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Lista skrotow:

AA — kwas arachidonowy (ang. arachidonic acid)

ACEI — inhibitory konwertazy angiotensyny (ang. angiotensin-converting-enzyme inhibitors)
ALA — kwas alfa-linolenowy (ang. alpha-linolenic acid)

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

BUN — azot mocznika (ang. blood urea nitrogen)

LA — kwas linolowy (ang. linoleic acid)

ChSN — choroba sercowo-naczyniowa (ang. cardiovascular disease)

DHA — kwas dokozaheksaenowy (ang. docosahexaenoic acid)

DI — wskaznik desaturacji (ang. desaturation index)

e-GFR — wskaznik przesgczania ktebuszkowego (ang. estimated glomerular filtration rate)
EPA — kwas eikozapentaenowy (ang. eicosapentaenoic acid)

FFQ-6 — kwestionariusz czestotliwosci spozycia zywnosci (ang. food frequency questionnaire

with 6 answers)

GC-MS - chromatografia gazowa ze spektrometrig mas (ang. gas chromatography—mass

spectrometry)

HDL — cholesterol o wysokiej gestosci (ang. high-density lipoprotein)

MUFA — jednonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. monounsaturated fatty acid)
PUFA — wielonienasycone kwasy ttuszczowe (ang. polyunsaturated fatty acid)
PChN — przewlekta choroba nerek (ang. chronic kidney disease)

SCD-1 - desaturaza stearylo-CoA-1 (ang. stearoyl CoA desaturase-1)

SFA — nasycone kwasy ttuszczowe (ang. saturated fatty acid)

TAG — trojglicerydy (ang. triacylglycerols)



Streszczenie

Wprowadzenie

Przewlekta choroba nerek (PChN) jest schorzeniem, ktérego czestos¢ i rozpoznawalno$é wzrasta w
ostatnich dekadach. Gtéwnymi przyczynami jest starzenie sie spoteczenstwa i coraz powszechniejsze
wystepowanie chordb, bedacych przyczynami PChN, jak cukrzyca, nadci$nienie, miazdzyca. Podobnie
jak w populacji ogdlnej, podstawowag przyczyng zgondw wsréd populacji oséb z PChN, w tym rowniez
pacjentéw dializowanych i po przeszczepieniu nerki, jest choroba sercowo-naczyniowa (ChSN).
Zaburzenia lipidowe, uznany czynnik ryzyka ChSN w populacji ogdélnej, stanowig powszechne
powiktanie PChN. Sktadajg sie na nie: podwyzszone stezenie tréjgliceryddw (ang. triacylglycerols -TAG)
oraz obnizone stezenie cholesterolu o wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein — HDL). W
populacji ogdlnej, do czynnikdow ryzyka ChSN zalicza sie réwniez zaburzenia w profilu kwaséw
ttuszczowych, jednak dotychczas niewiele badan skupiato sie na ich analizie w przebiegu PChN. Kwasy
ttuszczowe stanowig grupe kwasow karboksylowych o rozlicznych funkcjach w organizmie. Te, ktére
nie majg wigzania podwdjnego w swojej budowie nazywa sie nasyconymi kwasami ttuszczowymi (ang.
saturated fatty acids - SFA), w przeciwienstwie do kwaséw, ktére majg jedno wigzanie podwdjne
(jednonienasycone kwasy ttuszczowe; ang. monounsaturated fatty acids - MUFA), badz kilka
(wielonienasycone kwasy ttuszczowe; ang. polyunsaturated fatty acids - PUFA). Istnieje wiele
przestanek swiadczgcych o korzystnym wptywie PUFA w redukcji ryzyka ChSN w populacji ogdlnej [1].
Dwie najwazniejsze grupy PUFA to kwasy n-3 oraz n-6, a ich gtdwnymi reprezentantami sg,
odpowiednio: kwas alfa-linolenowy (ang. alpha-linolenic acid - ALA) oraz linolowy (ang. linoleic acid -

LA). Oba sg egzogenne, czyli muszg by¢ dostarczone z dietg. Produkcja endogenna pozostatych kwaséw



n-3 o najwiekszej bioaktywnosci, czyli kwasu eikozapentaenowego (ang. eicosapentaenoic acid - EPA)
oraz dokozaheksaenowego (ang. docosahexaenoic acid - DHA) jest na tyle mata, ze rdwniez konieczna
jest ich podaz z pozywieniem. Ich gtdwnym Zrédtem sg ttuste ryby morskie, w przeciwieristwie do ALA,
ktérego zrdodtem sg przede wszystkim oleje rosdlinne. Uwaza sie, ze n-3 PUFA wywierajg swdj
kardioprotekcyjny wptyw poprzez obnizanie stezenia TAG, a takze redukcje cisnienia tetniczego,
dziatanie przeciwzapalne i przeciwzakrzepowe [2]. Rola kwaséw n-6, takich jak LA czy kwasu
arachidonowego (ang. arachidonic acid - AA), nie jest do konca wyjasniona. Badania sugeruja, ze
zwiekszony stosunek kwaséw n-6 do n-3 wigze sie z dziataniem prozapalnym i moze przyspieszac
procesy miazdzycowe, jednak wiele z badan potwierdza, ze niedobdr kwaséw n-6 PUFA rdwniez moze
nie by¢ korzystny [3]. W przeciwienstwie do niezbednych kwaséw ttuszczowych, ktére sg dostarczane
jedynie z dietg, MUFA mogg by¢ syntetyzowane réwniez endogennie. Wiekszos¢ badan, ktére oceniato
wptyw MUFA w diecie na ukfad sercowo-naczyniowy wykazato dziatanie ochronne, jednak uwaza sie,
ze endogenna synteza MUFA zwigzana jest z chorobami metabolicznymi i moze by¢ markerem
zwiekszonego ryzyka sercowo-naczyniowego [4] [5]. Na zmieniony profil kwaséw ttuszczowych wsréd
pacjentéw z PChN moze wptywac wiele czynnikdw, takich jak gorszy apetyt, ograniczenia dietetyczne,
aleizmieniony metabolizm, czy przyjmowane leki. ChSN jest gtéwng przyczyng zgondw wsrdd tej grupy
chorych. Biorgc pod uwage potencjalny wptyw kwaséw ttuszczowych w diecie na ukfad sercowo-
naczyniowy wsréd populacji oséb z PChN, analiza ich profilu moze mie¢ wptyw na lepsze zrozumienie
korelacji miedzy przebiegiem choroby, czynnikami dietetycznymi a ryzykiem sercowo-naczyniowym

pacjentow.

Cel pracy ogolny:

Celem pracy jest analiza profilu kwasow ttuszczowych wsréd populacji z PChN uwzgledniajac stadium

choroby, forme leczenia oraz diete.

Cele szczegotowe:

e Przeglad piSmiennictwa dotyczacy roli PUFA w PChN



e Ocena profilu kwasow ttuszczowych w surowicy oséb dializowanych

e QOcena zawartosci MUFA w surowicy w przebiegu PChN, jako potencjalnego czynnika
zwiekszajgcego ryzyko sercowo-naczyniowe

e Ocena PUFA w surowicy pacjentdw po przeszczepieniu nerki, w poréwnaniu do pacjentéw z
PChN leczong zachowawczo oraz grupy kontrolnej; ocena PUFA w tkance ttuszczowej

pacjentéw z PChN

Cele rozprawy zostaty zrealizowane w cyklu czterech artykutéw opublikowanych w latach 2016-2020
na tamach polskich i zagranicznych czasopism naukowych. Sktadajg sie na nig trzy spdjne tematycznie

prace oryginalne (publikacje 2-4) oraz jedna praca pogladowa (publikacja 1).

Publikacja 1.

Kwasy omega-3 a przewlekta choroba nerek—czy suplementacja jest zasadna i w jakich grupach

pacjentéw? Forum Nefrol. 2016; t. 9, nr 4, s. 223-228

Badania sugerujg dziatanie ochronne kwaséw omega, czyli n-3 PUFA, na uktad sercowo-naczyniowy w
populacji ogdlnej [6]. Prawdopodobny mechanizm kardioprotekcji obejmuje m.in. witasciwosci
przeciwzapalne, antyagregacyjne, przeciwoksydacyjne. Jako ze w patogenezie wielu chordb nerek
znaczenie ma wtasdnie proces zapalny oraz stres oksydacyjny, wysunieto podejrzenie, ze n-3 PUFA mogg

mieé rowniez dziatanie nefroprotekcyjne.

W ktebuszkowych zapaleniach nerek duzy biatkomocz jest czynnikiem zwiekszajacym ryzyko progresji
PChN. Istniejg badania, w ktorych wykazano redukcje biatkomoczu i spowolnienie progresji nefropatii
IgA przez n-3 PUFA [7] [8]. Jednak metaanaliza z 2012 r., cho¢ potwierdzita redukcje biatkomoczu, nie
wykazata zwolnienia progresji PChN [9]. Wytyczne KDIGO (ang. Kidney Disease Improving Global
Outcomes) sugerujg suplementacje kwaséw n-3 PUFA w nefropatii IgA w przypadku utrzymujgcego sie

biatkomoczu powyzej 1g/dobe, mimo leczenia inhibitorami ACE lub sartanami przez 3-6 miesiecy [10].



Istniejg doniesienia, ze niski poziom n-3 PUFA wsréd pacjentdw hemodializowanych moze by¢
niezaleznym czynnikiem ryzyka sercowo-naczyniowego [11]. Opisano réwniez potencjalnie korzystny
wptyw ich suplementacji na profil lipidowy w tej grupie chorych [12]. Suplementacja n-3 PUFA moze
stanowi¢ narzedzie wspomagajgce w redukcji ryzyka sercowo-naczyniowego w tej populacji. Majgc na
uwadze dziatanie przeciwagregacyjne i przeciwzakrzepowe wysunieto przypuszczenie, ze mogg takze
one przedtuzac zywotnosc dostepu naczyniowego u pacjentéw hemodializowanych, jednak nie udato

sie potwierdzi¢ poczgtkowo obiecujgcych wynikéw [13] [14] [15].

Publikacja 2.

Disorders of serum omega-3 fatty acid composition in dialyzed patients, and their associations with

fat mass. Ren Fail, 2017. 39(1): p. 406-412

Osoby dializowane czesto prezentujg zaburzenia lipidowe, jednak doktadny wptyw dyslipidemii na
progresje miazdzycy w tej populacji nie jest jasny. Obnizona zawartos¢ n-3 PUFA u pacjentow
dializowanych moze mie¢ zwigzek z wyzszym ryzykiem sercowo-naczyniowym. Celem badania byta
ocena profilu n-3 PUFA w surowicy pacjentdw dializowanych. Do badania zakwalifikowano 33 osoby
dializowane (10 pacjentdw hemodializowanych i 23 pacjentéw dializowanych otrzewnowo) oraz 22-
osobowag grupe kontrolng bez choroby nerek w wywiadzie. Oceniono trzy najwazniejsze n-3 PUFA: ALA,
EPA i DHA w surowicy pacjentéw, pobranej na czczo i przechowywanej w -80° C do czasu analizy przy
pomocy chromatografii gazowe] ze spektrometrig mas (GC-MS). Zawarto$¢ wyrazono jako odsetek
wagowy wszystkich badanych kwasdéw ttuszczowych. Oznaczono réwniez stezenie albumin, CRP oraz
lipidogram. Przy pomocy wieloczestotliwosciowej bioimpedancji elektrycznej oceniono sktad ciata

pacjentéw dializowanych.

Zawarto$¢ badanych kwaséw n-3 PUFA byta istotnie nizsza wsréd pacjentow dializowanych, w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Odsetek ALA wynidst 0.21 £ 0.09% wsrdd pacjentéw dializowanych i
0.33+0.11% w grupie kontrolnej (p <.001). Dla EPA, odpowiednie wartosci to: 0.59 + 0.23 versus

1.15+0.87 (p<.001), a dla DHA 1.11+0.50 versus 1.75+0.87 (p<.001). Poziomy DHA i EPA w



surowicy byly ze sobg silnie skorelowane, jednak wsrdd grupy dializowanej korelacja ta byta stabsza niz
w grupie kontrolnej (r=.39, p<.05 versus r=.72, p<.001). Zawarto$¢ ALA malata wraz z czasem
trwania dializoterapii (r=-0.45; p < .05), obserwacja ta dotyczyta réwniez EPA i DHA, jednak korelacje
te nie byta istotne statystycznie (odpowiednio: r=-.17, p=.36 oraz r=-.21, p =.25). Nie obserwowano
zalezno$ci miedzy zawartoscig n-3 PUFA a cholesterolem catkowitym, cholesterolem o niskiej gestosci
(ang. low density lipoprotein - LDL) i HDL ani poziomem tréjgliceryddw. Nie byto réwniez zaleznosci
miedzy n-3 PUFA a markerem stanu zapalnego CRP oraz albuming, stuzgcg przede wszystkim do oceny

stanu odzywienia.

Stwierdzono silng korelacje miedzy zawartoscig n-3 PUFA w surowicy a iloscig tkanki ttuszczowej w
grupie oséb dializowanych. Dla DHA, wspdtczynnik korelacji wynosit r = .48; p =.006, a dla EPA r = .40;
p=.03. W przypadku ALA, tendencja byta podobna, jednak nie uzyskano istotnosci statystycznej.
Na wysokie ryzyko sercowo-naczyniowe w populacji oséb dializowanych sktada sie wiele czynnikéw,
ktore dzieli sie na tradycyjne i nietradycyjne. Do nietradycyjnych nalezg miedzy innymi niedozywienie
oraz przewlekty stan zapalny. n-3 PUFA, poprzez swoje wtasciwosci przeciwzapalne, mogg dziatac
korzystnie, biorgc pod uwage, ze przewlekty stan zapalny, czesty w zaawansowanych stadiach PChN,
moze przyczyniac sie do wyniszczenia, ktore jest bardzo obcigzajgcym czynnikiem rokowniczym wsréd
pacjentéw dializowanych [16]. Otyli pacjenci dializowani cechujg sie lepszym rokowaniem, jest to
zjawisko przeciwne do obserwowanego w populacji ogdlnej i dlatego nosi miano odwrotnej
epidemiologii [17]. W niniejszej pracy, pacjenci z wiekszg iloscig tkanki ttuszczowej cechowali sie
korzystniejszym profilem n-3 PUFA. By¢ moze wyzsza zawartos¢ n-3 PUFA byta jedynie wskaznikiem
lepszego stanu odzywienia, ale nie mozna wykluczyé, ze n-3 PUFA u otytych pacjentéw dializowanych

majg niezalezne dziatanie ochronne, ttumaczac, choéby czesciowo, zjawisko odwrotnej epidemiologii.



Publikacja 3.

Potential contribution of monounsaturated fatty acids to cardiovascular risk in chronic kidney

disease. Pol Arch Intern Med, 2018. 128(12): p. 755-763.

W przeciwienstwie do niezbednych kwasdéw ttuszczowych, ktére muszg by¢ dostarczone z dietg, MUFA
sg kwasami endogennymi, co oznacza, ze mogg by¢ réwniez syntetyzowane przez organizm. Za
endogenng produkcje w gtdwnej mierze odpowiedzialna jest aktywnos$¢ enzymu desaturazy stearylo-
CoA-1 (SCD1) [5]. Zrédtem egzogennych MUFA sg m.in. oleje roélinne, oliwki, awokado, a takze
produkty mleczne. Sugeruje sie dziatanie ochronne MUFA w diecie na uktad sercowo-naczyniowy,
aczkolwiek sg badania, ktérych wyniki tego nie potwierdzajg [18] [19]. Wysoka synteza endogennych
MUFA moze by¢ zwigzana z wystepowaniem chordb metabolicznych, a wedtug niektérych autoréw
aktywnos¢ enzymu SCD1 moze byé markerem zwiekszonej Smiertelnosci, takze wsréd pacjentow
dializowanych [20]. W niniejszym badaniu wzieto udziat 207 uczestnikéw: 40 pacjentéw z PCHN w
stadium G1-2, 24 pacjentéw w stadium G3a, 24 pacjentéw w stadium G3b, 19 pacjentéw w stadium
G4-5, 24 pacjentéw hemodializowanych, 22 pacjentéw dializowanych otrzewnowo, 24 pacjentéw po
przeszczepieniu nerki. Grupa kontrolna sktadata sie z 30 osdb. Nawyki zywieniowe sprawdzono za
pomocg kwestionariusza czestotliwosci spozywania pokarméw (ang. Food Frequency Questionnaire
with 6 answers - FFQ-6). Zawartos¢ kwasow ttuszczowych oceniono w surowicy pobranej na czczo, przy

pomocy GC-MS.

Catkowita ilo$¢ oSmiu ocenionych MUFA wrastata wraz ze stopniem niewydolnosci nerek. Wsréd grupy
kontrolnej zawartos¢ MUFA wynosita 29.6 + 0.6%, wsrdd chorych PChN w stadiach G1-2 wynosita:
29.6 £ 0.5%, w PChN G3a: 30.2 £ 0.7%, w stadium G3b: 31.4 + 0.7% , w PChN G4-5: 32.2 + 0.5%, wsrdd
pacjentéw hemodializowanych: 33.2 + 1.0%, wsréd pacjentéw dializowanych otrzewnowo 33.6 £ 0.9%
(p<0.05). Pacjenci po przeszczepieniu nerki cechowali sie nieco mniejszg zawartoscig MUFA:

31.7 £ 0.7%, niz pacjenci w grupie PChN G4-5, jednak bez istotnosci statystycznej. Obserwowano
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dodatnig korelacje miedzy MUFA w surowicy a stezeniem kreatyniny i azotu mocznika (ang. blood urea
nitrogen - BUN), a takze korelacje ujemng miedzy MUFA a wspodtczynnikiem filtracji ktebuszkowej
(ang. estimated glomerular filtration rate - eGFR). Wartos$ci wynosity odpowiednio: r = 0.23, r = 0.25,
orazr=-—0.28, p <0.01. Z powyzszej analizy dotyczacej stezenia kreatyniny, BUN oraz eGFR wytgczono
oczywiscie pacjentow dializowanych. Istniata silna korelacja dodatnia miedzy poziomem MUFA a
stezeniem TAG oraz ujemna z HDL, odpowiednio: r = 0.71, p <0.01 i r = — 0.45, p <0.01. W analizie
wieloczynnikowej, zawartos¢ MUFA okazata sie jednym z najsilniejszych niezaleznych predyktoréw
ChSN wsrdd pacjentéw z PChN (p <0.01). Aktywnos$¢ SCD1 oceniono za pomocg wskaznika desaturacji
(DI) czyli stosunku kwasu oleinowego, ktéry jest kwasem jednonienasyconym do stearynowego, ktéry
jest kwasem nasyconym. DI, podobnie jak zawartos¢ MUFA w surowicy, rowniez wzrastat wraz z
postepem niewydolnosci nerek. Wedtug kwestionariusza FFQ-6, dieta pacjentow z PChN byta ubozsza
w produkty bogate w MUFA, jednak nie obserwowano istotnych korelacji pomiedzy zawartoscig MUFA

w surowicy a ich spozyciem w diecie.

Hipertriglicerydemia, ktéra bardzo czesto towarzyszy pacjentom z PChN, potencjalnie moze
przyczyniac sie do progresji niewydolnosci nerek [21]. Biorgc pod uwage, ze MUFA sg substratami dla
syntezy TAG, niewykluczone, ze hipertriglicerydemia w tej grupie chorych moze, przynajmniej
czesciowo, wynikac ze zwiekszonej endogennej syntezy MUFA w przebiegu choroby. Jak wspomniano
wyzej, wiekszos¢ badan wskazuje, ze MUFA pochodzenia egzogennego, czyli dostarczone w diecie,
majg raczej wtasciwosci ochronne na uktad sercowo-naczyniowy [4]. Moze wynikaé to z mniejszego
spozycia SFA, lub mniejszej aktywnosci SCD1. Mimo ograniczenn badania, ktérymi byly przede
wszystkim stosunkowo niewielka grupa chorych oraz jego przekrojowy charakter, w niniejszej pracy
wykazano wzrost zawartosSci MUFA wraz z postepem choroby nerek, najprawdopodobniej w
mechanizmie zwiekszonej aktywnosci SCD1, a takie jego zwigzek ze wzrostem ryzyka sercowo-

naczyniowego pacjentdw z PChN.
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Publikacja 4.

Disorders of serum polyunsaturated fatty acids (PUFA) in renal transplant patients. Transplantation

Proc. 2020, w druku

Ryzyko sercowo-naczyniowe u pacjentdw po przeszczepieniu nerki jest nizsze niz u pacjentéw
dializowanych, jednak ChNS pozostaje gtéwng przyczyng zgondw w tej populacji [22] [23]. Majac na
uwadze potencjalny kardioprotekcyjny wptyw PUFA, oceniono zawartos¢ najwazniejszych kwasoéw
n-3: EPA, DHA, ALA i kwaséw n-6: LA oraz AA, wsréd pacjentdw po przeszczepieniu nerki (n=24),
pacjentéw z PChN leczong zachowawczo w stadiach 2-5 (n=67) i grupy kontrolnej (n=43). Diete
oceniono za pomocy kwestionariusza FFQ-6. Grupa pacjentéw po przeszczepieniu prezentowata
znaczgco nizszy poziom badanych PUFA w surowicy. W grupie kontrolnej zawartos¢ ALA wynosita
0.33+0.11%, w PChN 2-50.28 £ 0.11%, w grupie 0s6b po przeszczepieniu nerki 0.21 + 0.08% (p<0.001).
Dla EPA, wartosci te wynosity odpowiednio: 1.06 + 0.68%, 0.82 + 0.43% oraz 0.65 + 0.32% (p=0.005),
adla DHA: 1.15 + 0.44%, 0.98 + 0.39%, 0.88 + 0.37% (p=0.023). Kwasy n-6 PUFA: LA oraz AA
prezentowaty te samg tendencje. Zawartos¢ LA w surowicy wynosita 26.00 + 3.62% w grupie
kontrolnej, 24.90 + 4.51% w grupie PChN 2-5, oraz 24.17 + 4.00% w grupie pacjentéw po
przeszczepieniu nerki (p=0.19). Dla AA, wartosci te wynosity odpowiednio: 5.55 + 1.11%, 4.84 + 1.2%,
4.04 + 0.86% (p<0.001). Pacjenci po przeszczepieniu nerki cechowali sie nizszym spozyciem ttustych
ryb, ktére sg gtdwnym zrédtem EPA i DHA oraz soi, orzechdw czy siemienia Inianego, ktére s z kolei
zrédtem ALA, jednak rdznice te nie byty istotne statystycznie. We wszystkich grupach obserwowano
ujemna korelacje miedzy TAG, a EPA i DHA, jednak korelacje te byty istotne statystycznie tylko dla
grupy kontrolnej. Nie byto istotnej réznicy miedzy badanymi PUFA a poziomem CRP, albuming czy

wskaznikiem masy ciata (ang. body mass index - BMI).

W drugiej czesci badania, poddano analizie podskdrng tkanke ttuszczowg 26 pacjentéw pobrang w
trakcie procedury przeszczepienia nerki (grupa byta heterogeniczna: 16 oséb dializowanych, 5 oséb

otrzymujacych wyprzedzajgca transplantacje, 5 osdb po przeszczepieniu nerki z niewydolnoscig graftu
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otrzymujgcych wyprzedzajaca retransplantacje) oraz 9 oséb z grupy kontrolnej, poddanych planowej
operacji przepukliny. Nie obserwowano istotnych réznic miedzy grupami w zawartosci badanych

kwasow tj. ALA, EPA, DHA, LA i AA w tkance ttuszczowe;.

Mimo ze przezywalnos¢ pacjentéw po zabiegu przeszczepienia nerki jest znaczaco lepsza, niz chorych
dializowanych, nadal najwiekszym zagrozeniem dla tej grupy pacjentéw jest zgon z powodu ChSN.
Dieta, poprzez m.in. wptyw na profil lipidowy, moze wywieraé wptyw kardioprotekcyjny, a zastgpienie
SFA kwasami PUFA obniza ryzyko sercowo-naczyniowe zarowno w populacji ogdlnej, jak i pacjentéw z
chorobami nerek [24] [25]. W niniejszej pracy pacjenci po przeszczepieniu nerki cechowali sie nizszg
zawartoscig badanych kwaséw n-3 i n-6 PUFA w surowicy. Chociaz stwierdzono réznice w diecie w
zakresie produktow, ktdre sg gtdwnym zZrédtem EPA, DHA, ALA, LA oraz AA, nie byly to réznice
znamienne statystycznie. Moze to Swiadczy¢ o tym, ze wptyw na zmieniony profil kwasow
ttuszczowych w tej grupie chorych majg inne czynniki, np.: zmieniony metabolizm, toksemia
mocznicowa. Wedtug niektérych autoréow, takze leczenie immunosupresyjne moze przyczyniac sie do

zaburzen profilu kwaséw ttuszczowych w organizmie [26].

W badaniu opublikowanym przez Neto i wsp., wyzsze spozycie EPA i DHA w diecie wigzato sie z nizszg
Smiertelnoscig po przeszczepieniu nerki [27]. Z kolei w metaanalizie przeprowadzonej przez Lima i
wsp., nie wykazano wystarczajgcych dowoddéw z badan randomizowanych, by zaleci¢ olej rybi celem
poprawy przezywalnosci graftu i pacjenta, jednak zauwazono korzystny wptyw na cholesterol HDL oraz

ci$nienie rozkurczowe [28].

Jednym z ograniczen tego badania jest stosunkowo niewielka grupa oséb po przeszczepieniu nerki, co
moze mie¢ wptyw na brak istotnosci statystycznej w réznicy spozywania produktéw bogatych w PUFA.
Trzeba réwniez pamietaé, ze kwestionariusz zywienia bazowat na pamieci pacjentdéw, co oczywiscie
moze wigzac sie brakiem doktadnosci i mozliwoscig btednej oceny czestosci spozywania produktéow.
Réwniez z uwagi na ograniczong liczbe pacjentdw w drugiej cze$ci badania, trudno interpretowac brak

réznic w zawartosci PUFA w tkance ttuszczowej.
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Mimo powyzszych ograniczen, wykazano zmniejszong zawartos¢ PUFA w surowicy pacjentéw po
przeszczepieniu nerki. Brak istotnosci statystycznej w spozywaniu pokarmow, ktore sg zZrédtem PUFA
miedzy grupami wskazuje na mozliwosé innej genezy tych zaburzen, takich jak zmieniony metabolizm

wtorny do przyjmowanych lekéw, czy wyzsze stezenie toksyn mocznicowych.
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Summary

Introduction

Chronic kidney disease (CKD) has increased in recent decades in terms of its prevalence and
recognition. The major culprits include increasing senility of the population as well as the growing
prevalence of diseases that lead to CKD, as diabetes mellitus, hypertension and atherosclerosis. Alike
the general population, cardiovascular disease (CVD) is the main cause of death in patients with CKD,
including patients on maintenance dialysis and renal transplant recipients. Dyslipidemia, which is an
acknowledged risk factor of cardiovascular risk in the general population, is a common complication
of CKD. A characteristic pattern for CDK-associated dyslipidemia consists of hipertriglicerydemia and
low concentration of high density lipoprotein (HDL) cholesterol. Disorders of fatty acids profile are
considered CVD risk factors in the general population. However, few studies have focused on fatty
acids profile in the course of CKD. Fatty acids are a group of carboxylic acids with multiple functions in
human organism. Fatty acids that have no double carbon bond in their structure are called saturated
fatty acids (SFA), in contrast to monounsaturated fatty acids (MUFA), which have one double bond,
and to polyunsaturated fatty acids (PUFA), which have more than one double bond. Many studies show
beneficial effects of PUFA on cardiovascular risk in the general population [1]. Two most important
groups of PUFA are n-3 and n-6, and their essential representatives are, respectively, alpha-linolenic
acid (ALA) and linoleic acid (LA). Essential fatty acids are acids which have to be delivered exogenously
with diet. Endogenous production of the two other most bioactive n-3 PUFA: eicosapentaenoic acid
(EPA) and docosahexaenoic acid (DHA) is very limited so they should also be present in the dietary
intake. The main source of EPA and DHA are oily fish, in contrast to ALA which is found mainly in
vegetable oils. It is believed that n-3 PUFA act as cardioprotective agents due their hypotensive, anti-
inflammatory and antithrombotic effects [2]. The role of n-6 PUFA, such as LA and arachidonic acid

(AA), has not been fully elucidated. There are studies suggesting that increased ratio of n-6 do n-3
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PUFA is associated with proinflammatory effect and might promote atherosclerosis, however n-6 PUFA
deficiency also might not be beneficial [3]. In contrast to essential fatty acids which can only be
delivered with dietary intake, MUFA can also be synthetized endogenously. Most studies which
evaluated influence of dietary MUFA on cardiovascular risk showed cardioprotective role of dietary
MUFA. However, it is believed that endogenous synthesis of MUFA is associated to metabolic diseases
and might be a marker of increased cardiovascular risk [4] [5].
Disorders of fatty acid profile in patients with CKD may have multiple causes, such as worsened
appetite, dietary restrictions, but also altered metabolism and administered drugs. Taking into account
potential beneficial effect of PUFA on cardiovascular risk in the CKD population, analysis of fatty acid
profile may have an influence on better understanding of correlations between the profile, the course

of the disease, dietary factors and cardiovascular risk.

The general objective of the thesis:

The objective of the thesis is an analysis of fatty acid profile in population of patients with chronic

kidney disease, taking into account disease staging, form of treatment and the diet.

The specific objectives:

Review of the role of PUFA in CKD

e Evaluation of serum fatty acid profile in dialysis patients

e Evaluation of serum MUFA in the course of CKD as a potential cardiovascular risk factor

e Evaluation of serum PUFA in renal transplant recipients in comparison to patients with
chronic disease of native kidneys and to a control group; evaluation of PUFA in subcutaneous

adipose tissue in patients with CKD
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The objectives of this thesis have been accomplished in a series of four articles published in 2016-2020

(list of publications) in Polish and international scientific journals.

The doctoral dissertation consists of three thematically coherent original articles [publications 2-4] and

one review article [publication 1].

Publication 1.
n-3 PUFA and chronic kidney disease — is supplementation beneficial and in which groups of

patients? Forum Nefrol. 2016; t. 9, nr 4, s. 223-228

Studies performed in the general population indicate cardioprotective effect of n-3 PUFA [6]. Possible
mechanisms of cardioprotection include anti-inflammatory, antiaggregatory and antioxidative effects.
It has been suggested that n-3 PUFA may also act as nephroprotective agents, as inflammation and

oxidative stress play a role in the pathogenesis of many kidney diseases.

In glomerulonephritis, high proteinuria is a risk factor of worsening of renal function. There are studies
in which n-3 PUFA have been shown to decrease proteinuria and slow down the progression of IgA
nephropathy [7] [8]. However, a meta-analysis from 2012 failed to confirm their ability to delay CKD
progression, despite the observed reduction in proteinuria [9]. Kidney Disease Improving Global
Outcomes (KDIGO) guidelines suggest n-3 PUFA supplementation in IgA nephropathy in case of
persistent proteinuria over 1 g/d, despite 3—6 months of optimized treatment with angiotensin-

converting-enzyme inhibitors (ACEIl) or sartans [10].

Low serum n-3 PUFA in dialysis patients has been associated with higher cardiovascular risk [11]. n-3
PUFA have also been reported to improve lipid profile in this population [12]. Taking into account
antiaggregatory and antithrombotic effect of n-3 PUFA, it has been suggested that they might prolong
dialysis graft patency, however despite initially promising results, the expected benefits were not

confirmed in further studies [13] [14] [15].
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Publication 2.
Disorders of serum omega-3 fatty acid composition in dialyzed patients, and their associations with

fat mass. Ren Fail, 2017. 39(1): p. 406-412.

Dialysis patients often present with lipid disorders, but the exact impact of dyslipidemia on
atherosclerosis is not clear in this population. Decreased content of n-3 PUFA may be associated with
high cardiovascular risk in this population. The aim of the study was to evaluate n-3 PUFA in the serum
of dialysis patients. 33 patients were enrolled into the study: 10 treated with hemodialysis and 23 on
peritoneal dialysis, and a control group of 22 persons with no CKD history. Three most clinically
relevant n-3 PUFA were evaluated: ALA, EPA and DHA in the serum. Samples were collected after an
overnight fast, and stored at —80 °C until analysed by gas chromatography with a mass spectrometer
detector (GC-MS). Fatty acid content was expressed as percentage of total fatty acids by weight.
Clinical parameters, such as albumin level, CRP, lipid profile were analysed. Body mass was evaluated
with the use of multifrequency bioimpedance analysis.
Content of all three n-3 PUFA was significantly lower in dialysis patients, in comparison to the control
group. For ALA, the content equalled 0.21 + 0.09% in dialysis patients, and 0.33 £ 0.11% in the control
group (p <.001). For EPA, the respective values were: 0.59 + 0.23 versus 1.15 + 0.87 (p <.001), and for
DHA 1.11+0.50 versus 1.75+0.87 (p<.001). DHA and EPA contents in the serum were strongly
correlated, however the correlation was weaker in dialysis patients than in the control group (r =.39,
p < .05 versus r=.72, p<.001). ALA content decreased with time on dialysis (r=-0.45; p <.05), the
tendency was present also for EPA and DHA, but the correlation was not statistically significant
(respectively: r=-.17, p=.36 and r=-.21, p =.25). No relevant correlation between n-3 PUFA content
and total cholesterol, low density lipoprotein (LDL) or HDL were observed. Also, there was no
correlation between n-3 PUFA and an inflammatory marker CRP or albumin, which is a marker of

nutritional status.
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There was a strong correlation between n-3 PUFA content and body fat mass in dialyzed patients. For
DHA, the correlation coefficient equalled r=.48; p =.006, and for EPA r=.40; p=.03. For ALA, the
tendency was  similar, but the  statistical  significance was not  reached.
Many factors contribute to high cardiovascular risk in dialysis patients and they can be divided into
traditional and non-traditional. Malnutrition and chronic inflammation are examples of non-traditional
risk factors. Anti-inflammatory abilities of n-3 PUFA might have beneficial effects, as chronic
inflammation in advanced CKD may contribute to wasting syndrome which is a poor prognostic factor
in patients on dialysis [16]. In contrast to the general population, obese patients on dialysis have an
improved survival prognosis. This phenomenon is called reverse epidemiology [17]. In this study,
patients with higher content of body mass presented more favourable n-3 PUFA profile. It is possible
that higher content of n-3 PUFA is a marker of better nutritional status but it cannot be excluded that
high n-3 PUFA content has cardioprotective effect and might, at least to some extent, explain the

reverse epidemiology phenomenon.

Publication 3.

Potential contribution of monounsaturated fatty acids to cardiovascular risk in chronic kidney

disease. Pol Arch Intern Med, 2018. 128(12): p. 755-763.

In contrast to essential fatty acids which have to be delivered with diet, MUFA can be produced
endogenously. An enzyme stearoyl-coenzyme A desaturase-1 (SCD1) has a key responsibility for MUFA
endogenous synthesis [5]. Dietary MUFA sources include vegetable oils, olives, avocado and dairy
products. Influence of exogenous MUFA on cardiovascular risk has not been fully elucidated, and
studies yielded mixed results [18] [19]. High endogenous MUFA synthesis might be associated with
increased incidence of metabolic diseases, and according to some authors, SCD1 activity might serve
as a marker of higher mortality in CKD, including dialysis patients [20]. In the present evaluation, 207
participants were enrolled: 40 patients with CKD stage G1-2; 24 patients with CKD stage G3g;

24 patients with CKD stage G3b; 19 patients with CKD stage G4-5; 24 patients on hemodialysis;
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22 patients on peritoneal dialysis; 24 kidney transplant recipients; control group comprised of 30
individuals with no CKD history. Dietary habits were examined by food frequency questionnaire (FFQ-

6). Fatty acid content was evaluated in the serum with GC-MS.

Total MUFA content increased with CKD progression. In the control group it equalled: 29.6 + 0.6%, in
patients with CKD stage G 1-2: 29.6 + 0.5%, in stage G3a: 30.2 + 0.7%, in stage G3b: 31.4 + 0.7%, in
stage G4-5: 32.2 £ 0.5%, in hemodialysis patients : 33.2 £ 1.0%, and in peritoneal dialysis 33.6 + 0.9%
(p<0.05). Patients after kidney transplantation presented slightly lower MUFA content (31.7 = 0.7%),
in comparison to patients with CKD in stage G 4-5, without reaching statistical significance. There was
a positive correlation between MUFA and creatinine and blood urea nitrogen (BUN) and a negative
correlation between MUFA and estimated glomerular filtration rate (e-GFR). Correlations equalled,
respectively: r=0.23, r = 0.25, and r = — 0.28, p <0.01. Patients on dialysis were excluded from this
analysis. There was a strong positive correlation between MUFA and TAG level, and a negative
correlation between MUFA and HDL, respectively: r = 0.71, p <0.01, and r = — 0.45, p <0.01. In a
multivariate analysis, MUFA turned out as one of the strongest independent CVD predictors in CKD
patients (p <0.01). SCD1 activity was estimated with desaturation index (DI), defined as the ratio of
oleic acid (MUFA representative) to stearic acid (SFA representative). DI showed the same tendency
and also increased with CKD progression. The dietary habits evaluated with FFQ-6 showed lower intake
of MUFA sources, however there was virtually no correlation between MUFA dietary intake and their
serum content. Hipertriglicerydemia, which is common in patients with CKD, might contribute to the
worsening of renal function [21]. Taking into account that MUFA are substrates for TAG synthesis, it is
possible that high TAG level in this population might, at least partially, result from increased
endogenous MUFA synthesis. Interestingly, as mentioned previously, majority of studies suggest that
dietary MUFA tend to have a beneficial effect on cardiovascular system [4]. The possible reason may
be the lower intake of SFA and/or decreased SCD1 activity. The main limitations of the study are
relatively small number of patients, and its cross-sectional nature. Despite these limitations, the study

showed a strong association between MUFA content and CKD progression probably due to increased
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SCD1 activity. Also, associations linking increased MUFA content and SCD1 activity with increased

cardiovascular risk in CKD population were demonstrated.

Publication 4.
Disorders of serum polyunsaturated fatty acids (PUFA) in renal transplant patients. Transplantation

Proc. 2020, in print

Cardiovascular risk in renal transplant recipients is lower than in patients on maintenance dialysis [22]
but CVD remains the main reason for death in this population [23]. Taking into account the
cardioprotective potential of PUFA, most important representatives of n-3: EPA, DHA and ALA and n-6
LA and AA were evaluated in renal transplant recipients (RTx group, n=24), in patients with CKD of
native kidneys stages G2-5, not on dialysis (CKD-ND, n=67) and a control group (n=43). Diet was
assessed with FFQ-6. Patients after renal transplantation had significantly lower content of PUFA in
the serum. In the control group, ALA content was 0.33 £ 0.11%, in CKD-ND group 0.28 + 0.11%, and in
RTx group 0.21 + 0.08% (p<0.001). For EPA, the values were, respectively: 1.06 + 0.68%, 0.82 + 0.43%
and 0.65 * 0.32% (p=0.005), and for DHA: 1.15 £ 0.44%, 0.98 + 0.39%, 0.88 + 0.37% (p=0.023). n-6
PUFA: LA and AA presented the same tendency. LA content in the serum was 26.00 £ 3.62% in the
control group, 24.90 + 4.51% in CKD-ND, and 24.17 + 4.00% in renal transplant recipients (p= 0.19). For
AA, the values were, respectively: 5.55 + 1.11%, 4.84 + 1.2%, 4.04 + 0.86% (p<0.001). Renal transplant
recipients presented with lower oily fish intake, the main source of EPA and DHA, and also lower intake
of soybeans, nuts and flaxseed — sources of ALA. However, the differences were not statistically
significant. In all three groups there was a negative correlation between TAG and both: EPA and DHA;
the correlations were statistically important only in the control group. No relevant correlations were
found between PUFA and: CRP, albumin, body mass index (BMI).
In the second part of the study, subcutaneous adipose tissue taken during the kidney transplantation
procedure was analysed in 26 patients (heterogenous group: 16 patients on hemodialysis, 5 patients

receiving pre-emptive transplantation, 5 patients with failing graft receiving pre-emptive re-
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transplantation) and in 9 controls during hernia surgeries. No statistically relevant differences in the
contents of ALA, EPA DHA, LA and AA were observed among the groups.
Even though survival of patients after kidney transplantation is better than in dialysis patients, CVD
remains as the main cause of death. Diet can play a cardioprotective role by affecting lipid profile, and
substitution of SFA with PUFA decreases cardiovascular risk in the general population, but also in
patients with kidney disease [24] [25]. In this study, patients after kidney transplantation presented
with lower serum content of n-3 and n-6 PUFA. Even though differences in dietary intake of examined
PUFA sources were present, they were not statistically important. This suggests that other, than
dietary, factors may have influenced the fatty acid profile, such as altered metabolism and/or uremic
intoxication. According to some authors, immunosuppressive treatment may contribute to disorders
of fatty acid profile [26]. In a study published by Neto et al., higher dietary intake of EPA and DHA was
associated with lower mortality after kidney transplantation [27]. In a meta-analysis conducted by Lim
et al., the evidence from randomized trials was not sufficient to recommend fish oil in order to improve
graft or patient survival, however beneficial effect on HDL cholesterol as well as on diastolic pressure
was noticed [28].
One of the limitations of this study was relatively small number of patients after kidney
transplantation, which could have led to the lack of statistical significance in differences in dietary
intakes of PUFA sources. Also, it has to be admitted that food frequency questionnaire results might
be inaccurate, as they are based on memory recalls. Further, no differences in PUFA content in the
adipose tissue are difficult to interpret due to the small number of participants.
Despite above limitations, the study clearly showed a decreased PUFA content in the serum of renal
transplant recipients. Lack of significant differences in dietary intake of PUFA sources among the
groups might suggest that other factors may contribute to disorders in fatty acid profile in transplanted
patients, such as altered metabolism secondary to immunosuppressive agents or higher level of uremic

toxins.
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