdzycy.

Progression of chronic kidney disease affects HDL impact on lipoprotein lipase (LPL)-

mediated VLDL lipolysis efficiency

Patomechanizm powstawania hipertriglicerydemii we wczesnych stadiach PChN jest
roznorodny. Jako przyczyne podwyzszonego stezenia TG uznaje si¢ m.in. modyfikacje sktadu
VLDL — wzrost stezenia APOCIII oraz APOALII, ktore hamujg dziatanie LPL, spadek poziomu
APOCII, ktora aktywuje LPL oraz obecno$¢ osoczowych inhibitoréw LPL,
do ktorych zalicza si¢ subpopulacj¢ prekursorow HDL (pre-B-HDL)[38]. Postuluje sig,
iz w populacji chorych z PChN dysfunkcja HDL moze réwniez mie¢ bezposredni udziat
w rozwoju hipertriglicerydemii[39]. Praca oryginalna, w Kktoérej doktorantka byta
wspoétautorem, zaprojektowana i wykonana w Zakladzie Chemii Klinicznej Gdanskiego
Uniwersytetu Medycznego miata na celu ocenge wptywu HDL na wydajnos¢ lipolizy VLDL
zaleznej od LPL u pacjentéw z PChN.

Do badania witaczono 36 chorych z PChN w stadium G3 i G4 pozostajacych
pod opieka Poradni Nefrologicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku oraz
17 oséb zdrowych. Kryteria wykluczenia byty takie same jak w poprzedniej prezentowanej

pracy. Badanie zostalo zatwierdzone przez Niezalezng Komisje Bioetyczng Gdanskiego
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Uniwersytetu Medycznego, wszyscy uczestnicy podpisali swiadomg pisemng zgod¢ na udziat

w badaniu.

VLDL izolowano z surowicy metodg ultrawirowania. Nastepnie izolowano HDL
z pozostatych po ultrawirowaniu VLDL infranatantow metoda obejmujaca precypitacje
lipoprotein zawierajacych APOB i ultrawirowanie. VLDL inkubowano z LPL w obecnosci
albuminy jako akceptora wolnych kwasow tluszczowych w dwoch uktadach - przy braku
lub w obecnosci czgsteczek HDL. Wydajno$¢ lipolizy VLDL oceniano, okreslajac odsetek (%)
zhydrolizowanych TG.

W Dbadaniu wykazano, iz HDL zwigkszajg efektywno$¢ lipolizy VLDL-TG,
ten korzystny efekt zostaje jednak zaburzony w przebiegu progresji PChN. W obydwu grupach
badanych stwierdzono, iz w przypadku nieobecnosci HDL odsetek zhydrolizowanych TG
wahat si¢ miedzy 65 a 98% i byt zalezny od stezenia TG-VLDL. Obecnos¢ HDL zwickszata
odsetek zhydrolizowanych TG proporcjonalnie do wzrostu stezenia TG-VLDL. Jednakze
u pacjentow z PChN odsetek TG uwolnionych z VLDL po podazy HDL byt statystycznie nizszy
niz w populacji 0os6b zdrowych oraz obnizat si¢ wraz ze spadkiem filtracji klebuszkowe;.
U pacjentow w  stadium G4 PChN  stwierdzono, iz  obecno$§¢ HDL
nie zwiekszata odsetka zhydrolizowanych TG w wyniku lipolizy. Ponadto, zaobserwowano
odwrotng zalezno$¢ migdzy wydajnos$cia lipolizy a zawartoscia APOE 1 APOC w czasteczkach
VLDL. Wykazano takze, iz wptyw HDL na lipolizg¢ TG-VLDL byl niezalezny
od przyjmowania statyn.

Podsumowujac, w pracy udowodniono, iz HDL bezpos$rednio zwigkszaja wydajnos¢
lipolizy VLDL przy udziale LPL, co jest zaburzane przez uposledzong funkcj¢ wydalnicza
nerek. Na tej podstawie mozna wnioskowaé, ze obnizenie st¢zenia 1 zmiany sktadu HDL
sg zwigzane z rozwojem hipertriglicerydemii w PChN i Ze zaburzenia te wzajemnie si¢ nasilaja

wraz z progresja PChN.
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WhioskKi

1. Polimorfizm genu APOE byt zwigzany z wyst¢gpowaniem zaburzen metabolizmu
lipoprotein w przebiegu niewydolnosci nerek.

2. Obecnos¢ allelu €2 skutkowata:

A) spadkiem stezenia APOE w surowicy wraz z pogarszaniem si¢ funkcji wydalniczej
nerek,

B) zmianami ilosciowymi i jakoSciowymi w obrebie czgstek HDL, tj. zmniejszeniem
stezenia apolipoprotein Al i E oraz zmniejszeniem zawartosci APOE w czastkach HDL
(obnizony indeks APOE-HDL/APOAI) wraz z pogarszaniem si¢ funkcji wydalniczej
nerek, zwigzanymi z obnizeniem wydajnosci ZTCH,

C) zmianami jakosciowymi w obrebie IDL+LDL, tj. zmniejszeniem zawartosci APOE
w czastkach wraz z progresja niewydolnos$ci nerek, zwigzanym z obnizeniem
watrobowego wychwytu lipoprotein,

D) zmianami jako$ciowymi w obrgbie VLDL, tj. zwigkszeniem zawartosci APOE
w czgstkach, zwigzanym z obnizeniem wydajnos$ci katabolizmu tych lipoprotein.

3. Obecnos¢ allelu €3 wigzata si¢ ze:

A) wzrostem stezenia APOE w surowicy wraz z progresjg PChN,

B) wzrostem stezenia APOE i APOB we frakcjach LDL i IDL, wskazujacym
na akumulacj¢ promiazdzycowych czastek lipoproteinowych w surowicy, wraz
z progresja PChN.

4. Terapia statynami wptywata na spadek liczby czastek promiazdzycowych, zawierajacych
APOB oraz wspotczynnika APOB/APOAI w poréwnaniu do chorych nieleczonych
inhibitorami HMG CoA.

5. Zaburzenia ilo$ciowe 1 jakosciowe HDL wigzaly si¢ z obnizeniem wydajnos$ci lipolizy
VLDL 1 moga by¢ jednym z czynnikdw odgrywajacych istotng role w rozwoju
hipertriglicerydemii w PChN.

19



SUMMARY

Introduction

Considering increasingly chronic kidney disease (CKD) occurence and the crucial role
of lipid disorders in atherosclerosis development, which is accelerated in CKD and leads to
high mortality due to cardiovascular disease (CVD), the research on lipid metabolism in CKD

seem to be indispensable[1-5].

Lipids disturbances in CKD appear at early stages of the disease and potentiate along
with glomerular filtration decline. Hypertriglyceridemia is the most distinctive lipid
abnormality in CKD patients, which arises mainly from impaired catabolism of lipoproteins
rich in triglycerides (TG) — very low density lipoproteins (VLDL) and chylomicrons[7].
Inhibited metabolism of these lipoproteins is primarily caused by decreased activity
of lipoprotein lipase (LPL) as well as the disorders of their composition including elevated
concentration of apolipoprotein CII1 (APOCIII). LPL participates in TG hydrolysis, as a result
of this process, free fat acids and glycerol are produced. APOCIII arrests LPL activity
by impeding the bond of the enzyme and lipoproteins rich in TG[8]. After TG release,
the capacity of chylomicrons and VLDL is carved and they are transformed into chylomicrons
remnants and intermediate density lipoproteins (IDL) respectively. IDL in serum undergo
further lipolysis catabolized by hepatic lipase and transform into low density lipoproteins
(LDL), which are the main source of cholesterol (C) for peripheral tissue and liver[9].
As a result of VLDL and IDL metabolism, apart from TG, phospholipids (PL)
and apolipoproteins A (APOA) are being released from the lipoproteins and transferred onto
high density lipoproteins (HDL) causing their maturation. Apolipoprotein E (APOE),
apolipoprotein CII (APOCII), APOCIII are transmitted from HDL to VLDL particles. TG from
VLDL are exchanged with cholesterol esters from HDL with the participation of cholesteryl
ester transfer protein (CETP)[10]. Increased CETP activity is observed in CKD patients, which
causes the reduction of cholesterol-HDL (HDL-C) concentration[11].

The primary function of HDL is carrying cholesterol esters from peripheral tissue
and blood vessel walls to the liver, that process is called reverse cholesterol transport
(RCT)[12]. Due to HDL participation in RCT as well as their anti-oxidative, anti-inflammatory,
anti-coagulative, fibrinolytic, vasodilatory activity (known as pleiotropic activity), these
particles play a crucial anti-atherosclerotic role in the organism[13]. Based on numerous studies

it was proven that in CKD not only decreased HDL-C level along with glomerular filtration
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drop was observed, but also changes in HDL structure causing their dysfunction[3-4][14-15].
The efficiency of RCT is diminished in the population with impaired kidney function[16].
It is connected with the inhibited production of crucial for RCT APOE and APOA and lecithin-
cholesterol acyltransferase (LCAT) in the liver[16]. LCAT is an enzyme, which takes part
in cholesterol esterification enabling its transport in serum[17]. APOAI is a protein essential
for HDL synthesis, its important role also consists in LCAT activation[18]. Additionally,
the impairment of anti-oxidative, anti-inflammatory, vasodilatory and fibrinolytic HDL activity

was surveyed in CKD[14].

Lipid disorders in CKD are multidirectional, affects all classes of lipoproteins
and increase one another[6][9]. The most accurately they were known in patients with end stage
renal disease treated by hemodialysis or peritoneal dialysis[4][8]. The mechanism
of the development of lipid disorders has not been evaluated in CKD patients treated
conservatively so far. The last studies underlined the key role of HDL dysfunction in CKD,
which initiates delayed catabolism of other lipoproteins, however it should be proven in further
clinical research of large amount of patients[13-14]. Moreover, it has been paid attention
not only on the changes of the main HDL component, which is APOAI but also of APOE
disturbances, which — as demonstrated in the newest studies — play a crucial role in lipid
metabolism[20][25]. The APOE function in lipid disorders in non-dialysed CKD population

has not been known.

APOE occurs in all classes of serum lipoproteins except small dense LDL and is a key
factor in lipid metabolism[19]. As a HDL component, it participates in all steps of RCT —
by attaching with ATP-binding cassette transporter type A1 (ABCAL), APOE facilitates HDL
and peripheral tissue cells connection; by acitivating LCAT, it accelerates C estrification;
as a ligand for Scavenger receptor class B type 1 (SRB1) and LDL receptor, it enables
the transmission of cholesterol esters from HDL to hepatocytes. Moreover, APOE assists
in chylomicrons remnants and VLDL uptake from circulating blood to the liver by binding
with LDL receptor and LDL receptor-related-protein (LRP) and heparyn sulphateproteoglican
(HSPG) on the liver cells[20]. APOE is a polymorphic protein occuring most often in 3 isoforms
(APOE2, APOE3, APOE4) coded by 3 gene allels (g2, €3, €4). Various APOE isoforms
structure conditions the differences in the ability to receptors binding and their preference
in binding with respecitve lipoprotein classes, which determines their diverse influence on lipid
disorders[21].
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APOE demonstrates a potent anti-atherosclerotic activity due to its participation
in lipid metabolism which has been proven in many studies[22-25]. However, data about
a direct relationship between APOE level and CVD risk stay ambiguous[23][26-27].
Paradoxically, elevated APOE concentration was observed in patients with CVD. Most recent
research has demonstrated that not the high total APOE level but increased APOE content
in lipoproteins rich in apolipoprotein B (APOB) (VLDL, IDL, LDL) strictly correlated with
the risk of incident CVVD[28-29].

The impact of APOE gene polymorphism on lipid disorders has been evaluated
in patients with end stage renal disease requiring hemodialysis[30-31]. There is a lack of data
about relationship between APOE concentration, its distribution among lipoproteins and APOE
gene polymorphism in patients at early stages of CKD. It might be helpful in more accurate
understanding of the patomechanism of lipid disturbances and accelerated atherosclerosis

development in CKD non-dialysed population.

Statins - reductase 3-hydroxy-3-metylo-glutarylocoenzyme A (HMG-CoA) inhibitors
- medications decreasing cholesterol-LDL (LDL-C) concentration in serum, own proven
efficacy in the reduction of cardiovascular risk in general population and in CKD patients[32-
33]. According to Polish Society of Cardiology guidelines people in G3 CKD stage
(eGFR 59-31ml/min/1.73m?) are at high cardiovascular risk, but for patients in G4 CKD stage
(eGFR 30-16 ml/min/1.73m?) the risk is very high[34]. The basic lipid profile (total cholesterol
(TC), LDL-C, TG, HDL-C) measured routinely in general population does not reflect
the composite lipid disturbances developing in CKD. LDL-C level does not correlate with
the risk of acute coronary syndrome in CKD patients as opposed to the population with normal
kidney function[35]. For that reason, new lipid parameters strictly reflecting CVD risk
are searched in CKD patients. APOB, non-HDL-C, APOB/APOAI ratio correlates with
the cardiovascular risk in general population, these factors decrease during statin treatment[36].
There are only very few data available on the influence of HMG-CoA reductase inhibitors on

these parameters in CKD patients[37].
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The aims of doctoral dissertation

The assessment of lipid disorders in CKD patients treated conservatively:

1.

The evaluation of relationship between APOE gene polymorphism and lipid
disturbances occurence in CKD progression.

The assessment of APOE gene polymorphism, APOE concentration, its distribution
among serum lipoproteins and lipid disturbances in €2 allele carriers.

The assessment of APOE gene polymorphism, APOE concentration, its distribution
among serum lipoproteins and lipid disturbances in €3 allele carriers.

The evaluation of the influence of statin therapy treatment on APOB, non-HDL-C
concentration and APOB/APOAI ratio in CKD patients.

The assessment of the impact of qualitative and quantitative HDL disorders
on the VLDL lipolysis efficiency and their role in the pathomechanism
of hypertriglyceridemia development in CKD patients.
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The overview of publications which are part of dissertation

Disturbances of high density lipoproteins metabolism and function in chronic kidney

disease

In the review article quantitative and qualitative HDL disturbances developing in CKD
were described in detail because the crucial role of HDL dysfunction in accelerated
atherosclerosis in that population has been demonstrated in many research[14][16].

In the introduction of the article CKD epidemiology in Polish population
was presented, the attention was paid on the problem of high mortality due to CVD in patients
with impaired kidney function, the most common and proven lipid disorders in CKD
was mentioned. In the subsequent part of the publication the structure of HDL particle, its lipid
and protein consent was described, the functions of the lipoprotein ingredients were explained.
Afterwards, the mechanism of RCT was elucidated and the participation of the protein
components of HDL in all steps of RCT was emphasized. In the further part of the article
the mechanism of anti-atherogenic HDL activity not resulting from the influence of HDL
on lipid metabolism, known as pleiotropic activity, was described based on the most recent
original data. It includes: anti-oxidative, anti-inflammatory, anti-coagulative, fibrinolytic
and vasodilatory HDL activity.

HDL abnormalities which has been proven in patients at early stages of CKD
and deteriorates along with CKD progression were enlightened in the second part of the article.
The HDL disturbances are connected with quantitative and qualitative changes
of the lipoproteins. The decrease of HDL-C concentration together with glomerular filtration
decline is observed in CKD. Furthermore, HDL particles from CKD patients differ in protein
and lipid content from HDL deriving from healthy population. Structural HDL disorders lead
to their dysfunction and the loss of their anti-atherogenic features. Moreover,
it was demonstrated that HDL become proatherogenic particles in CKD. In the article
the studies results were presented, which demonstrates lower RCT efficacy in CKD patients
resulting from the reduction of LCAT — the enzyme being a part of HDL and APOAI and APOE
level — apolipoproteins facilitating C uptake from peripheral tissue cells to HDL and are LCAT

activators. Thereafter, the mechanism of the impairment of pleiotropic activity
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and the obtainment of proinflammatory, oxidative and vasoconstrictive features by HDL
in CKD was described.

Apolipoprotein E gene polymorphism and renal function are associated with

apolipoprotein E concentration in patients with chronic kidney disease

The relationship between APOE gene polymorphism, APOE concentration,
its distribution among serum lipoproteins and kidney function in CKD patients treated
conservatively has been presented for the first time in the original article. It was considered that
APOE disturbances could participate in the pathomechanism of accelerated atherosclerosis

development in CKD population due to its well-known anti-atherosclerotic activity[24-25].

In the introduction the APOE biochemical structure, the localization of its synthesis
in a human organism and lipoprotein classes, in which APOE occurs were described. Then,
the role of APOE in lipid metabolism, which determines its anti-atherosclerotic function was
elaborated. Afterwards, the most common APOE isoforms (APOE2, APOE3, APOE4) coded
by 3 gene allels (2, €3, €4), their localization in human genome as well as differences in their
structure, which lead to various binding ability with receptors and affinity to respective
lipoprotein classes were mentioned. The frequency of the APOE isoforms occurrence
in the Caucasian population was listed. Studies results concerning APOE concentration

in CVD patients were also demonstrated.

90 CKD in G3 and G4 stages patients (éGFR 59-16 ml/min/1.73m?) from among
2470 population being under the care of the Outpatient Nephrology Clinic of Medical
University of Gdansk were recruited into the study. The exclusion criteria included: diabetes,
liver diseases, infections, nephrotic proteinuria, active neoplasm, immunosuppressive treatment
including steroids, heparin treatment due to LPL activation, hypolipidemic medications except

statins and the lack of consent for participation in the study (88 patients).

The study was approved by the Independent Bioethics Commission for Research
of the Medical University of Gdansk, all subjects gave a written consent for participation
in the study. Demographic data about medications, traditional risk factors of CVD (age, sex,
smoking cigarettes, hypertension, obesity) were collected during a medical appointment

and based on available medical documentation. Body weight, height, a circumference
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of waistline and hips as well as 3-times blood pressure were measured during the physical
examination. Body Mass Index (BMI) and Waist-To-Hip Ratio (WHR) were calculated
to diagnose obesity.

Blood samples were obtained after an overnight fasting in the morning. VLDL
was isolated from blood serum by ultracentrifugation. HDL was isolated from infranatant after
VLDL separation by precipitation of lipoproteins rich in APOB using heparin and manganese
chloride. In the serum and in isolated VLDL and HDL fractions the concentration of lipids
and apolipoproteins were measured. (IDL+LDL)-lipid and apolipoprotein level were calculated
as a difference: [concentration (of component) in serum — concentration in VLDL —
concentration in HDL]. Kidney function was evaluated by serum creatinine level measured
using enzymatic method and eGFR CKD-EPI formula. APOE genotyping was performed
by PCR.

The study population was categorized into 3 APOE subgroups according to APOE
gene polymorphism: subgroup E2 (2¢3 carriers), E3 (e3¢3) oraz E4 (e3¢4).

In the E2 subgroup total APOE concentration was statistically significantly higher
in comparison to the E3 and E4. There was no correlation between APOE level and eGFR ratio
for the entire study group similarly to other research of CKD patients. Serum APOE
concentration was constant and independent of renal dysfunction. However, after adjusting
the data for APOE genotype it occurred that stable APOE level in the examined population
resulted from its different changes according to APOE isoform and also glomerular filtration.
For the E2 subgroup, there was a positive correlation between APOE concentration and eGFR
value, in contrast, for the E3 subgroup, the correlation was negative — the lower eGFR value,
the higher APOE level. To the best of our knowledge, this is the first study presenting

such a relationship.

In the next part of the article the changes of APOE content in all lipoprotein classes
depending on APOE genotype were described. In €2 APOE gene allele carriers the decrease
of APOE amount in HDL particles (APOE-HDL), APOAI and APOE/APOAI ratio
was observed, which leads to RCT inhibition. Additionally, the reduction of APOE and constant
APOB content in IDL+LDL fractions was detected, which indicates unchanged IDL +LDL
number in serum. These abnormalities cause their diminished uptake from circulating blood
to liver because APOE is a ligand for LDL receptor and LRP. Consequently, the duration

of IDL and LDL staying in serum and blood vessel walls is prolonged, which predisposes
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to atherogenic plaques formation. For the E2 subgroup, the lower APOE content in VLDL
particles was observed, which delays the metabolism of these lipoproteins since APOE
suppresses LPL. To sum up, the changes of APOE distribution in €2 APOE gene allele carriers
adversely influences on lipid metabolism and might accelerate atherosclerosis development.
In €3 APOE gene allele carriers there was an increase of APOE level along with CKD
progression mainly resulting from higher APOE content in non-HDL fractions (especially
IDL+LDL). In IDL+LDL there were elevated APOE amount, which is an evidence of their
accumulation in serum. In many studies was demonstrated that increased APOE content
in lipoproteins containing APOB is connected with higher risk of incident CVD. Based on that
data, it was concluded that changes of APOE distribution for the E3 subgroup also negatively
impacts on lipid metabolism and may escalate the probability of cardiovascular complications.

In summary, in the study it has been demonstrated for the first time, that APOE
concentration and its distribution among lipoproteins is related not only with APOE gene
polymorphism but also with renal function. Based on that, lipid disorders in CKD should

be analyzed considering APOE genotype.

The beneficial influence of statins on APOB concentration, APOB/APOAI ratio and non-
HDL-cholesterol as the potential markers of cardiovascular risk in patients with chronic
kidney disease treated conservatively

The basic lipid profile, especially serum LDL-C, measured in general population
routinely to assess the risk of development of atherosclerosis and cardiovascular complications
as well as to monitor hypolipidemic treatment does not reflect composite lipid disorders
in CKD. There is no linear dependency between these parameters and the risk of incident CVD
or death caused due to CVD chiefly in patients with advanced CKD stages[7]. Scales evaluating
cardiovascular risk for the population with impaired kidney function have not been worked out
so far. Patients in G3 CKD stage (eGFR 30-59ml/min/1.73m?) are included to the group of high
cardiovascular risk, but for the people in G4 and G5 CKD stage (eGFR <30ml/min/1.73m?)
the risk is very high according to Polish Society of Cardiology[34]. Serum LDL-C without
the assessment of other CVD risk factors is not a proper parameter to evaluate cardiovascular
risk and start hypolipidemic therapy in accordance with National Kidney Foundation Kidney

Disease Outcomes Quality Initiative (KDIGO) guidelines of dyslipidaemia treatment from
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2013 year, because there is no linear relationship between LDL-C concentration and the risk
of acute coronary syndrome in CKD population[40]. New markers to more accurately assess
the probability of death because of CVD in CKD patients are searching.

The aim of the study was the assessment of statin therapy influence on APOAI, APOB,
APOB/APOAI ratio and non-HDL-C concentration and the assessment of their utility

as potential parameters to evaluate cardiovascular risk in CKD non-dialysed patients..

The study group, exclusion criteria and methodology was described in the summary
of the article Apolipoprotein E gene polymorphism and renal function are associated with
apolipoprotein E concentration in patients with chronic kidney disease. The examined
population was divided into: non-taking (group 0, n = 42) and taking (group 1, n = 48) statins.
The indication of statin therapy was: hypercholesterolemia, hypertriglyceridemia, mixed
hyperlipidemia or diagnosed CVD. Hypercholesterolemia occured in 57% (n = 51) patients,
hypertriglyceridaemia in 27% (n = 24) and mixed hyperlipidemia in 19% (n = 17). The elevated
CH-C level was observed in 35% (n = 17) participants, the elevated TG concentration in 27%
(n = 13) and mixed hiperlipidemia in 15% (n = 7) among from patients treated by statins.
28 patients took atorvastatin, 14 — simvastatin and 6 — rosuvastatin. The groups of patients
(0 and 1) did not differ in sex distribution, education, WHR ratio and BMI index, the frequency
of hypertension, smoking cigarettes, obesity or kidney function measured by serum creatinine
and eGFR CKD-EPI. Patients during statin therapy was on average 5 years older, more often
had diagnosed CVD and CKD stage 4 in comparison to patients not treated by HMG-CoA
reductase inhibitors.

For the whole study population it was demonstrated in statistical analysis, that APOB,
non-HDL-C concentration and APOB/APOAII ratio increased along with glomerular filtration
decline. For patients treated by HMG-CoA reductase inhibitors the level of CH-C, LDL-C
and also APOB, non-HDL-C, APOB/APOAI ratio was statistically significantly lower

compared with patients non-taking statins.

In the study the influence of statins on the reduction of not only CH-C and LDL-C level
was observed but also on the decrease of APOB, non-HDL-C concentration and APOB/APOAI
ratio in G3 and G4 CKD stage patients. During the analysis of patients not treated by these
medications it occured that significant lipid disorders appeared in participants with
APOB/APOA ratio higher than 0,65 in comparison with patients with the lower ratio of these
apolipoproteins. In patients with APOB/APOAI > 0,65 APOB amount in IDL+LDL fractions
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was statistically higher. In previous research it has been proven that IDL level is also
an independent risk factor of large vessels atherosclerosis. That value of APOB/APOAI ratio
might — under way of further studies — become helpful in the identification of CKD patients

particularly prone to accelerated atherosclerosis development.

Progression of chronic kidney disease affects HDL impact on lipoprotein lipase (LPL)-

mediated VLDL lipolysis efficiency

The pathomechanism of the development of hypertriglyceridemia at early stages
of CKD is various. The modification of VLDL composition — increased APOCIII and APOAII
level, which suppress LPL activity, reduced APOCII concentration, which activates LPL
as well as the presence of serum LPL inhibitors including precursored HDL population (pre-f3-
HDL) are claimed to be the reasons of elevated TG level [38]. It is postulated, that HDL
dysfunction could directly participate in hypertriglyceridemia development in CKD
population[39]. The original article of which the doctoral student was a co-author, planned
and performed in the Department of Clinical Chemistry of Medical University of Gdansk aimed
to assess HDL influence on VLDL lipolysis mediated by LPL in CKD patients.

36 patients in CKD stages G3 and G4, being under the care of the Outpatient
Nephrology Clinic of Medical University of Gdansk and 17 healthy people were included into
the study. The exclusion criteria were the same as in the previous presented article. The study
was approved by the Independent Bioethics Commission for Research of the Medical
University of Gdansk, all subjects gave a written consent for participation in the study.

VLDL was isolated from the serum by ultracentrifugation. Then, HDL was isolated
from infranatant after VLDL separation by precipitation of lipoproteins rich in APOB
and ultracentrifugation. VLDL was incubated with LPL from albumines as free fatty acids
acceptors in two mixtures — in the absence and presence of HDL. The efficiency of VLDL
lipolysis was evaluated by calculation of the percentage (%) of hydrolysed TG.

In the study it was demonstrated that HDL increased the efficiency of VLDL lipolysis,
however, this beneficial effect was disturbed by kidney dysfunction. In both groups
it was observed that the percentage of hydrolysed TG ranged from 65 to 98% in the HDL
absence and was dependent on TG-VLDL concentration. The HDL presence increased that

percentage proportionally to the HDL and TG-VLDL level. Nevertheless, the percentage
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of hydrolysed TG after HDL adding in CKD patients was statistically lower in comparison
to healthy population as well as reduced along with the deterioration of glomerular filtration.
In CKD G4 stage patients the presence of HDL did not decreased the percentage of hydrolysed
TG during lipolysis. Moreover, the opposite dependence observed among lipolysis efficiency
and APOE and APOC consent in VLDL particles. It was demonstrated that HDL impact
on TG-VLDL lipolysis was independent on statin therapy.

To sum up, we proved that HDL directly increased the efficiency of VLDL lipolysis
mediated by LPL dependent TG-VLDL concentration, which is impaired by kidney
dysfunction. In conclusion, the reduced concentration and composition changes of HDL
are connected with the development of hypertriglyceridemia in CKD and that disturbances
advance one another along with CKD progression.
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Conclusions

1. APOE gene polymorphism was connected with the disorders of lipoproteins metabolism
in CKD.

2. The presence of €2 allele resulted in:
a) increase of serum APOE concentration along with deterioration of kidney dysfunction

b) quantitative and qualitative changes of HDL fractions: reduced APOAI and APOE level
and lower APOE content in HDL particles (decreased APOE-HDL/APOAI ratio) along with
CKD progression, which leads to lower RCT efficiency

c) quantitive changes of IDL+LDL fractions: reduced APOE content in these lipoprotein along
with glomerular filtration decline causing their decreased uptake in the liver

d) qualitative changes of VLDL fractions: higher APOE content in these lipoprotein causing

their decreased catabolism in serum.
3. The presence of €3 allele caused:
a) increased APOE concentration along with CKD progression

b) higher APOE and APOB amount in IDL+LDL fractions with eGFR decline, which evidenced

of proatherogenic lipoproteins accumulation in serum

4. Statin therapy impact on the reduction of proatherogenic particles containing APOB as well
as the APOB/APOAII ratio in comparison to CKD patients not treated by HMG-CoA reductase

inhibitors.

5. Th quantitive and qualitative disturbances of HDL was connected with decreased efficacy

of VLDL lipolysis and could be one of the factor causing hypertriglyceridemia in CKD.
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