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Obijasnienia skrotéw stosowanych w tekscie

ADMA
apo
BMI
BH4
CCR2

CD
CD40L

CE
CERP

CETP

CHAOS

CM

CMR

CoA

DAMP

DDAH
2DE
eGFR
ESL-1
ESRD

ET-1
FC

asymetryczna dimetylarginina - ang. asymmetric dimethy-
larginine

apolipoproteina — ang. apolipoprotein

wskaznik masy ciala - ang. body mass index
tetrahydrobiopteryna - ang. tetrahydrobiopterin

C-C chemokinowy receptor typ 2 — ang. C-C chemokine
receptor type 2

antygen zroznicowania — ang. cluster of differentiation
ligand dla antygenu zréznicowania 40 — ang. cluster of diffe-
rentiation 40 ligand

estry cholesterolu — ang. cholesteryl esters

biatko regulujace wyptyw cholesterolu — ang. cholesterol ef-
flux regulatory protein (inna nazwa: ABCA1)

biatko przenoszace estry cholesterolu — ang. cholesterol ester
transport protein

badanie dotyczace dziatania witaminy E u oséb z choroba
niedokrwienng migénia sercowego — ang. Cambridge Heart
Antioxidant Study

chylomikrony - ang. chylomicrons

chylomikrony resztkowe- ang. chylomicron remnants
koenzym A - ang. Coenzyme A CRP biatko C-reaktywne -
ang. C-reactive protein

wzorce molekularne zwigzane z niebezpieczenstwem/uszko-
dzeniem (endogenne alarminy - ang. danger/damage asso-
ciated molecular patterns)

dimetylaminohydrolaza dimetyloarginylowa - ang. dime-
thylarginine dimethylaminohydrolase

dwukierunkowe (dwuwymiarowe) rozdziaty elekroforetycz-
ne — ang. 2-dimensional electrophoresis

wielkos¢ filtracji kigbuszkowej oszacowana na podstawie
wzoru MDRD - ang. estimated glomerular filtration rate
ligand 1 dla selektyny E - ang. E-selectin ligand-1
schylkowa niewydolnos¢ nerek - ang. end-stage renal disease
endotelina 1 — ang. endothelin 1

wolny (niezestryfikowany) cholesterol - ang. free cholesterol



HD
HDL
HMG-CoA
HOPE
HPS

HSP
ICAM-1
IDL

IEF

IFN-y

IL

IMT

IPG

iNOS

Kt/V
LDL

LDL-R

LIP
LOX-1

LPL
LPS

MALDI-TOF-MS

MCT

MCP-1

hemodializa — ang. hemodialysis

lipoproteiny o duzej gestosci — ang. high density lipoproteins
3-hydroksy-3metyloglutarylo-koenzym A - ang. 3-hydroksy-
-3methyl-glutaryl-coenzyme A HO-1 oksygenza he-
mowa 1 — ang. heme oxygense-1

badanie dotyczace dzialania ramiprylu i witaminy E — ang.
The Heart Outcomes Prevention Evaluation

badanie dotyczace wplywu dzialania simwastatyny na cze-
sto$¢ wystepowania incydentéw sercowo-naczyniowych —
ang. The Heart Protection Study

biatka szoku cieplnego — ang. heat shock proteins
czasteczka adhezji migdzykomoérkowej 1 — ang. intracellular
adhesion molecule 1

lipoproteiny o posredniej gestosci — ang. intermediate densi-
ty lipoproteins

ogniskowanie izoelektryczne - ang. isoelectrophocusing
interferon gamma — ang. interferon gamma

interleukina

grubo$¢ kompleksu btona wewnetrzna-blona $rodkowa -
ang. intima-media thickness

immobilizowany gradient pH - ang. immobilizing PH
gradient

indukowalna syntaza tlenku azotu - ang. inducible nitric
oxide synthase

wskaznik adekwatno$ci dializy - ang. dialysis index
lipoproteiny o bardzo malej gestosci — ang. low density lipo-
proteins

receptory watrobowe dla lipoprotein o bardzo matej gestosci
ang. low density lipoproteins receptors

pula wolnego zelaza — ang. labile iron pool

receptor podobny do lektyny typu 1 wigzacy utlenione LDL
ang. lectin-like oxidized LDL receptor-1

lipaza lipoproteinowa — ang. lipase lipoprotein
lipopolisacharyd - ang. lipopolysaccharide

spektrometr masowy z jonizacjg przez desorpcje laserowa
w stalej matrycy z analizatorem czasu przelotu - ang. ma-
trix-assisted laser desorption ionisation time of flight mass
spectrometry

maksymalne zbiory wspdlnych trazycji - ang. maximal com-
mon transitions sets

biatko chemotaktyczne monocytéw 1 — ang. monocyte che-
motactic protein 1



M-CSF

MD-2
MDRD

mm-LDL
MMPs
MPO
NF-xB

NK

NO

NOS
Nt-proBNP
ox-LDL
PAF
PAMPs
PChN
PDGF
PECAM-1
PMF
PON
PPAR-y

PPR

PRMT
PSGL-1

czynnik stymulujacy wzrost kolonii makrofagéw - ang. ma-
crophage colony-stimulating factor

szpikowe biatko réznicowania 2 — ang. myeloid differentiation
badanie oceniajace wplyw diety na progresje choroby nerek,
w ktérym dodatkowo stworzono wzér o tej samej nazwie
stuzacy do okreslania wielkosci przesaczania klebuszkowego
ang. Modification of Diet in Renal Disease

minimalnie zmodyfikowane lipoproteiny o bardzo matej ge-
sto$ci — ang. minimal modified low density lipoproteins
metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomdrkowej — ang. ma-
trix metalloproteinases

mieloperoksydaza — ang. myeloperoxidase

czynnik jadrowy kB zidentyfikowany w limfocytach B - ang.
nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells

komorki NK - ang. natural killer

tlenek azotu - ang. nitric oxide

syntaza tlenku azotu - ang. nitric oxide synthase

N koncowy fragmentu prohormonu peptydu natriuretycz-
nego typu B - ang. N-terminal pro-brain natriuretic peptide
utlenione lipoproteiny o bardzo malej gestosci - ang. oxidi-
zed low density lipoproteins

czynnik aktywujacy plytki - ang. platelet-activating factor
mikroorganizmy patogenne o konserwowanej ewolucyjnie
budowie (egzogenne alarminy) - ang. pathogen-associated
molecular patterns

przewlekla choroba nerek — ang. chronic kidney disease
plytkowy czynnik wzrostu - ang. platelet-derived growth
factor

plytkowo-srodblonkowa czasteczka adhezyjna 1 - ang. pla-
telet endothelial cell adhesion molecule 1

masowy odcisk palca peptydu - ang. peptide mass finger-
printing

paraoksonaza — ang. paraoxonase

receptor aktywowany przez proliferatory peroksysoméw
gamma - ang. peroxisome proliferator activated receptor
gamma

receptor rozpoznajacy wzorce molekularne — ang. pattern re-
cognition receptor

metyltransferaza bialkowa- ang. protein metyltransferase
glikoproteinowy ligand 1 P-selektyny - ang. P-selectin glyco-
protein ligand-1



RANK
RANKL
RANTES
RNS

ROS
SDS-Page

SHARP

SMCs
SOD
SPACE

SR
TAG
TCR

TF
TIMPs

TLR
TNF-a

TNEF-B

UPGMA

VLDL
VCAM-1

VLA-4
vWF

receptor aktywujacy jadrowy czynnik NF-kB - ang. receptor
activator of nuclear factor NF-«xB

ligand receptora aktywujacego jadrowy czynnik NF-kB -
ang. receptor activator of nuclear factor NF-«B ligand
chemokina RANTES - ang. Regulated on Activation, Nor-
mal T-cell Expressed and Secreted

reaktywne formy azotu — ang. reactive nitrogen species
reaktywne formy tlenu - ang. reactive oxygen species
elektroforeza dwukierunkowa przeprowadzona w obecnosci
siarczanu dodecylu sodu - ang. sodium dodecyl sulfate-po-
lyacrylamide gel electrophoresis

badanie oceniajace korzysci z obnizenia stezenia cholestero-
lu u chorych z przewleklymi chorobami nerek - ang. Study
of Heart and Renal Protection

komorki miesni gladkich - ang. smooth muscle cells
dysmutaza ponadtlenkowa - ang. superoxide dismutase
badanie dotyczace stosowania witaminy E w dawce 800 IU/
dzien u pacjentéw ze schylkowa niewydolnos$cig nerek - ang.
the Secondary Prevention with Antoxidants of Cardiovascu-
lar Disease in End-Stage renal Disease

receptor zmiatajacy — ang. scavenger receptor

triglicerydy - ang. triacylglyceroles

receptor komorek T, receptor obecny na powierzchni limfo-
cytu T- ang. T cell receptor

czynnik tkankowy - ang. tissue factor

tkankowe inhibitory metaloproteinaz macierzy zewnatrzko-
morkowej — ang. tissue inhibitors of matrix metalloproteinases
receptor podobny do biatka Toll - ang. Toll-like receptor
czynnik martwicy nowotworéw alfa — ang. tumor necrosis
factor-alpha

czynnik martwicy nowotwordéw beta — ang. tumor necrosis
factor-beta

niewazone grupowanie par metoda wykorzystujaca $rednie
arytmetyczne — ang. Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic mean

lipoproteiny o bardzo malej gestosci — ang. very low density
lipoproteins

naczyniowa czasteczka przylegania komoérkowego 1 - ang.
vascular adhesion molecule 1

bardzo pézny antygen 4 — ang. very late antigen 4

czynnik von Willebranda - ang. von Willebrand factor



1. Wstep

Pomimo niekwestionowanego postepu, jaki dokonal si¢ w zakresie poznania pa-
tomechanizméw lezacych u podloza miazdzycy, ciagle wiemy jeszcze zbyt malo,
aby méc w pelni skutecznie jej zapobiegaé, a tym bardziej, aby mdc wyleczy¢
dotknietych nig chorych.

Cho¢ w ciagu ostatnich kilkudziesieciu lat zmiany w zakresie stylu Zycia, za-
stosowanie nowoczesnych lekow oraz wdrozenie nowych standardéw postepo-
wania w sposob zdecydowany poprawily sytuacje epidemiologiczng na $wiecie
w zakresie zapadalno$ci, $miertelnosci oraz umieralnosci z powodu choréb ser-
cowo-naczyniowych, to ciggle stanowig one wyzwanie dla wspélczesnej medy-
cyny. Zgodnie z danymi epidemiologicznymi Swiatowej Organizacji Zdrowia,
w 2005 roku liczba zgonéw spowodowanych chorobami sercowo-naczyniowymi
o podlozu miazdzycowym stanowita 30,2% wszystkich §wiatowych zgonéw [22].
Szacuje sig, ze obecnos¢ uznanych wspélcze$nie wienicowych czynnikéw ryzyka
pozwala wyjasni¢ wystapienie choroby niedokrwiennej serca, ktérej gtéwna przy-
czyne stanowi miazdzyca, jedynie u polowy chorych. Natomiast u pozostatych
os6b, pomimo modyfikacji tradycyjnych czynnikéw ryzyka, na razie nie udaje
sie zahamowac ani tym bardziej cofna¢ postepu miazdzycy [163]. Problem ten
wydaje sie by¢ jeszcze bardziej zlozony, jezeli obok tradycyjnych czynnikéw ryzy-
ka wystepuja czynniki ryzyka nietradycyjne, takie jak np. toksyny mocznicowe,
albuminuria, zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej, pézne produkty
zaawansowanej glikacji bialek, nasilony stres oksydacyjny, nasilony proces zapal-
ny, jak ma to miejsce w przypadku przewleklej choroby nerek (PChN). Wedlug
niektérych naukowcoéw istnieje ponad 200 czynnikéw ryzyka miazdzycy, ktdre
nalezaloby uwzgledni¢ w naszych strategiach postepowania, a ich liczba, w miare
dokonujacego si¢ na naszych oczach postepu technologicznego, stale roénie. Ta
odkrywana coraz wigksza zlozono$¢ uswiadamia badaczom, ze ciagle jestesmy
dalecy od pelnego zrozumienia patomechanizmoéw lezacych u podloza miazdzy-
cy, a co si¢ z tym niewatpliwie wiaze, dalecy jestesmy od wykrycia w pelni sku-
tecznej terapii. Jedna z hipotez zaklada, ze miazdzyca wynika z niedostosowania
genomu wspolczesnego czlowieka, ktory jest bardzo zblizony do genomu czto-
wieka pierwotnego, do dzisiejszych warunkéw srodowiskowych, gléwnie stylu
zycia oraz diety [171, 277, 278]. Na przestrzeni ostatnich 10 tysiecy lat zmienia-
jace si¢ czynniki antropologiczne doprowadzily m.in. do nasilenia odpowiedzi
zapalnej, warunkujacej i jednocze$nie predysponujacej $ciany naczyn krwiono-
snych do tworzenia blaszki miazdzycowej. Wyjasnienie podloza genetycznego
miazdzycy, zaréwno, jesli chodzi o zmiany na poziomie populacyjnym, tj. takie,
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w ktérych promowane sg korzystne dla cztowieka mutacje, jak i te na poziomie
indywidualnym, wydaje si¢ by¢ kluczem do pelnego zrozumienia tego procesu
[171]. Obecnie badacze analizujg profil ekspresji genéw regulujacych proces po-
wstawania blaszki miazdzycowej na réznych etapach jej rozwoju i badaja poli-
morfizmy genéw zaangazowanych w ten proces [118]. Najnowsze wyniki badan
ukazuja m.in., ze niektdre polimorfizmy genéw, bedace przyczyna ostabienia od-
powiedzi zapalnej, wigzg si¢ z wyraznie zmniejszonym ryzykiem rozwoju miaz-
dzycy [147]. Z drugiej strony, wiadomo dzi$, ze obok zmian informacji zawartej
w DNA, nalezy badajac mechanizmy procesu miazdzycy, uwzgledni¢ zmiany
o charakterze epigenetycznym, czyli informacje pozagenowe, ktére nie dotycza
samej sekwencji, lecz kowalencyjnych modyfikacji DNA i zmian struktury chro-
matyny. Zaburzenia o charakterze epigenetycznym [17], dzieki ktérym w iden-
tycznych genetycznie komdrkach lub organizmach dochodzi do réznego rodzaju
ekspresji genéw, czego efektem s3 réznice fenotypowe, coraz czgsciej uznaje si¢
za jedne z gtéwnych czynnikéw sprzyjajacych przewleklym chorobom cywili-
zacyjnym [15], w tym miazdzycy [302]. Zauwazono, ze co najmniej kilkanascie
kluczowych genéw zaangazowanych w proces powstawania i rozwoju miazdzycy
[302] jest przynajmniej w cze$ci regulowanych przez mechanizmy epigenetyczne,
gltéwnie na drodze metylacji DNA.

Model uwzgledniajacy nowoczesne koncepcje badawcze, w ktérym genom,
epigenom i czynniki srodowiskowe, modulowane poprzez biomarkery i czynniki
ryzyka sercowo-naczyniowego, wplywaja na utajona chorobe sercowo-naczynio-
w3 i w sposdb posredni lub bezposredni na jawng klinicznie chorobe sercowo-
-naczyniowg o podtozu miazdzycowym, zostal przedstawiony na rycinie 1 [9].

Poszukiwania naukowcdéw w zakresie poznawania patomechanizméw po-
wstawania i rozwoju miazdzycy sg dzi$§ przede wszystkim prowadzone dwutoro-
wo. Z jednej strony skupiajg si¢ one na wspomnianych analizach profili ekspresji
genow, wykrywaniu genetycznych predyspozycji osobniczych, oraz identyfika-

l Genom
Czynniki ryzyka
SErcOwWo- L
naczyniowego Utajona choroba Jawna klinicznie
Epigenom —> Sercowo- —»! choroba sercowo-
/' naczyniowa naczyniowa
r
Biomarkery
1 Czynniki
$rodowiskowe

Rycina 1. Model koncepcyjny ukazujacy sie¢ zalezno$ci pomiedzy genomem, epigenomem, czyn-
nikami ryzyka sercowo-naczyniowego, biomarkerami i czynnikami §rodowiskowymi a utajong
ijawna klinicznie chorobg sercowo-naczyniowa (na podstawie [9]).



cji zaburzen o charakterze epigenetycznym, z drugiej strony koncentruja si¢ na
odkrywaniu nowych czynnikéw ryzyka, badaniu biomarkeréw (Rycina 2) [196,
244], analizie czynnikéw srodowiskowych oraz na poznawaniu molekularnego
podtoza procesu.

Angiogenety-
czne czynniki
WZrostu

markery
stresu oksy-
dacyjnego

Rycina 2. Biomarkery miazdzycy (na podstawie [196]).

W tym drugim podejsciu, wielu nowych informacji (danych) dostarcza m.in.
proteomika [67, 195, 301], nowoczesna galaz biologii molekularnej, ktorej celem
jest poznanie i scharakteryzowanie wszystkich biatek, powstajacych w wyniku
ekspresji ludzkiego genomu. Nazwa proteomika pochodzi od angielskiego okre-
$lenia ,,proteom” — PROTein complement of the genOME, co oznacza skladnik
biatkowy kodowany przez genom. Celem badan proteomicznych nie jest jedy-
nie otrzymanie listy biatek znajdujacych si¢ w okreslonej komorce, lecz poznanie
zmian zwigzanych z cyklem zyciowym komorki, badanie rozmieszczenia biatek
w obrebie struktur komorki oraz analiza wzajemnych oddzialywan komdrek
tworzacych tkanki.

Te dwa wspomniane nurty badawcze, nazywajac je bardzo ogélnie ,,genetycz-
no-epigenetycznym” i ,,biomarkerowo-srodowiskowym”, wzajemnie si¢ przeni-
kaja, a ich wyniki uzupelniaja. Badania s3 prowadzone z wykorzystaniem coraz
to bardziej nowoczesnych technologii, ktérych wyjatkowy rozkwit rozpoczat si¢
w drugiej potowie XX wieku i spowodowat fale masowych odkry¢ w dziedzinach
biochemii, genetyki i biologii molekularnej. Te liczne odkrycia stang si¢ z pewno-
$cig juz w niedalekiej przyszlosci przyczyng zalewu ogromng ilo$cig informacji.
Juz dzi$ ilo$¢ danych pochodzacych z réznych badan jest olbrzymia i czgsto bywa
trudna do ogarnigcia.
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Nowe mozliwosci badawcze lacza si¢ z kolejnymi trudnosciami, przed kto-
rymi stanely dzi$ wspoélczesne nauki biologiczne i medyczne. Przede wszystkim
pojawily sie dwie kwestie wymagajace pilnego rozwigzania. Pierwsza z nich jest
wspomniane pojawienie si¢ duzej ilosci danych pochodzacych z eksperymentoéw,
co stalo sie przyczyna probleméw wynikajacych z koniecznosci ich interpretacji.
Druga kwestia wydaje si¢ by¢ o wiele bardziej ztozona. Wynikneta ona z faktu
uswiadomienia sobie, iz wiele proceséw biologicznych, toczacych si¢ miedzy in-
nymi w ludzkim organizmie, jest od siebie wspoélzalezna i analiza kazdego z nich
z osobna moze prowadzi¢ do formulowania niewlasciwych wnioskow.

Wyniki badan prowadzonych w ostatnich latach na gruncie biologii moleku-
larnej i nauk pokrewnych wyraznie wskazuja na to, Ze organizmy zywe mozna
i wlasciwie nalezy traktowac jak ztozone systemy, ktérych budowa i funkcjono-
wanie w duzym stopniu okreslone s3 przez gesta sie¢ oddzialywan zachodzacych
pomiedzy ich elementarnymi skladnikami. Oznacza to m.in., Ze do niedawna
dominujgce w naukach biologicznych i medycznych podejscie polegajace na
szczegdlowej analizie tych podstawowych sktadnikéw, cho¢ przyniosto i nadal
przynosi wiele bardzo interesujacych odkry¢, ma tez istotne ograniczenia i naj-
prawdopodobniej nie jest wystarczajace dla dogtebnego zrozumienia zasad funk-
cjonowania organizméw zywych, a tym samym wyglada na to, ze nie pozwoli
w pelni pozna¢ przyczyn powstawania chordéb.

Wiele wskazuje na to, ze jedng z podstawowych cech obiektow ozywionych
jest ich ztozono$¢. Innymi stowy, ich natura wynika ze skomplikowanej struk-
tury oddzialywan pomiedzy sktadajacymi si¢ na nie podstawowymi obiektami
i procesami. Oznacza to, Ze do rzeczywistego zrozumienia budowy i funkcjono-
wania organizmoéw zywych niezbedne jest podejscie systemowe, polegajace na
postrzeganiu i badaniu organizméw jako systemow, czyli zbioréw niezaleznych,
ale polaczonych i wspotpracujacych ze sobg elementéw [150, 151].

Systemy s3 czyms wigcej niz jedynie suma elementéw sktadowych. Dzieje sie
tak dlatego, ze system posiada funkcjonalnos¢, ktora nie jest realizowana przez
pojedynczy podsystem ani przez zaden z jego elementéw. Méwimy, ze takiego
systemu nie mozna uprosci¢. Aby go zrozumie¢, trzeba analizowac go jako calosc,
poniewaz badanie jedynie jego pojedynczych elementéw nie pozwoli na uzyska-
nie doktadnego obrazu takiego sytemu. Podejscie systemowe jest wigc oparte na
analizie badanego obiektu jako calodci, ze szczegdlnym zwrdceniem uwagi na
wszelkie oddzialywania zachodzace w jego wnetrzu i przy jednoczesnym nieza-
niedbywaniu szczegélowej analizy podstawowych elementéw, z ktdrych sie on
sktada. Na rycinie 3. przedstawiono w sposob schematyczny koncepcje biolo-
gii/medycyny systemowej, zgodnie z ktéra zdrowa komoérka charakteryzuje sie
pewnym stanem sieci powigzan miedzy biomolekutami, a choroba traktowana
jest jako zmieniony stan tej sieci [246]. Kolorami szarymi zaznaczono te biomo-
lekuty, ktérych przyktadowo stezenie wzrosto, a kolorem czarnym te czasteczke,
ktorej stezenie obnizylo sie podczas choroby. Celem takiego systemowego podej-



Rycina 3. Koncepcja procesu chorobowego (na podstawie [246]) Po stronie lewej znajduje si¢ ko-
morka w stanie zdrowia, a po prawej w stanie choroby, w ktorej dochodzi do wzrostu (kolor szary)
oraz obnizenia (kolor czarny) stezenia niektérych biomolekut.

$cia jest wykrycie sieci zaleznoéci pomiedzy molekulami, ktérych zmieniony stan
korelowalby z progresja tej choroby.

Obserwowany w ostatnich latach dynamiczny rozwdj biologii i medycyny sys-
temowej [45, 97, 185] jest niewatpliwie nastepstwem pojawienia si¢ wspomnia-
nych nowych mozliwoéci. Z jednej strony wynikaja one z tworzenia coraz do-
ktadniejszych modeli zjawisk, wynikajacego z postepéw na podiozu biologii mo-
lekularnej, biochemii i biofizyki, z drugiej strony jest rezultatem coraz lepszych
mozliwosci obliczeniowych wspdlczesnych komputeréw i stosowania coraz bar-
dziej wyrafinowanych metod analizy uzyskanych wynikow [114, 116]. Podejscie
systemowe do medycyny moze wiec okaza¢ sie stymulujace dla wielu dziedzin,
réwniez takich jak na przyklad informatyka czy cybernetyka, ktére do tej pory
w sposéb intuicyjny nie byly laczone z medycyna.

Potrzeba wykonania analizy zachowania bardzo ztozonych ukifadéw biolo-
gicznych spowoduje prawdopodobnie powstanie nowych narzedzi oraz stanie sie
przyczyna konieczno$ci zaadoptowania juz istniejacych, ale takich, ktérych do tej
pory do takich badan nie wykorzystywano. Ponadto badania nad nowymi czyn-
nikami, substancjami i czasteczkami, ktorych istnienie moze wynikac z analizy
symulacji badanego zjawiska niewatpliwie moga sta¢ si¢ bodzcem dla rozwoju
biologii molekularne;j.

Ujecie systemowe medycyny otwiera przed tg dziedzina, i przed nauka w ogdle,
zupelnie nowe mozliwo$ci i wyzwania. O tym, Ze jest to podejscie bardzo aktual-
ne, $wiadczy m.in. nabér wnioskéw projektowych nt. medycyny systemowej do 7.
Programu Ramowego Zdrowie, rozpisanego we wrzesniu 2011 roku. Zmierzal on
w swych zalozeniach do stymulowania systemowych podejs¢ biologicznych, ktére
mialyby w przyszlosci by¢ wykorzystane do uzytku medycznego i klinicznego.
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W rozprawie przedstawiono wyniki badan prowadzonych w zakresie pozna-
wania procesu powstawania i rozwoju miazdzycy. Proces ten badano w sposéb
»tradycyjny” oraz ,,systemowy”. ,Iradycyjne” badania zostaly wykonane w gru-
pie chorych w réznych stadiach PChN, dla ktérych punkt odniesienia stanowita
grupa chorych z tradycyjnymi czynnikami ryzyka. Badania te prowadzono w ra-
mach realizacji dwoch projektow, tj. projektu badawczego wlasnego Ministerstwa
Nauki i Informatyzacji pod tytulem: ,Analiza molekularnych podstaw powstawa-
nia miazdzycy w przewleklej chorobie nerek oraz w niestabilnej chorobie wietico-
wej” (nr grantu N N 402 2098 33) oraz projektu uczelnianego, zatytutowanego
»Ocena zmian zachodzgcych w srodblonku naczyn krwionosnych i ich wplywu na
powiktania sercowo-naczyniowe u chorych hemodializowanych” (nr projektu 501-
01-2228369-08800 (badania wlasne)). Z kolei w ramach badan ,,systemowych”
stworzono, w oparciu o sieci Petriego, i nastepnie przeanalizowano dwa modele
wybranych zjawisk biochemicznych zachodzacych w trakcie tworzenia blaszki
miazdzycowe;j.

Rozprawa sklada si¢ z jedenastu rozdzialéw. Rozdzial drugi podzielony jest
na kilka podrozdziatéw. W pierwszym przedstawiono historie ponad 200-letnich
zmagan naukowcéw nad poznaniem patomechanizméw lezacych u podloza
procesu. W kolejnym zaprezentowano aktualny stan wiedzy na temat procesu
powstawania i rozwoju miazdzycy, ze szczeg6lnym uwzglednieniem zjawisk be-
dacych przedmiotem ,badan klasycznych” i ,,systemowych” zaprezentowanych
w rozprawie. Rozdzial trzeci zawiera opis podstawowych idei biologii i medy-
cyny systemowej. Zaprezentowano w nim wybrane zagadnienia zwigzane z mo-
delowaniem proceséw biologicznych za pomoca sieci Petriego. W czwartym
rozdziale znajduja si¢ cele pracy, a w pigtym charakterystyka populacji badanej
oraz metodyka badan laboratoryjnych, proteomicznych, nieinwazyjnych kardio-
logicznych, systemowych i metodyka analizy statystycznej. W rozdziale szostym
przedstawiono wyniki z podzialem na poszczegdlne rodzaje badan. Rozdzial
siddmy rozprawy zawiera omdwienie wynikow, w rozdziale 6smym znajdujg si¢
wnioski, natomiast w rozdziatach dziewiatym i dziesigtym umieszczono stresz-
czenia w jezyku polskim i angielskim. W rozdziale jedenastym zaprezentowano
pi$miennictwo. Ponadto w rozprawie znajduje si¢ wykaz najwazniejszych zasto-
sowanych skrotow



2. Klasyczne podejscie do badania procesu
powstawania i rozwoju miazdzycy

2.1. Rys historyczny badan procesu powstawania i rozwoju
miazdzycy

Terminu miazdzyca, ang. atherosclerosis, uzyt po raz pierwszy w 1904 roku nie-
miecki patolog Felix ]. Marchand, w celu opisania zmian degeneracyjnych zaob-
serwowanych w wewnetrznej $cianie naczyn tetniczych [194]. Natomiast nieco
wczesniej, bo w 1834 roku, w ksiazce pt. ,,Lehrbuch der pathologischen Anatomie”,
autorstwa Jeana Frederica Lobsteina [184], pojawilo si¢ pojecie stwardnienie tet-
nic, ang. arteriosclerosis. Etymologia polskiej nazwy nie jest dokladnie znana.

Poczatek bogatej w wiele przetomowych odkry¢ historii badan nad procesem
powstawania i rozwoju miazdzycy siega konica XVIII wieku, kiedy to Caleb Hillier
Parry, przeprowadzajac sekcje zwltok mezczyzny z objawami dusznicy bolesnej
w wywiadzie, wykryt zbite i twarde struktury w §cianach jego tetnic wiencowych
i skojarzyt ich obecnos¢ z objawami, na ktére uskarzal sie zmarty [280]. Pierw-
szy szczegdtowy opis patomorfologiczny zmian miazdzycowych w naczyniach
zawdzigczamy Antonio Scarpie (1804 r.) [175, 295]. Z kolei pierwsza koncepcja
przyczyn powstawania choroby niedokrwiennej serca, jako nastepstwa zmian
miazdzycowych w naczyniach tetnic wiencowych, pojawita sie w 1809 roku za
sprawa Allana Burnsa [38].

Poczatkowo postrzegano miazdzyce jako naturalng konsekwencje starzenia sie
organizmu, cho¢ pojawialy si¢ doniesienia 0 mozliwym udziale innych czynnikéw,
takich jak na przyktad proces zapalny. O istotnej roli zapalenia po raz pierwszy
wspomnial w 1815 roku londynski chirurg Joseph Hodgson w ksiazce pt. ,, Treati-
se on the Diseases of Arteries and Vein” [23, 280, 295]. Byto to dos¢ nowatorskie
podejécie na dwczesne czasy i nie znalazlo powszechnego uznania wéréd badaczy.
Kwestia istotnego udzialu procesu zapalnego w rozwoju zmian miazdzycowych
zostala na wiele lat zapomniana i powszechnie dominowalo podejscie, iz miaz-
dzyca jest w gtéwnej mierze procesem zwyrodnieniowym naczyn.

Wkroétce jednak, za sprawa odkrycia Thomasa J. Vogla, ktéry po raz pierwszy
w 1841 roku wykazal obecno$¢ cholesterolu w zmianach miazdzycowych [278],
pojawila si¢ nowa koncepcja, ktora stata sie podstawg do powstania teorii lipido-
wej. Na bezposredni udziat diety bogatocholesterolowej w rozwoju miazdzycy
po raz pierwszy zwrdcil uwage w 1908 roku Aleksander Ignatowski. Zaobser-
wowal on zmiany miazdzycowe w naczyniach krolika zywionego dieta bogata
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w cholesterol [123]. Z kolei kilka lat pézniej, w 1913 roku, Nikotaj N. Anichkov,
uwazany za tworce teorii lipidowej, wraz ze swoim studentem Semenem S. Cha-
latovem, wykazal, ze podwyzszone stezenie cholesterolu moze stanowi¢ samo-
dzielny czynnik sprawczy miazdzycy [5, 158]. Teoria lipidowa stala si¢ bardzo
popularna i dominowala jeszcze przez caly okres XX wieku. Zaowocowalo to
serig badan biochemicznych i klinicznych, dzieki ktérym zidentyfikowano m.in.
lipoproteiny o malej gestosci (ang. low density lipoproteins, LDL) i dowiedziono
ich kluczowego znaczenia dla rozwoju miazdzycy, wykazano udzial makrofagow
w powstawaniu komdrek piankowatych oraz odkryto lipoproteing a — stanowiaca
ogniwo laczace proces miazdzycowy ze stanami prozakrzepowymi [24]. Uzyska-
ne wyniki pozwolily badaczom wysuna¢ przypuszczenie, iz skorygowanie hiper-
cholesterolemii moze znaczaco zmniejszy¢ zachorowalnos¢ i $miertelno$¢ wsrod
chorych z miazdzyca tetnic wiencowych [241, 269].

Kolejnymi naukowcami, ktérzy wniesli bardzo wiele do badan nad miazdzyca
byli czeski lekarz, patolog i polityk Carl von Rokitansky (1804-1878) oraz nie-
miecki patolog Rudolf von Virchow (1821-1902). Obaj badacze w potowie XIX
wieku dostrzegli istotne znaczenie procesu zapalnego w rozwoju zmian miaz-
dzycowych. Nalezy podkresli¢, ze Rudolf von Virchow, na podstawie wynikow
badan histopatologicznych sktadu blaszek miazdzycowych obecnych w réznych
stadiach zaawansowania, stworzyl podstawy tzw. teorii infiltracyjnej. Zauwazyt
on m.in., ze zmiany miazdzycowe stanowig odpowiedz naczyn na uszkodzenie
srédblonka naczyniowego, w ktorej istotny udzial maja proces zapalny, prolifera-
cja komorek, zaburzenia przeptywu krwi oraz procesy zakrzepowe. Rdznica mie-
dzy wspomnianymi naukowcami polegala na tym, ze pierwszy z nich sadzil, iz
zapalenie jest procesem wtérnym do powstawania zmian miazdzycowych w na-
czyniach, a drugi podkreslal jego pierwotng role w tym procesie [324]. Dzi$ blizej
jeste$my przyznania racji niemieckiemu badaczowi [155], aczkolwiek trudno nie
zgodzi¢ si¢ z niektérymi koncepcjami von Rokitanskiego.

Nowy watek w teorii lipidowej pojawil si¢ na poczatku lat 70. XX wieku, za
sprawg Russela Rossa. Wspomniany badacz razem z zespolem wysunat hipoteze,
iz miazdzyca rozpoczyna sie od lokalnych uszkodzen srodblonka naczyniowego
i stanowi jego miejscowy przewlekla odpowiedz na lokalny uraz (ang. respon-
se-to-injury hypothesis) wywolany przez wiele réznorodnych czynnikéw [253,
254, 255, 256]. Stalo sie to podstawg do stworzenia kolejnej koncepcji, tzw. teorii
srédblonkowej. Russel Ross razem z Johnem Glomsetem kontynuowali badania
w tym zakresie, co bylo o tyle ciekawe, ze w tym czasie, a dokladnie w 1976 roku,
pojawily sie pierwsze doniesienia o nienaruszonym $rédbtonku naczyniowym
pokrywajacym wczesne zmiany miazdzycowe [56]. Wspomniani badacze szcze-
goétowo scharakteryzowali pojecie uszkodzenia srodbtonka, jako stanu wywola-
nego réznymi czynnikami, ktére zmieniajac wlasciwosci bariery srédlonkowej
czynia ja bardziej przepuszczalng dla wielu sktadnikéw krwi [255]. W ten sposob
wyjasniono tu, jak rézne elementy skladowe blaszki miazdzycowej gromadza sie



w warstwie podsrodbtonkowej naczyn. Poczatkowo czynnikami, ktére byty bra-
ne pod uwagg jako istotne byly jedynie zaburzenia w metabolizmie lipidow, pdz-
niej w efekcie wieloletnich badan dofaczono do nich kolejne, takie jak czynniki
hormonalne czy zwiekszone sity $cinania (ang. shear stress), charakterystyczne
m.in. dla nadci$nienia tetniczego [250].

Nastepny milowy krok w badaniach nad miazdzyca stanowity odkrycia Mi-
chaela Browna i Josepha Golsteina, ktérzy stworzyli w latach 70. XX wieku pod-
stawy teorii oksydacyjnej. Najpierw naukowcy ci odkryli receptor dla LDL [34,
35, 91, 92], za co w 1985 roku zostali uhonorowani nagroda Nobla, a nastepnie
wykazali, Ze inkubacja natywnych czasteczek LDL z makrofagami nie prowadzi
do powstania kluczowych dla miazdzycy komérek piankowatych, w odréznie-
niu od LDL poddanych uprzednio chemicznej acetylacji [34, 35]. W 1989 roku
Steinberg wraz ze wspdtpracownikami zaproponowal, w oparciu o odkrycia do-
konane przez Browna i Goldsteina, hipoteze powstawania miazdzycy, w ktorej
gléwna przyczyne jej powstawania upatrywatl w modyfikacji oksydacyjnej LDL
[285, 286]. Wskazal on na mechanizmy, dzieki ktérym utlenione czasteczki LDL
(ang. oxidized low density lipoproteins, ox-LDL) moga wplywa¢ na rozwdj miaz-
dzycy. Kolejne wyniki badan uswiadomily badaczom, ze juz nawet niewielkie
modyfikacje LDL moga inicjowa¢ rozwdj miazdzycy [25]. Dodatkowo odkryto,
ze limfocyty T, znajdujace si¢ w blaszkach miazdzycowych, rozpoznaja jako anty-
gen ox-LDL [287]. Stalo si¢ wiec jasne, Ze w powstawaniu miazdzycy istotng role
odgrywa uktad immunologiczny [110, 135].

Teoria oksydacyjna zaowocowala szeregiem badan klinicznych, w ktorych
probowano wykorzystywa¢ antyoksydanty do hamowania oksydacji LDL i w ten
sposéb hamowa¢ progresje miazdzycy. Pomimo obiecujacych wynikéw plyna-
cych z badan in vitro, badania prowadzone na ludziach, m.in. CHAOS (Cambrid-
ge Heart Antioxidant Study), HOPE (The Heart Outcomes Prevention Evaluation),
SPACE (the Secondary prevention with Antoxidants of Cardiovascular Disease in
End-Stage renal Disease) i HPS (The Heart Protection Study), nie potwierdzily
w sposob jednoznaczny skutecznosci stosowania antyoksydantéw i poczatkowa
euforia odnosnie do kluczowej roli oksydacji w aterogenezie nieco osfabta. Nie-
mniej, pojecie niekontrolowanego wychwytu ox-LDL, prowadzacego do powsta-
nia komorek piankowatych, pozostato jednym z gléwnych zalozen wszystkich
teorii powstawania i rozwoju miazdzycy.

W 1966 roku doktor Kilmer McCully wysunat hipoteze¢ o homocysteino-
wej teorii miazdzycy, wedlug ktorej podwyzszone stezenie homocysteiny moze
przyspiesza¢ powstawanie i progresje miazdzycy [204]. Pierwsze koncepcje
tlumaczace to zjawisko wskazywaly na dominujace dzialanie prozakrzepo-
we, pdzniej zauwazono dzialanie cytotoksyczne homocysteiny na srédblonek
naczyniowy, az w koncu w latach 90. XX wieku zaproponowano teori¢ o zlo-
zonym mechanizmie wplywu homocysteiny na proces miazdzycy. Wedltug tej
ostatniej teorii hiperhomocysteinemia uszkadza §réodbtonek w wyniku dzialania

19



20

stresu oksydacyjnego, ktdry jest nastepstwem wytwarzania natdlenku wodoru
powstajacego pod wplywem utleniania homocysteiny do homocystyny. Z kolei
dziatanie prozakrzepowe homocysteiny jest rozpatrywane jako proces wtorny
do uszkodzenia srodblonka naczyniowego. Dzi§ wiemy, ze w odrdznieniu od
innych aminokwasow, homocysteina nie jest wbudowywana do bialek, ponie-
waz brak jest dla niej odpowiedniego kodonu, natomiast moze si¢ z nimi taczy¢,
powodujac homocysteinylacje bialek, co w konsekwencji zmienia ich strukture
i wlasciwosci biochemiczne, w tym zwigksza podatno$¢ na utlenianie. Homocy-
steinylowane bialka, takie jak albumina, stanowig autoantygeny, ktére stymuluja
humoralng odpowiedz immunologiczng. Proces homocysteinylacji biatek uwa-
za si¢ za najbardziej prawdopodobng przyczyne toksycznosci homocysteiny. Nie
do przecenienia s3 tu wyniki badan prowadzonych przez profesora Hieronima
Jakubowskiego [128, 129, 130], ktéry w 1999 roku dowiddl, ze tiolakton homo-
cysteiny bedacy pochodng homocysteiny jest wytwarzany in vivo i jako aktywny
tioester moze powodowac homocysteinylacje bialek i m.in. w ten sposéb uszka-
dzac $ciany naczyn.

Poza wspomnianymi koncepcjami, ktére mialy niewatpliwy wptyw na nasze
dzisiejsze spojrzenie na temat patomechanizméw powstawania i rozwoju miaz-
dzycy, w ponad 200-letniej historii badan pojawialy sie i takie projekty, ktérych
znaczenie jest do dzi$ kwestionowane. Wedlug Earl i John Benditt, z poczatku
lat 70. XX wieku, miazdzyca miata by¢ monoklonalnym rozrostem komoérek
miesni gladkich naczyn (ang. smooth muscle cells, SMCs), wywolanym muta-
cjami indukowanymi infekcjami wirusowymi lub innymi mutagenami [21].
Teoria ta nie znalazla do dzi$ dostatecznego potwierdzenia w badaniach eks-
perymentalnych. Aczkolwiek sam udzial czynnikéw infekcyjnych, a wérdd nich
m.in. bakterii Chlamydia pneumoniae, Helicobacter pylori oraz wiruséw Herpes
simplex 1 i 2, Hepatitis A czy Cytomegalovirus, jako przyczyn uszkodzenia $cian
naczyn i rozwoju choroby wiencowej, jest ciagle przedmiotem wielu wspolcze-
snych badan. Rozwazane sg koncepcje, w ktorych przyjmuje sie, ze infekcje,
szczegdlnie bakteryjne, moga wspoluczestniczy¢ w tworzeniu miazdzycy po-
przez niszczenie srédblonka naczyn. Dotychczasowe wyniki badan nie sg jed-
nak jednoznaczne [47].

Nalezy w tym miejscu podkresli¢, ze teorie pojawiajace si¢ do poczatku lat 80.
XX wieku uwzglednialy przede wszystkim role pojedynczych mechanizméw jako
przyczyn powstawania zmian miazdzycowych w naczyniach. Istnialy zatem obok
siebie rozne koncepcje, ale nie stanowily one jednej spdjnej teorii. Dodatkowo,
jak juz wspomniano, przez diugi czas w ogéle nie uwzgledniano roli procesu za-
palnego. Z cala pewnos$cig mozna dzi$ stwierdzi¢, ze bylo to niewtasciwe podej-
$cie [132, 133, 189, 181].

W 1993 roku, w artykule opublikowanym w Nature, Ross opisal miazdzyce
jako nastepstwo nasilonej zapalno-proliferacyjnyjnej odpowiedzi srédbtonka na-
czyniowego oraz odpowiedzi komdrek migsni gladkich $ciany naczyn na rézne



czynniki uszkadzajace. Ponadto zwrdcil uwage na ztozono$¢ procesu aterogene-
zy, w ktory, jak zauwazyl, zaangazowanych jest wiele czynnikéw wzrostowych,
cytokin i czasteczek regulujacych napigcie $ciany naczyn [251]. Po kilku latach,
w 1999 roku, Ross jako pierwszy oficjalnie oglosil, Ze miazdzyca jest przewlekla
chorobg zapalna [252]. Jednoznacznego i niepodwazalnego dowodu na wplyw
zapalenia na rozwoj miazdzycy dostarczyto mu nowe narzedzie badawcze, tj. my-
szy, u ktorych zastosowano technike celowania genowego (ang. gene-targeting)
[35, 70, 134, 297, 298, 297]. W 1992 roku, za ich pomocg, w dwdch niezalez-
nych laboratoriach amerykanskich stworzono linie myszy z wytaczonym genem
kodujacym apolipoproteing E (ang. apo-E-knockout) [327, 238], a wiec takich,
u ktérych miazdzyca rozwija si¢ spontanicznie, bez konieczno$ci stosowania die-
ty bogatocholesterolowej. Uzyskanie takich myszy uznano za przetomowe odkry-
cie w badaniach nad procesem miazdzycy, cho¢ jednoczesnie naukowcy zwracali
uwage na fakt, ze ich model nie odzwierciedla w sposéb wierny ludzkiej miazdzy-
cy i w niektorych aspektach wyraznie si¢ od niej rézni, np. limfocyty T, ktore sa
obecne na wszystkich etapach rozwoju miazdzycy u ludzi, u myszy sg bardzo sta-
bo reprezentowane [55, 133, 249]. Pomimo pewnych brakéw, dzieki wspomnia-
nemu modelowi udato si¢ w miejscach rozwoju miazdzycy wykry¢ nadekspresje
naczyniowych czasteczek przylegania komérkowego typu 1 (ang. vascular cell
adhesion molecule-1, VCAM-1) oraz miedzykomoérkowych czasteczek przylega-
nia komoérkowego typu 1 (ang. intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1) [217],
nierozerwalnie zwigzanych z procesem zapalnym. Nalezy podkresli¢, ze Ross byt
wspolautorem tych badan.

Wryniki wielu wspolczesnie prowadzonych badan nie pozostawiaja watpli-
wosci, ze miazdzyca to przewlekla choroba zapalna [27, 89, 109, 180, 181, 182,
189, 222].

Pod koniec XX wieku stalo si¢ dla badaczy oczywiste, ze teoria lipidowa oraz
teoria srodblonkowa to dwie koncepcje, ktore nie konkurujg ze sobg, lecz wza-
jemnie si¢ uzupelniaja. W artykule przegladowym, ktéry w 2002 roku ukazat si¢
w Nature Medicine, Daniel Steinberg okreslil hipercholesterolemie wraz z zapale-
niem jako ,,partners in crime’, czyli wspolnikow przestepstwa miazdzycy [285].

2.2. Aktualny stan wiedzy na temat wybranych aspektéw
powstawania i rozwoju miazdzycy

2.2.1. Ogdlna charakterystyka procesu miazdzycy

Miazdzyca jest dzi$ postrzegana jako ztozony proces zapalno-fibroproliferacyjny
toczacy sie w blonie wewnetrznej duzych i §rednich naczyn tetniczych, ktérego
dynamika jest nieustannie modyfikowana przez wiele czynnikéw [142].
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Gléwnym morfologicznym objawem miazdzycy jest pojawienie si¢ komoérek
piankowatych w blonie wewnetrznej tetnic, natomiast znacznie subtelniejsze zmia-
ny, spowodowane w gléwnej mierze przez naptyw komorek zapalnych i komérek
immunokompetentnych oraz miejscowe uwalnianie cytokin i innych mediatoréw
zapalenia, zachodza w mikrosrodowisku $ciany tetnicy. Obecnie wlasnie te zaburze-
nia s3 przedmiotem intensywnych badan i zrédtem nowych koncepcji [89, 132].

2.2.2. Wybrane aspekty patofizjologii dysfunkcji srodbtonka
naczyniowego

A. Ogdiny opis zaburzen zwigzanych z dysfunkcjqg srédbtonka naczyniowego

Badacze w wigkszosci przypadkéw sa zgodni co do tego, ze pierwszym etapem
rozwoju miazdzycy jest immunologiczno-zapalna dysfunkcja srodblonka naczy-
niowego, bedaca sekwencja reakcji pojawiajacych si¢ w odpowiedzi na uszkodze-
nie wywolane szeregiem czynnikéw mechanicznych, chemicznych i biologicz-
nych [220]. Do dysfunkgji $rédblonka dochodzi na tle toczacego si¢ lokalnego
lub ogélnoustrojowego stanu zapalnego [252].

Kluczowa dla rozpoczecia reakcji zapalnej jest ekspresja czasteczki VCAM-1,
pod wplywem ktdrej nastepuje przyleganie (adhezja) monocytéw i limfocytéw T
do komorek srodbtonka naczyniowego. Adhezja odbywa si¢ poprzez ligand dla
VCAM-1, ktérym jest bardzo pdzny antygen 4 (ang. very late antigen 4, VLA-4),
integryna znajdujaca si¢ wylacznie na powierzchni monocytéw i limfocytow
[303]. Zakotwiczenie limfocytow T i monocytéw do powierzchni $rédbtonka,
poprzez interakcje VCAM-1 - VLA-4, jest uznawane za poczatek kaskady wywo-
tujacej miazdzyce [277, 278].

Najwiekszy udzial w rekrutacji monocytéw, limfocytéw T, a takze komorek
NK (ang. natural killer, NK) do ogniska aktywnego zapalenia [1] ma bialtko che-
motaktyczne monocytdéw (ang. monocyte chemotactic protein 1, MCP-1) i jego
C-C chemokinowy receptor typu 2 (ang. C-C chemokine receptor type 2, CCR2)
[61]. Bialko MCP-1 jest syntetyzowane gtéwnie przez monocyty/makrofagi, ale
takze przez komorki srodbtonka, fibroblasty oraz SMCs. Poza wlasciwosciami
chemotaktycznymi, MCP-1 wykazuje zdolnos¢ wplywania na odpowiedz im-
munologiczng typu Th2 [140]. Oprécz MCP-1 kilka innych chemokin réwniez
uczestniczy w rekrutacji monocytéw, w tym chemokina RANTES (ang. Regu-
lated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted, RANTES) [105]. Po na-
plywie komdrek w okolice aktywowanego $rédbtonka naczyniowego ma miejsce
ich transmigracja, czyli przejscie ze $wiatla naczynia do warstwy podsrédbton-
kowej. Proces ten zachodzi pod wptywem chemokin, syntetyzowanych gtéwnie
przez komorki srodblonka naczyniowego i SMCs [182]. Nastepnie, gtéwnie pod
wplywem MCSE, monocyty znajdujace sie pod srédblonkiem réznicuja si¢ w kie-
runku makrofagéw.



Istotnym ultrastrukturalnym wyktadnikiem zaburzen, wynikajacych z opisa-
nej lokalnej aktywacji zapalnej komorek srédbtonka naczyniowego, jest zmiana
konfiguracji powierzchni blony od strony $wiatta naczynia, co ma swoje odzwier-
ciedlenie w powstawaniu mikrokosmkoéw, dzigki ktérym dochodzi do wzmozo-
nego kontaktu elementéw morfotycznych krwi ze §rédblonkiem naczyniowym
[314]. W nastepstwie wspomnianych zaburzen nastepuje rozszczelnienie zlaczy
miedzykomoérkowych i powstajg kanaly, poprzez ktére moga przenika¢ monocy-
ty, limfocyty oraz lipoproteiny. Gromadzenie si¢ tych czasteczek w warstwie pod-
srédblonkowej sprzyja dodatkowo adhezji i agregacji ptytek krwi, ktére wydzie-
lajac m.in. plytkowy czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth factor, PDGF)
oraz inne mitogeny wywotuja odpowiedz proliferacyjng SMCs [121, 142].

B. Szczegétowy opis zagadnieri zwigzanych z dysfunkcjq srédbtonka
naczyniowego, ktdre zostaty wykorzystane do stworzenia modelu
opartego na sieciach Petriego

Dzigki badaniom czynnosciowym oraz zastosowaniu technik mikroskopowo-
-elektronowych wiadomo dzis, ze srédblonek naczyniowy odgrywa wiele zasad-
niczych funkcji w organizmie cztowieka [57, 149, 362], wéréd ktérych najistot-
niejsze dotycza regulacji napiecia $ciany naczyn krwiono$nych, utrzymania ho-
meostazy pomiedzy procesami krzepnigcia i fibrynolizy oraz regulacji lokalnych
proceséw zapalnych [58, 173]. Stad dysfunkcja $rédbtonka, w ujeciu ogélnym,
zwigzana jest ze zmniejszeniem potencjalu wazodylatacyjnego, z wzrostem ak-
tywnosci prozapalnej i prozakrzepowej [64].

Jedna z najistotniejszych czasteczek regulujacych wazodylatacyjne dziatanie
komorek srédbtonka naczyniowego i utrzymujacg homeostaze $ciany naczynio-
wej jest tlenek azotu (ang. nitric oxide, NO). Odgrywa on w organizmie wiele
kluczowych funkgji, ktére przedstawiono na rycinie 4.

/ 1. Regulacja napigcia naczyniowego. \

2. Hamowanie przylegania i agregacji ptytek krwi.

3. Modulowanie proliferacji komérek migsni gladkich
naczyn.

4. Modulowanie apoptozy i proliferacji komdrek
srodbtonka.

5. Hamowanie przylegania leukocytéw do komérek
$rédblonka naczyniowego.

6. Modulowanie wewnatrzkomérkowego stanu redox.

\ 7. Hamowanie oddychania komorkowego. /

Rycina 4. Podstawowe funkcje tlenku azotu.
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NO powstaje z przemiany L-argininy w L-cytruling, w reakgcji katalizowane;j
przez syntazy NO (ang. nitric oxide synthase, NOS) [122, 281]. Wyrdznia sie¢
3 izoformy NOS, tj. neuronalng (ang. neuronal nitric oxide synthase, nNOS),
srédblonkowa (ang. endothelial nitric oxide synthase, eNOS) i indukowalna
(ang. inducible nitric oxide synthase, iINOS) [212]. Enzymy NOS zbudowane sa
z dwoch domen potaczonych miejscem wigzacym kalmoduline, tj. N-koncowej
domeny oksygenazowej oraz C-koncowej domeny reduktazowej. Transport
elektrondw przez domeng reduktazowa wymaga obecnosci jonéw wapnia i kal-
moduliny.

Aby wspomniana reakcja zaszla, potrzebny jest, obok L-argininy, tlen jako
substrat oraz kofaktory, takie jak: forma zredukowana fosforanu dinukleoty-
du nikotynamidoadeninowego (ang. reduced nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate, NADPH), dinukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin adenine di-
nucleotide, FAD), mononukleotyd flawinoadeninowy (ang. flavin mononucle-
otide, FMN) oraz tetrahydrobiopteryna (ang. tetrahydrobiopterin, BH,) i hem
[32, 76].

nNOS i eNOS sg enzymami konstytutywnymi, czyli odpowiadaja za stalg
w warunkach fizjologicznych synteze NO, zalezng przede wszystkim od ste-
zenia jonéw wapnia w komdrce. Aktywnos$¢ eNOS zmienia si¢ w zaleznosci
od lokalizacji w komorce, fosforylacji oraz wigzania z biatkami, w tym m.in.
z kaweoling.

Wigzanie z kaweoling, regulowane poprzez interakcje wapn-kalmodulina, jest
kluczowe dla aktywnosci eNOS. W niepobudzonej komorce, eNOS jest zwigzana
z kaweoling, co uniemozliwia jej zwigzanie z kalmoduling, i w ten sposéb enzym
utrzymywany jest w stanie nieaktywnym. Z kolei wzrost stezenia wewnatrzko-
moérkowego wapnia w odpowiedzi na bodzce, takie jak: wzmozone sily $cinajace
[125], niedokrwienie/niedotlenienie oraz wplyw agonistéw rozszerzajacych $wia-
tlo naczyn krwionosnych, powoduje w pobudzonej komoérce wyparcie kaweoliny
z polaczenia z kalmoduling i ponowng aktywacje enzymu eNOS [57]. Z kolei izo-
forma iNOS wykazuje tak silne powinowactwo do zwigzanej z nig kalmoduliny,
ze pozostaje w pelni aktywna nawet przy najnizszych fizjologicznych stezeniach
jonéw wapnia. Jest ona syntetyzowana dopiero po pobudzeniu m.in. przez cyto-
kiny, niedotlenienie, a takze obecno$¢ lipopolisacharydu (ang. lipopolysacchari-
de, LPS), a jej aktywnos¢ jest niezalezna od wzrostu stezenia jonéw wapnia w ko-
morce [164]. iINOS generuje NO w ilosciach nawet 100-1000-krotnie wyzszych
niz pozostate dwie formy NOS [146].

Naturalnym, endogennym, kompetytywnym inhibitorem wszystkich trzech
izoform NOS, powstajacym w czasie hydrolizy bialek lub polipeptydow, gltéw-
nie histonéw [18], zawierajacych w swym skfadzie arginine [218], posttransla-
cyjnie metylowana przez rodzine enzymoéw — metyltransferaz biatkowych (ang.
protein metyltransferase, PRMT) [148], jest asymetryczna dimetylarginina (ang.
asymmetric dimethylarginine, ADMA) [305, 306]. Metylacja arginin ma duze



znaczenie biologiczne [31] i w przypadku histonéw jest jednym z elementow
tzw. epigenetycznej regulacji ekspresji gendw i wigze si¢ z modulowaniem do-
stepnosci DNA dla biatek, ktore prowadza transkrypcje i naprawe uszkodzen
DNA [31, 152].

ADMA jest wykrywana w surowicy oraz w wielu narzadach, a jej eliminacja
z organizmu odbywa si¢ na drodze usuwania z moczem i pod wpltywem prze-
mian metabolicznych. Gléwnym szlakiem metabolicznym jest reakcja katalizo-
wana przez dimetylaminohydrolaze dimetyloarginylowa (ang. dimethylarginine
dimethylaminohydrolase, DDAH) [299], w ktérej ADMA jest przeksztalcana
w L-cytruline i dimetyloamine [64]. Odbywa si¢ to w stanach wzrostu sif $cina-
jacych, gdy dochodzi do nasilonej ekspresji czynnika jadrowego kB zidentyfiko-
wanego w limfocytach B (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-
vated B cells, NF-xB), indukujacego transkrypcje licznych genéw, w tym genow
dla PRMT i DDAH. W organizmie czlowieka metylacja bialek jest katalizowana
przez PRMT, z ktérych kluczowe dla omawianego procesu sa PRMT typu 1,217
[218]. Podwyzszone stezenie w surowicy krwi cholesterolu frakcji LDL, poprzez
zwiekszanie aktywnosci PRMT typu 1 oraz zmniejszanie aktywnosci DDAH, na-
sila powstawanie i zmniejsza metabolizm ADMA, co w konsekwencji prowadzi
do zmniejszenia syntezy NO. Ponadto zaobserwowano, ze ekspresja PRMT typu
1 w komorkach sréddbtonka zwigksza si¢ w odpowiedzi na sity $cinajace, a takze
wskutek dziatania ROS i ox-LDL [240].

NO oddzialuje na komoérki w trojaki sposéb [160]. Pierwszy z nich (gltow-
ny) polega na reakcji z metalami przejsciowymi, takimi jak zelazo, miedz i cynk,
ktore wystepuja m.in. w grupach prostetycznych wielu enzymoéw i biatek. W ten
sposéb NO reguluje aktywno$¢ cyklazy guanylowej, ktora przeksztalca guano-
zynotrdjfosforan (ang. guanosine triphosphate, GTP) do cyklicznego guano-
zynomonofosforanu (ang. cyclic guanosine monophosphate, cGMP), co z kolei
aktywuje zalezna od cGMP fosfataz¢. W nastepstwie tej aktywacji dochodzi do
defosforylacji tancuchow lekkich miozyny, dzigki czemu nastepuje relaksacja
miesni gladkich i rozszerzenie $wiatta naczyn krwiono$nych. Drugi sposéb wia-
ze si¢ z S-nitrozylacja reszt cysteiny, co powoduje zmiane¢ funkcji wielu bialek
regulatorowych [160]. Z kolei trzeci mechanizm oddzialywania NO na komarki
zwigzany jest z bardzo gwaltowng reakcja wigzania z anionorodnikiem ponad-
tlenkowym, w wyniku ktdrej powstaje nadtlenazotyn (OONO") bedacy gléwnym
mediatorem cytotoksycznosci NO [152]. Pod jego wplywem dochodzi m.in. do
nitrozylacji oraz nitrowania biatek [281], co wiaze si¢ z zahamowaniem aktyw-
nosci enzyméw najbardziej istotnych dla prawidtowego metabolizmu komorki.
Powstanie nadtlenoazotynu zmniejsza biodostepno$¢ NO, co z kolei zwigksza
m.in. ekspresj¢ VCAM-1 na powierzchni komérek srodbtonka i inicjuje reakcje
zapalng w $cianie naczynia. Na rycinie 5. przedstawiono w sposob schematyczny
zjawiska zwigzane w powstawaniem NO oraz mechanizmy jego oddzialywania
na komorki.
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Rycina 5. Powstawanie tlenku azotu i mechanizmy jego oddziatywania na komérki.

2.2.3. Udziat stresu oksydacyjnego w inicjowaniu i rozwoju miazdzycy

A. Ogdlny opis zaburzer zwigzanych ze stresem oksydacyjnym

Pojecie stresu oksydacyjnego uzywane jest odnosnie do wszelkich proceséw za-
chodzacych wludzkim organizmie, w ktérych dochodzi do wzmozonego wytwa-
rzania reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) przekracza-
jacego wydolno$¢ fizjologicznych uktadéw antyoksydacyjnych. Do ROS naleza
zaréwno rodniki tlenowe posiadajace niesparowane elektrony na atomie tlenu,
np. rodnik wodorotlenowy, jak i te pochodne tlenowe, ktére niesparowanych
elektronéw nie maja, np. nadtlenek wodoru (H,0,). W wiekszosci przemian bio-
logicznych jako pierwszy wytwarzany jest anionorodnik ponadtlenkowy (O,),
ktdrego pojawienie si¢ pocigga za sobg powstawanie nastepnych ROS, m.in. H,0,,
co z kolei prowadzi do nasilonego tworzenia bardziej reaktywnych wolnych rod-
nikéw, w tym wysoce reaktywnego rodnika hydroksylowego (OH") [262].
Obecnie istnieja dwie koncepcje zwiazane z udzialem stresu oksydacyjnego
w patogenezie miazdzycy [290]. W pierwszej z nich, stres oksydacyjny wywola-



ny licznymi czynnikami sercowo-naczyniowymi stanowi przyczyne miazdzycy
i lezacych u jej podioza choréb sercowo-naczyniowych. Druga koncepcja, tzw.
hipoteza oksydacyjnej odpowiedzi na zapalenie, zaklada, Ze czynniki ryzyka
sercowo-naczyniowego przyczyniaja si¢ do proceséw zapalnych, ktére z kolei
wywoluja stres oksydacyjny réwnolegle do miazdzycy i choréb sercowo-naczy-
niowych. Pewna modyfikacja wspomnianej drugiej koncepcji zaklada, ze pod
wplywem procesu zapalnego dochodzi do produkeji wolnych rodnikéw przy-
czyniajacych sie do remodelingu tkankowego oraz nasilajacych juz istniejacy
proces zapalny i w konsekwencji wywierajacych modulujacy wplyw na zmiany
miazdzycowe [290]. Stres oksydacyjny jest w tym przypadku jedynie w sposob
posredni zwigzany z miazdzyca, a centralne miejsce zajmuje proces zapalny. Py-
tanie o to, czy wspomniane modyfikacje oksydacyjne LDL sg przyczyna czy na-
stepstwem miazdzycy pozostaje nadal pytaniem bez jednoznacznej odpowiedzi,
cho¢ wiele wynikéw badan klinicznych i epidemiologicznych wskazuje na fakt,
ze to ta druga koncepcja moze odzwierciedla¢ rzeczywisty udzial stresu oksyda-
cyjnego w patomechanizmie miazdzycy [290]. Zapewne powstale watpliwosci,
po czedci zwigzane sg z niepowodzeniami terapii antyoksydacyjnych. Z drugiej
strony wyniki ostatnich badan zdajg si¢ rzuca¢ zupelnie nowe $wiatto na nasze
dotychczasowe myslenie na temat wolnych rodnikéw i antyoksydantéw. Okazuje
sie bowiem, Ze wolne rodniki mogg mie¢ takze dzialanie korzystne na ludzki or-
ganizm, np. w niektérych przypadkach moga by¢ produkowane w odpowiedzi na
uszkodzenie komorek i uczestniczy¢ w przekazywaniu sygnaléw pobudzajacych
mechanizmy naprawcze [87].

ROS powstaja w czasie normalnego oddychania tlenowego i sg nieodlacznymi
produktami ubocznymi tlenowego metabolizmu. Ponadto, odgrywaja one istotna
role w sygnalizacji komoérkowej (tzw. sygnalizacja redoks) oraz s3 wykorzystywa-
ne przez organizm w celach obronnych przed infekcjami. Jednak nadmiar ROS
jest zjawiskiem niekorzystnym i prowadzi do licznych uszkodzen biologicznych
struktur komérkowych. Dzieje si¢ tak dlatego, iz w warunkach zaburzonego me-
tabolizmu, niedotlenienia lub niedokrwienia dochodzi do zachwiania réwnowa-
gi pomigdzy nadmiernym generowaniem ROS a zdolno$ciami antyoksydacyjny-
mi organizmu, co skutkuje przesunieciem réwnowagi oksydacyjno-redukcyjnej
w kierunku proceséw utleniania W przypadku miazdzycy to przesunigcie row-
nowagi odbywa si¢ w kierunku peroksydacji lipidéw i biatek, bedacych sktadni-
kami aterogennych lipoprotein [154].

B. Szczegétowy opis zagadnien zwigzanych z udziatem stresu oksydacyjnego
w inicjowaniu i rozwoju miazdzycy, ktére zostaty wykorzystane do stworzenia
dwdch modeli opartych na sieciach Petriego
Systemy antyoksydacyjne
Wazng role w ochronie organizmu przed rodnikami odgrywaja enzymatyczne
systemy antyoksydacyjne, wérod ktorych sa m.in. dysmutaza ponadtlenkowa
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(ang. superoxide dismutase, SOD), katalaza, peroksydaza glutationowa, redukta-
za glutationowa i paraoksonaza (ang. paraoxonase, PON) oraz nieenzymatyczne
systemy antyoksydacyjne, w tym m.in. witaminy C i E, flawonoidy oraz karote-
noidy. SOD jest enzymem, ktory katalizuje reakcje dysmutacji rodnika ponad-
tlenkowego [80]:

0,7+0,+2H* = H,0,+0,

Powstaty w jej wyniku nadtlenek wodoru uczestniczy w tworzeniu wysoce
reaktywnego rodnika hydroksylowego (OHe):

0,7+H,0, » O,+ OH+OH" reakcja Habera- Weissa
w reakcji katalizowanej przez jony metali przejsciowych, m.in. jony Zelaza [74]:

Fe**+H,0, —» Fe**+OH +OH" reakcja Fentona
O, +Fe** —> O,+Fe*

Aby te reakcje mogty zajs¢, potrzebne jest wolne zelazo, bo tylko takie jest bio-
logicznie aktywne. Ludzkie organizmy s3 w naturalny sposéb chronione przed
oksydacyjnymi uszkodzeniami ze strony wolnego Zelaza, poprzez wigzanie go
z biatkami, takimi jak transferyna czy ferrytyna. Aby nie dochodzito do uszko-
dzen wywolanych przez wolne Zelazo, wchtanianie oraz magazynowanie zelaza
sg bardzo precyzyjnie regulowane. W warunkach fizjologicznych, w komdrkach
znajduje si¢ jedynie niewielka pula wolnego zelaza (ang. labile iron pool, LIP)
niezbednego do syntezy enzymoéw [226]. Dodatkowo zaobserwowano, Ze anio-
norodnik ponadtlenkowy zwigksza dostepnos¢ wolnego zelaza, poniewaz przy-
czynia si¢ do jego uwalniania z polaczen z ferrytyna. Wolne zelazo moze by¢ na-
stepnie wykorzystane do katalizowania reakcji Habera-Weissa, w ktdrej powstaje
rodnik hydroksylowy odpowiedzialny m.in. za inicjacje¢ peroksydacji lipidow
zawartych w aterogennych lipoproteinach. Modyfikacje oksydacyjne lipoprotein
odbywaja si¢ gtéwnie pod wplywem wspomnianych jonéw metali przejsciowych,
tj. Cu®* i Fe?, a takze lipooksygenazy syntetyzowanej przez komoérki srédbtonka,
mieloperoksydazy (ang. myeloperoxidase, MPO) wytwarzanej przez aktywowane
makrofagi oraz przy udziale reaktywnych formy azotu (ang. reactive nitrogen spe-
cies, RNS), gtownie NO [206].

Modyfikacje oksydacyjne cholesterolu

Na skutek oksydacyjnych modyfikacji, gtéwnie czasteczek LDL, powstaja tzw.
minimalnie zmodyfikowane czasteczki LDL (ang. minimal modified low density
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czowych, wzrostu formowania nadtlenkéw lipidowych triglicerydowych i fosfo-
lipidowych (poza sfingolipidami [278]) z CE, i ich rozpadu do aldehydéw, np.
dialdehydu malonowego czy 4-hydroksynonenalu.

Do modyfikacji tych dochodzi pomimo, iz komérki organizméw tlenowych
wyposazone s3 we wspomniane systemy antyoksydacyjne [102]. Mm-LDL z po-
wodu silniejszego wigzania przez proteoglikany macierzy zewnatrzkomoérko-
wej zostaja niejako odizolowanie od antyoksydantéw. Oksydowane fosfolipidy
w mm-LDL uwaza si¢ za gléwne czynniki prozapalne wywolujace przewlekly
stan zapalny w miazdzycy [176]. Z drugiej strony zauwazono, ze zwiekszaja one
ekspresje enzymoéw ochronnych, takich jak np. oksygenaza hemowa (ang. heme
oxygense, HO-1), ktora jest zaangazowana w kontrole reakcji zapalnych, m.in.
poprzez wplyw na tempo katabolizmu hemu [126].

Mm-LDL, podobnie jak natywne LDL, sg rozpoznawane przez komérkowy
receptor apolipoproteina B/apolipoproteina E (ang. apolipoprotein B, apoB)/(ang.
apolipoprotein E, apoE) i dzigki temu nadal uczestnicza w fizjologicznym obiegu
cholesterolu [82, 126, 230, 231]. Jednak juz nawet ta minimalna modyfikacja po-
woduje, ze mm-LDL stajg si¢ rozpoznawalne dla komdrek immunokompetent-
nych. Ich pojawienie si¢ stymuluje ekspresje receptoréw podobnych do biatka Toll
(ang. Toll-like receptor, TLR) na powierzchni komoérek prezentujacych antygen —
gléwnie komorek dendrytycznych, makrofagéw, limfocytéw B oraz limfocytow
T regulatorowych. W miazdzycy szczegdlnie istotng role odgrywaja TLR typu 4
(ang. Toll-like receptor type 4, TLR4) [10, 321], ktére w polaczeniu ze szpikowym
biatkiem réznicowania 2 (ang. myeloid differentiation-2, MD-2) i antygenem
zréznicowania CD-14 rozpoznaja mm-LDL, ale takze ox-LDL, lipopolisacharydy
(ang. lipopolysaccharide, LPS) oraz bialka szoku cieplnego (ang. heat shock prote-
in, HSP), w tym 60-KDa HSP (ang. 60-kDa heat shock protein, HSP60).

W nastepstwie polaczenia TLR4 z ligandem dochodzi do wydzielania licz-
nych substancji, wérdd ktérych sa m.in. czynnik stymulujacy koloni¢ makrofa-
goéw (ang. macrophage colony stimulating factor, MCSF), MCP-1 oraz czynnik
tkankowy (ang. tissue factor, TF). Rola TLR4 nie ogranicza si¢ wigc jedynie do
wychwytywania zmodyfikowanych lipoprotein i udzialu w powstawaniu komo-
rek piankowatych, lecz takze dotyczy wpltywu na lokalny naptyw monocytéw, ich
transmigracje, a nastepnie transformacje w kierunku makrofagéw, wywotania
odpowiedzi zapalnej, a takze degradacji macierzy [103].

Ponadto, pod wptywem mm LDL dochodzi do zahamowania fagocytozy cial
apoptotycznych (proces aktyno-zalezny) przez makrofagi oraz do makrofagowe-
go zwigkszenia wychwytu utlenionych lipoprotein LDL (ang. oxidized low den-
sity lipoproteins, ox-LDL) (szlak niezalezny od aktyny). Efektywna fagocytoza
cial apoptotycznych, czyli obumarlych komoérek piankowatych, jest zjawiskiem
pozadanym, poniewaz zapobiega uwalnianiu si¢ z nich toksycznych dla komérek
sktadnikéw sprzyjajacych zapaleniu, niestabilno$ci blaszki miazdzycowej oraz
tworzeniu zakrzepu [208].
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W nastepstwie tych zmian nasila si¢ lokalny stres oksydacyjny, ktéremu nie
jest w stanie przeciwdziala¢ ani obecnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych, ani na-
turalne antyoksydanty.

Dalsza modyfikacja oksydatywna aterogennych lipoprotein obejmuje ich
sktadnik biatkowy, tj. apoB-100, ktéry w mm-LDL nie wykazywal aktywnosci
biologicznej [176]. W nastepstwie pojawienia si¢ produktéw rozpadu CE, tj. ak-
tywnych aldehyddw, takich jak np. malonylodialdehyd i 4-hydroksynonenal, be-
dacych pierwszymi produktami oksydacji lipidow w lipoproteinach, dochodzi do
ich Iaczenia z dodatnio naladowanymi grupami e-aminowymi lizyny czasteczki
apoB-100 [36, 206]. Powoduje to fragmentacje biatka oraz zamiane jego tadunku
elektrycznego z dodatniego na neutralny, a nastepnie hamowanie komorkowej
degradacji tej frakcji przez fizjologiczny receptor. W ten sposob powstaja ox-LDL
[284]. Obok peroksydacji, lipoproteiny, zatrzymane podsrédbtonkowo, w wyniku
dysfunkgji srédbtonka naczyniowego, ulegaja takze modyfikacjom polegajacym
na agregacji [290]. Procesami, ktore stymulujg agregacje moga by¢ utlenianie,
lipoliza oraz hydroliza zawartej w LDL sfingomieliny do ceramidéw. Hydroliza
odbywa sie pod wplywem sfingomielinazy uwalnianej przez makrofagi i komorki
srédblonka. Zauwazono, ze makrofagi wychwytuja zagregowane LDL znacznie
tatwiej niz postaci natywne [277].

Powstale ox-LDL przestaja by¢ dalej rozpoznawane i degradowane poprzez
fizjologiczny receptor apo B/E i zaczynaja by¢ aktywnie pobierane przede wszyst-
kim dzigki zwiekszonemu powinowactwu do receptoréw zmiatajacych (ang. sca-
venger receptor, SR) znajdujacych si¢ na powierzchni komdrek jednojadrzastych,
gléwnie monocytéw i makrofagéw [62]. Komorki te naptywaja do warstwy pod-
srédblonkowej w nastepstwie lokalnego zapalenia [98]. Poza cholesterolem za-
wartym w czasteczkach LDL, zrédiem cholesterolu w makrofagach, i to gléwnie
zestryfikowanego, sa réwniez lipoproteiny resztkowe (tzw. remnanty), pochodza-
ce z CM oraz lipoprotein o bardzo malej gestosci (ang. very low density lipoprote-
ins, VLDL), a takze lipoproteina (a), ktdrej czes¢ biatkowa (glikoproteina a) kowa-
lentnie wigze si¢ z apoB-100 czasteczki LDL. Lipoproteiny resztkowe, podobnie
jak czasteczki LDL, moga podlega¢ utlenianiu lub agregacji i tak zmodyfikowane
sg internalizowane przez makrofagi. Bardzo wazng role w zakresie wigzania ox-
-LDL przypisuje si¢ TLR, podobnie jak to byto w przypadku mm-LDL [84, 288].

Poczatkowo, wychwyt ox-LDL jest zjawiskiem korzystnym, gdyz ogranicza
szkodliwy wptyw zmodyfikowanych lipoprotein na komoérki srédbtonka i SMCs.
Jednak wkrétce, pod wptywem ox-LDL, ktére uszkadzaja enzymy w mitochon-
drialnym fancuchu oddechowym i zwiekszaja ilos¢ ROS generowanych przez ko-
morki srédbtonka naczyniowego, SMCs i makrofagi, [257] dochodzi do nasilenia
zjawiska stresu oksydacyjnego. Naplywajace ox-LDL powodujg wzrost cyklicz-
nego adenozynomonofosforanu (ang. cyclic adenosine monophosphate, cAMP)
w komorkach $rodblonka naczyniowego, co przyczynia si¢ m.in. do nasilenia
syntezy MCP-1, MCSF oraz szeregu komérkowych molekut adhezyjnych, w tym



VCAM-1, plytkowo-srédblonkowej czasteczki adhezyjnej 1 (ang. platelet endo-
thelial cell adhesion molecule 1, PECAM-1), ICAM-1 oraz selektyn P i E. Poza
wychwytem zmodyfikowanych lipoprotein, receptory zmiatajace odgrywaja wie-
le bardzo istotnych funkcji w procesie rozwoju blaszki miazdzycowej. Niektore
z nich, tj. receptory podobne do lektyny typu 1 wigzace utlenione LDL (ang. lec-
tin-like oxidized LDL receptor-1, LOX-1) przyczyniaja sie do dysfunkcji srodbton-
ka naczyniowego, biora udzial w zapaleniu i proliferacji SMCs, czyli wlasciwie
uczestniczg w procesie tworzenia blaszki miazdzycowej [94].

Wychwyt zmodyfikowanych czasteczek nie podlega regulacji zaleznej od steze-
nia cholesterolu, co prowadzi do nieograniczonej absorbcji cholesterolu przez ma-
krofagi i w konsekwencji dochodzi do ich przetadowania cholesterolem. Makrofagi
zaczynaja traci¢ swoja mobilnos¢ i staja si¢ integralng czescig Sciany naczynia, ule-
gajac transformacji do komdrek piankowatych zawierajacych w cytoplazmie cha-
rakterystyczne zlogi CE. Stanowig one podstawe do powstania nacieczenia tlusz-
czowego w $cianie naczyn, czyli poczatkowego stadium rozwojowego miazdzycy.
Makrofagi i powstale z nich komoérki piankowate produkuja ROS i metaloprote-
inazy macierzy zewnatrzkomoérkowej (ang. matrix metalloproteinases, MMPs),
a takze czynnik tkankowy inicjujacy krzepniecie. Ponadto, obecno$¢ komorek
piankowatych sprzyja aktywowaniu fagocytéw, gtéwnie makrofagéw, przyczynia
sie do aktywacji oksydazy NADPH, co prowadzi do nasilenia stresu oksydacyjne-
go. Oksydaza NADPH katalizuje bowiem transfer elektronéw z NADPH na tlen
prowadzac przy tym do powstania anionorodnika ponadtlenkowego i nadtlenku
wodoru. Enzym ten zbudowany jest z licznych podjednostek i w niepobudzonych
fagocytach czes¢ z tych podjednostek rozlokowana jest w cytoplazmie, cze$¢ na-
tomiast zakotwiczona jest w blonie komérkowej. Aktywacja komorki zernej po-
woduje migracje podjednostek cytozolowych oraz ich asocjacje ze skladowymi
blonowymi. Proces ten przyczynia si¢ do powstania czynnej postaci enzymu.

Ostatecznie komorki piankowate w obrebie uszkodzenia miazdzycowego ob-
umierajg, tworzac tzw. ciala apoptotyczne, a komérkowe zasoby CE i wolnego
cholesterolu zostajg uwolnione do $srodowiska. Proces ten uczestniczy w powsta-
waniu lipidowego lub martwiczego rdzenia zaawansowanej blaszki miazdzyco-
wej [277,293].

Duza koncentracja komoérek zapalnych doprowadza do poglebienia sie zjawi-
ska stresu oksydacyjnego. Dodatkowo, ciaggle uwalnianie ROS nasila proliferacje
makrofagdéw, stymuluje wytwarzanie kolagenu w fibroblastach, prowadzi do pro-
liferacji i migracji SMCs [43] oraz do aktywacji ptytek krwi. ROS przyczyniaja sie
takze do zmniejszonej biodostepnosci NO [49], stale syntetyzowanego w komor-
kach $rédbtonka naczyniowego przez eNOS. Jedng z przyczyn tej zmniejszonej
biodostepnosci moze by¢ reakcja anionorodnika ponadtlenkowego z NO. Reak-
cja ta przebiega trzykrotnie szybciej niz konkurujaca z nig reakcja dysmutacji
anionorodnika ponadtlenkowego katalizowana przez SOD [276]. Inaktywacja
NO odbywajaca si¢ prawdopodobnie za posrednictwem receptora LOX-1 [49]
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przyczynia si¢ do istotnego zmniejszenia aktywnosci eNOS [309]. Ma to wazne
znaczenie dla rozwoju miazdzycy, poniewaz eNOS wykazuje wiele wlasciwosci
anty-aterogennych, m.in. zapobiega aktywacji §rodbtonka naczyniowego, agre-
gacji ptytek krwi, proliferacji SMCs oraz adhezji leukocytow.

Lokalny stres oksydacyjny jest istotnym elementem patogenetycznym miaz-
dzycy. Z jednej strony jest on przyczyna wspomnianej zwiekszonej peroksydacji
lipidéw i zrédtem powstawania nadtlenkéw [268], z drugiej strony przyczynia
sie do zwigkszonej ekspresji czynnika NFkB oraz receptora aktywowanego przez
proliferatory peroksysoméw gamma (ang. peroxisome proliferator-activated re-
ceptor gamma, PPARy [219]. Istnieje coraz wiecej dowoddw na to, Ze receptory
aktywowane przez proliferatory peroksysomow (ang. peroxisome proliferator ac-
tivated receptors, PPARs) pelnig istotng role w ksztaltowaniu odpowiedzi immu-
nologicznej, gtéwnie w przebiegu reakcji zapalnej. W konsekwencji tych zmian
dochodzi do poglebienia stanu zapalnego i wzrostu syntezy cytokin.

2.2.4. Udziat proceséw zapalnych i immunologicznych w inicjowaniu
i rozwoju miazdzycy

Procesy zapalne i immunologiczne

W ostatniej dekadzie stalo sie jasne, ze naturalna odpornos¢, ktérej mechanizmy
s3 uruchamiane natychmiast po kontakcie z patogenem, nie jest jedynie polacze-
niem niespecyficznych odpowiedzi oraz zjawiska fagocytozy, lecz odgrywa role
pierwszych skrzypiec w bardzo precyzyjnym rozpoznawaniu mikroorganizméw
patogennych o konserwowanej ewolucyjnie budowie (ang. pathogen-associated
molecular patterns, PAMPs). Niektorzy badacze sugeruja, ze by¢ moze same pro-
dukty oksydacji lipidéw sprzyjaja przeksztalceniu si¢ ostrej odpowiedzi zapalnej
w stan przewlekly [176].

Staje sie wiec dla badaczy coraz bardziej oczywiste, ze uklad odpornosciowy
czlowieka odgrywa wazng, o ile nie centralng, role w procesie powstawania i roz-
woju miazdzycy. Zgodnie z immunologiczng koncepcja, zaproponowang przez
Wicka i wsp. w latach 90. ubieglego wieku [320, 322, 323], to wlasnie elementy
komoérkowe i humoralne uktadu odpornosciowego sg kluczowe dla aterogenezy.
Zauwazono, Ze juz na bardzo wczesnych etapach miazdzycy u oséb bezobjawo-
wych, u ktérych we wczesnych zmianach znajdujacych sie w miejscach znanych
z predyspozycji do tworzenia si¢ w pézniejszym okresie blaszek miazdzycowych,
jako pierwsze pojawiaja sie komorki limfoidalne, a dopiero po nich makrofagi
i SMCs [327]. Mialoby to $wiadczy¢ o tym, Ze ani makrofagi, ani tym bardziej po-
wstajace z nich na pdzniejszym etapie komorki piankowate, nie odgrywaja klu-
czowej roli w procesie inicjowania i rozwoju blaszki miazdzycowej, lecz wlasnie
komorki limfoidalne, wéréd ktérych przewazajg limfocyty T pomocnicze (ang.
T-helper cells, Th) [209]. Wiadomo, ze aby doszlo do uruchomienia odpowiedzi



immunologicznej, zwabione chemotaktycznie dziewicze limfocyty T (w miaz-
dzycy sa to gléwnie limfocyty T CD4+) muszg najpierw ulec aktywacji. Poczat-
kowo ma miejsce prezentacja antygenu, ktéorym w przypadku miazdzycy moze
by¢ fragment ,strawionej” czasteczki ox-LDL, ale takze HSP60 lub fragmenty
antygenow bakteryjnych [108, 111, 132]. Do tej prezentacji dochodzi w wyniku
bezposredniego kontaktu receptora komoérek T (ang. T cell receptor, TCR), znaj-
dujacego sie na dziewiczych limfocytach T, z biatkami gléwnego ukladu zgod-
nosci tkankowej klasy II (ang. major histocompatibility complex class II, MHC
IT) obecnymi na powierzchni komoérek prezentujacych antygen. Najczesciej tymi
komoérkami sg komoérki dendrytyczne lub rzadziej makrofagi. W odréznieniu od
komorek dendrytycznych, komérki linii monocytarno-makrofagowej syntetyzu-
ja biatka MHC II dopiero po pobudzeniu, np. interferonem gamma (ang. inter-
feron-gamma, IFN-y). Warunkiem niezbednym do zapoczatkowania aktywacji
dziewiczego limfocytu T jest pojawienie si¢ co najmniej dwoch sygnatéw od ko-
morek prezentujacych antygen. Pierwszym z nich jest wspomniany kontakt TCR
-MHCII, a drugim kostymulacja, w ktérej kluczowe jest oddziatywanie miedzy
antygenem CD28 na limfocytach T oraz antygenami CD80/CD86 na komorce
dendrytycznej. Wykazano, ze oddzialywanie miedzy CD28 a CD80 promuje od-
powiedZ immunologiczng typu komdérkowego (Th1), natomiast reakcja z CD86
- odpowiedz typu humoralnego (Th2) [134, 168].

Podczas procesu aktywacji, limfocyt T wchodzi w interakcje z komorka pre-
zentujacy antygen na drodze posredniego i bezposredniego kontaktu. Posredni
kontakt ma miejsce dzieki produkowanym cytokinom, w tym m.in. ligandom
receptora aktywujacego czynnik jadrowy B zidentyfikowany w limfocytach B
(ang. receptor activator of nuclear factor NF-xB ligand, RANKL), ktére taczac sig
z receptorem aktywujacym jadrowy czynnik NF-kB (ang. receptor activator of
nuclear factor NF-kB, RANK), znajdujacym si¢ na komorce prezentujacej an-
tygen, stymulujg wydzielanie licznych cytokin o szerokim spektrum dzialania,
w tym interleukiny 1, 6 i 12 (ang. interleukin 1, 6, 12, odpowiednio: IL-1, IL-6
IL-12) majacych kluczowe znaczenie dla procesu zapalnego. Z kolei bezpos$red-
ni kontakt limfocytu T z komdrka prezentujaca antygen odbywa si¢ poprzez in-
terakcje miedzy czasteczkag CD40, pelniagcg funkcje receptora na powierzchni
komorek prezentujacych antygen, a jej ligandem (ang. cluster of differentiation
40 ligand, CD40L) na powierzchni pobudzonych limfocytow T [235]. W wyni-
ku tego oddzialywania dochodzi do nasilonej sekrecji IL-1, czynnika martwicy
nowotworéw alfa (ang. tumor necrosis factor-alpha, TNF-a) i beta (ang. tumor
necrosis factor-beta, TNF-f3), chemokin, IFN-y oraz IL-12 [16, 319].

Cechg charakterystyczng pobudzonych limfocytéw jest wydzielanie licznych
cytokin, ktore pelnig funkcje regulacyjna i ukierunkowuja odpowiedz immuno-
logiczna tak, aby byla mozliwa eliminacja antygenu, ktéry ja wywotal. Jezeli obec-
no$¢ antygenu w organizmie wydtuza sie, dochodzi do réznicowania pobudzo-
nych limfocytéw w kierunku komoérek Th1 lub Th2. Czynnikami, ktére doprowa-
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dzaja do powstania limfocytéw Th1 sg gléwnie IFN-y oraz IL-12. Synergistycznie
z IL-12 dziala interleukina 18 (ang. interleukin 18, 1L-18) wydzielana przez ko-
morki prezentujace antygen. Pobudza ona limfocyty Th1 do wytwarzania IFN-y.
IL-18 uwazana za czynnik prozapalny, poza indukcjg IFN-y, stymuluje wydziela-
nie IL-6, interleukiny 8 (ang. interleukin 8, IL-8), zwigksza ekspresje adhezyjnych
molekut oraz aktywno$¢ metaloproteinaz, co w konsekwencji destabilizuje juz
istniejacy blaszke miazdzycowa. Zaobserwowano, ze eliminacja zaangazowanego
w obrone przeciwwirusowa IFN-y zmniejsza miazdzyce o 60% [104], natomiast
eliminacja IL-18 zmniejsza jg 0 35% [68, 132, 296].

Istnienie odpowiedzi immunologicznej typu Thl w procesie miazdzycy zo-
stalo potwierdzone na przykladzie choréb uktadu sercowo-naczyniowego, gdzie
zaobserwowano znacznie zwiekszone stezenie neopteryny, wytwarzanej przez
monocyty/makrofagi pobudzane za posrednictwem IFN-y. Wiadomo, ze IFN-y
jest jedynym bezposrednim mediatorem produkcji tego biatka i przypuszcza sie,
ze poziom jego syntezy wplywa na regulacje aktywnos$ci monocytéw/makrofa-
gow pobudzanych przez IFN-y [325].

Wspomniana interakcja CD40-CD40L moze mie¢ kluczowe znaczenie nie
tylko dla promowania odpowiedzi Thl w miazdzycy, ale takze odpowiedzi Th2.
Na komdrkach dendrytycznych, w nastepstwie tej interakeji, dochodzi do zwiek-
szonej ekspresji antygenéw MHC, czasteczek kosytmulujacych oraz czasteczki
OX40L, poprzez ktora zostaje przekazany sygnat dziewiczym limfocytom T do
wytwarzania interleukiny 4 (ang. interleukin 4, IL-4) [16] kierujacej ich réznico-
wanie w kierunku limfocytéw Th2. Réznicowanie odpowiedzi immunologicznej
w kierunku Thl lub Th2 zalezy od rodzaju i ilosci antygenu, stopnia aktywacji
i dojrzatosci komdrek immunokompetentnych, drogi przekazywania sygnalu
oraz cytokin [319]. W przypadku procesu miazdzycy ma to kluczowe znaczenie,
poniewaz odpowiedz typu Thl wraz z wydzielanymi przez limfocyty Thl cyto-
kinami, gtéwnie IL-2, TNF-a i -B, IFN-y, oraz intereluking 3 (ang. interleukin-3,
IL-3) ma charakter pro-aterogenny, natomiast odpowiedz typu Th2 wraz z wy-
twarzanymi IL-4, interleuking 5 (ang. interleukin 5, IL-5), interleuking 10 (ang.
interleukin 10, IL-10) oraz IL-13 (ang. interleukin 13, IL-13) hamuje rozw6j miaz-
dzycy [55]. Cytokiny profilow Thl i Th2 wzajemnie na siebie oddzialuja. Prze-
prowadzone do$wiadczenia na myszach apo-E-knockout wskazuja na dominacje
odpowiedzi typu Th1 w blaszkach miazdzycowych, z drugiej strony cytokiny pro-
filu Th2 tez mogg bra¢ udzial w rozwoju miazdzycy, cho¢ istnienie tego zjawiska
zaobserwowano jedynie w warunkach hipercholesterolemii [174]. Jednym z wy-
jasnien tego do$¢ niespodziewanego przestrojenia z Th1l na Th2 moze by¢ wptyw
niektérych metabolitow ox-LDL, ktére hamujac produkeje IL-12 oraz IFN-y sty-
muluja jednoczednie synteze IL-4 i IL-10 [20]. Obecnos$¢ Th2 z jednoczesnym
obnizeniem lub nawet brakiem Th1 zaobserwowano w $cianach tetniakdéw aorty
brzusznej u ludzi [271]. Wyglada na to, Ze nalezy zweryfikowac nasze podejscie
do udzialu odpowiedzi Th1 i Th2 w patomechanizmach miazdzycy, tym bardziej,



ze dotychczasowe préby ukierunkowania profilu Th1 na profil Th2 w miazdzycy
niekoniecznie przyczynialy sie do redukeji zmian miazdzycowych [109].
Limfocyty T wydaja si¢ by¢ kluczowe dla zapoczatkowania miazdzycy, pod-
czas gdy limfocytom B, ktérych aktywacja i proliferacja moze odbywac sie pod
wplywem komorek dendrytycznych oraz za posrednictwem czgsteczki CD40
na aktywowanych limfocytach Th, przypisuje si¢ znaczenie w nasilaniu procesu
i podtrzymywaniu jego trwania [100, 101]. Gromadzace si¢ w blonie wewnetrznej
limfocyty T [210] razem z komoérkami piankowatymi tworzg nacieczenia tlusz-
czowe. Obok efektorowych limfocytéw T i makrofagéw, ogniska miazdzycowe
zawierajg takze mastocyty, ktore dzigki wytwarzanym proteazom wplywaja na
degradacje macierzy komoérkowej i modyfikuja lokalne odkiadanie lipoprotein
[153]. Zauwazono, ze dopiero w zaawansowanych zmianach miazdzycowych ma-
krofagi wraz z SMCs uzyskuja liczebng przewage nad populacja limfocytéow T.

Koncepcja autoimmunlogiczna

Cho¢ nie wszyscy badacze sg dzi$ przekonani co do pierwotnej roli jaka miaty-
by odgrywa¢ procesy immunologiczne w patogenezie miazdzycy, to generalnie
koncepcja, w ktdrej uklad odpornosciowy bierze udzial w procesach lezacych
u podtoza miazdzycy ma dzi§ w nauce ugruntowang pozycje [20, 108, 110, 207,
239, 329]. Z drugiej strony pojawiaja si¢ doniesienia, w ktorych badacze, poza
uznawaniem kluczowej roli ukladu immunologicznego w procesie powstawania
i rozwoju miazdzycy, proponuja, aby postrzega¢ miazdzyce w aspekcie choroby
autoimmunologicznej. Na poparcie swoich przekonan podkreslaja fakt istnienia
szeregu podobienstw pomiedzy miazdzycg a innymi chorobami autoimmunolo-
gicznymi, np. reumatoidalnym zapaleniem stawdw [73, 275]. Role najwazniej-
szych autoantygenéw w przypadku miazdzycy mialyby petni¢ ox-LDL oraz bial-
ka szoku cieplnego (ang. heat shock proteins, HSP).

Koncepcja autoimmunologicznych uwarunkowan miazdzycy znajduje swo-
je potwierdzenie w wynikach licznych badan prowadzonych w ostatnich latach.
Wykazano, ze pod wptywem ox-LDL dochodzi do aktywacji limfocytéw T, odpo-
wiedzi komodrkowej oraz wytwarzania przeciwcial anty - ox-LDL, ktére przypo-
minajg przeciwciala antyfosfolipidowe. Potwierdza to teze o autoagresyjnej stymu-
lacji uktadu odpornosciowego przez ox-LDL. Z kolei HSP, powszechnie nazywane
»biatkami stresu” lub chaperonami, czyli biatkami opiekunczymi w stosunku do
pozostalych wewnatrzkomoérkowych bialek, ze wzgledu na swoje wlasciwosci, tez
pasuja do koncepcji o autoantygenach. Dzi§ wiemy, ze HSP pelnig dwojaka funk-
cje, w zaleznosci od tego, czy znajduja si¢ wewnatrz, czy na zewnatrz komorki.
Gdy HSP znajduja si¢ wewnatrz komorek, chronig pozostale biatka przed proteoli-
z3 indukowang réznymi czynnikami stresowymi, takimi jak wysoka temperatura,
niedotlenienie, infekcje, stresy mechaniczne czy chemiczne oraz wolne rodniki.
Z drugiej strony, HSP maja takze swéj istotny udziat w takich procesach, jak apop-
toza, nowotworzenie oraz w przebiegu standw zapalnych, gdy na skutek aktywne-

35



36

go transportu [59] lub w wyniku rozpadu komorki znajdg si¢ na zewnatrz komoérki
[216]. Wydaje sie, ze taka zewnatrzkomorkowa lokalizacja moze stac sie przyczyna
aktywacji prozapalnych mechanizméw immunologicznych w organizmie.

Z uwagi na duzy konserwatyzm struktury HSP istnieje mozliwo$¢ zachodze-
nia immunologicznych reakcji krzyzowych miedzy obcogatunkowymi HSP, m.in.
65-KDa mykobakteryjnym HSP (ang. 65-KDa HSP, HSP65), chlamydiowym
HSP60 oraz HSP60 u Escherichia coli a ich ludzkimi homologami. Z jednej strony
ta wysoka homologia strukturalna pomiedzy autologicznym HSP a wspomnia-
nymi obcogatunkowymi HSP moze przyczynic si¢ do tolerancji immunologicz-
nej. Z drugiej strony moze ona wywota¢ odpowiedz immunologiczng skierowana
przeciwko determinantom antygenowym wystepujacym zaréwno u czlowieka,
jak i u patogenu [3], co z kolei moze doprowadzi¢ do tkankowo-specyficznej
odpowiedzi immunologicznej. W nastepstwie tej odpowiedzi moze zosta¢ wy-
wolana reakcja autoimmunologiczna, ktéra, poprzez wlasne mechanizmy efek-
torowe gospodarza, moze doprowadzi¢ do zniszczenia komorek i tkanek [170].
Koncepcja autoimmunologicznego podioza powstawania i rozwoju miazdzycy,
w ktorej ludzkie HSP60 odgrywaloby centralng role, jest jedna z najbardziej in-
tensywnie badanych w ostatnich latach [100]. Poza opisang mimikra antygenowa
postulowane sg inne mechanizmy, ktore tlumaczytyby to wazne miejsce, jakie
w tej koncepcji zajmuje ludzkie HSP60. Rozwaza si¢ m.in. mozliwo$¢ zachodze-
nia modyfikacji (np. oksydacji) autogennych HSP. Niektdrzy naukowcy twierdza,
ze obecno$¢ zmodyfikowanego biochemicznie biatka HSP60, produkowanego
i uwalnianego przez komdrki $réodblonka naczyniowego w warunkach stresu
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla rozwoju miazdzycy. Poza tym cze¢s¢ bada-
czy uwaza, ze HSP moga dziala¢ jak sygnaly ostrzegawcze informujace o uszko-
dzeniach komdrek. Tzw. ,,model niebezpieczenstwa” zaproponowany przez Pol-
ly Matzinger [200, 201, 202] zaklada, ze sygnatem, ktory stymuluje odpowiedz
immunologiczng w organizmie czlowieka jest nie sama obecnos$¢ patogenu/an-
tygenu i rozpoznawanie go jako obcego, lecz uszkodzenia, jakie wywolal [216].
Zgodnie z tym modelem uklad odpornosciowy jest pobudzany przez sygnaty
alarmowe, ktore dochodza do niego z uszkodzonych tkanek, a nie poprzez odpo-
wiedz na reakcje ,wlasne—obce”. Wedlug Matzinger, czynnikami petnigcymi role
sygnalow ostrzegawczych w ludzkim organizmie sg czgsteczki o budowie konser-
watywnej, potfozone w warunkach fizjologicznych wewnatrz komorki, ktore jesli
na skutek stresu, zakazenia lub martwicy pojawia sie w przestrzeni zewnatrzko-
morkowej spowoduja uszkodzenia komoérek [216]. HSP wydaja sie by¢ wlasnie
takimi czasteczkami. Zauwazono, ze w warunkach fizjologicznych HSP60 nie
ulegaja ekspresji na powierzchni komoérek srédbtonka naczyniowego. Natomiast,
gdy na §rédblonek oddzialtuja czynniki okreslane mianem $rédblonkowych stre-
sorow, takie jak np.: infekcja Chlamydia pneumoniae, palenie papierosow, stres
mechaniczny (nadci$nienie tetnicze), ROS, infekcje bakteriami Gram ujemnymi
(obecnosé¢ LPS), ox-LDL, niektdre leki, produkty zaawansowanej glikacji bialek



(ang. advanced glycation end products, AGE), to dochodzi do nasilonej ekspre-
sji czasteczek HSP60 oraz molekul adhezyjnych [100]. HSP nastepnie wiaza si¢
z komodrkami prezentujacymi antygen (w warunkach stresu komdrkowego biatka
HSP60 sa prezentowane komdrkom CD8* oraz komérkom CD4*w polaczeniu
odpowiednio z receptorami MHC klasy I oraz MHC klasy II [332]), nasilajg pro-
dukcje wielu cytokin [213] oraz dodatkowo stymuluja ekspresje czasteczek adhe-
zyjnych. Reakcja organizmu na HSP60 dotyczy zaréwno pierwotnej jak i nabytej
odpowiedzi immunologicznej [300]. Ze wzgledu na silnie zachowang w ewo-
lucji strukture HSP, za kazdym razem kiedy dochodzi do infekcji bakteryjnej,
uklad immunologiczny gospodarza, dzieki obecnosci komoérek pamieci immu-
nologicznej uczulonych na HSP, skierowuje swoja odpowiedz w kierunku biatek
z rodziny HSP60 [254]. W konsekwencji nastepuje stymulacja zaréwno odpo-
wiedzi komdrkowej jak i humoralnej skierowana przeciwko HSP60. Pobudzone
przez HSP60 limfocyty T wnikaja do blony wewnetrznej naczyn, inicjuja jako
pierwsze proces zapalny, ktory nastepnie przycigga monocyty/makrofagi i SMCs.
Pojawienie si¢ autoprzeciwcial anty-HSP60 dodatkowo nasila cale to zjawisko.
Zwolennicy autoimmunologicznej koncepcji miazdzycy uwazaja, ze poczatkowy
etap, tj. etap lokalnego zapalenia jest odwracalny, ale dlugotrwale utrzymywanie
sie czynnikéw ryzyka prowadzi do nasilenia zjawiska, powstania blaszki miaz-
dzycowej i zwigzanych z nig konsekwencji. Ostatnie wyniki badan potwierdzaja,
iz u oséb jeszcze bez klinicznych objawéw miazdzycy, juz na etapie wczesnych
zmianach miazdzycowych pojawiaja sie limfocyty T aktywowane przez HSP60,
czyli koncepcja, iz rozpoznanie epitopéw HSP60 przez limfocyty T moze zaini-
cjowac proces powstawania miazdzycy wydaje sie by¢ poprawna [4]. Grundtman
podkresla, Ze miazdzyca jest cena, jaka placi ludzko$¢ za naturalng odpornos¢
anty-HSP60, ujawniajaca sie w stanie dlugotrwalej ekspozycji naczyn tetniczych
na dzialanie wielu réznorodnych czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego
[100, 101]. Ponadto, wraz z Wickiem, dowodzi ona, ze liczne czynniki ryzyka
mogg oddzialywac na $rédblonek naczyniowy i zapoczatkowywaé pierwszy za-
palno-immunologiczny etap miazdzycy, nawet u 0s6b ze stezeniami cholesterolu
we krwi mieszczacymi si¢ w granicach rekomendowanych dzisiaj wartosci re-
ferencyjnych. Wspomniani naukowcy przypuszczajg, ze z ewolucyjnego punk-
tu widzenia stezenia cholesterolu we krwi, ktore sg dzi§ uwazane za prawidlowe
w rzeczywisto$ci sg ciagle jeszcze za wysokie [100, 101]. Swoje przypuszczenia
opieraja na danych epidemiologicznych, z ktérych wynika, ze az 60% chorych
z klinicznymi objawami miazdzycy charakteryzuje si¢ prawidlowym stezeniem
catkowitego cholesterolu oraz frakcji LDL cholesterolu w surowicy krwi.

Mozna zauwazy¢, ze w miazdzycy uklad odpornosciowy jest stale pobudzany,
m.in. przez réznego rodzaju przetrwate bodzce prozapalne [272]. Kluczowe w tym
wypadku s3 mechanizmy wrodzonej odpornosci, ktére w warunkach ekspozycji na
egzogenne oraz endogenne PAMPs indukujg, a nastepnie podtrzymujg procesy za-
palne [48]. Uklad immunologiczny rozpoznaje antygeny patogenéw za posrednic-

37



38

twem licznych receptoréw, w tym m.in. receptoréw z rodziny TLR, nalezacych do
grupy receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne (ang. Pattern Recognition
Receptors, PRR). TLR rozpoznaja PAMPs. Rodzaj TLR, zaangazowanych w rozpo-
znanie ligandu, decyduje o tym jak bedzie wygladata odpowiedz immunologiczna.

Nalezy podkresli¢, ze w licznych badaniach wykazano obecno$¢ Chlamydia
pneumoniae w blaszkach miazdzycowych, a w czeséci z tych badan potwierdzono
udzial tego patogenu w indukowaniu zapalenia oraz odpowiedzi typu Th1. Wspo-
mniana mozliwo$¢ wystapienia immunologicznych reakeji krzyzowych wskazuje
na fakt, Ze jeden z najstarszych mechanizméw, ktéry chroni komoérki przed dzia-
taniem niekorzystnych czynnikéw $rodowiskowych, moglby jednoczesnie zapo-
czatkowywac proces autoimmunologiczny, w nastepstwie ktorego, pod wpltywem
powstatych przeciwciat anty-HSP60/65, dochodzi¢ by mogto do dysfunkeji $rod-
blonka naczyniowego i zapoczatkowania procesu aterogenezy. W tej sytuacji HSP
odgrywalyby gtéwna role, jako cel krzyzowej reakcji immunologicznej z antyge-
nami gtéwnie Chlamydia pneumoniae, Mycobacterium tuberculosis lub Escherichia
coli [243], umozliwiajacej pobudzenie zaréwno limfocytéw Th, jak i limfocytéw T
cytotoksycznych (ang. cytotoxic T-lymphocytes, Tc) [216, 229].

W miazdzycy potwierdzono istnienie zalezno$ci pomiedzy reakcja immuno-
logiczng przeciwko biatkom HSP60/HSP65 a infekcjami bakteryjnymi [203, 330].
Udzial przewleklych infekcji w patogenezie ludzkiej miazdzycy jest przedmiotem
cigglych badan. Ich efektem jest stale wydluzajaca si¢ lista patogenéw mogacych
przyczyniac sie do rozwoju miazdzycy, na ktorej oprécz poprzednio wspomnia-
nych pojawiajg sie takie mikroorganizmy jak Cytomegalovirus [29], Helicobac-
ter pylori [8, 141] oraz Porphyromonas gingivalis [294]. W tym $wietle, proby
leczenia miazdzycy antybiotykoterapig nie wydaja si¢ zupelnie bezpodstawne.
Zaobserwowano m.in., ze eradykacja Helicobacter pylori u myszy uprzednio za-
infekowanych ta bakteria skutecznie redukowata miazdzyce poprzez modulacje
réwnowagi Th1/Th2 [8]. Z drugiej strony nalezy podkresli¢, ze nie wszystkie wy-
niki badan odnosnie do udzialu przewleklych infekcji w patogenezie miazdzycy
s3 jednoznaczne [46, 53].

W obliczu braku spoéjnosci w interpretacji dodatnich odczynéw serologicznych
w stosunku do potencjalnie miazdzycogennych patogenéw, powstata hipoteza o sku-
mulowanym efekcie roznych czynnikéw (tzw. ,,obcigzeniu infekcyjnym”) [190].

2.3. Odrebnosci miazdzycy w przewlektej chorobie nerek

Epidemiologia

Szacuje sig, ze PChN w réznych stadiach zaawansowania dotyczy okoto 6-15%
populacji, i nawet w regionach dobrze rozwinietych gospodarczo, z ustabilizowa-
ng od wielu lat pozycja terapii nerkozastepczej wida¢ wyrazng tendencje wzro-



stowg liczby chorych ze schylkowa postacia choroby, ktérzy wymagaja leczenia
nerkozastepczego (wzrost rocznie 0 4-6%) [259]. Ze statystyk §wiatowych wyni-
ka, ze pod koniec 2010 roku na $wiecie zylo 2 622 000 pacjentéw ze schytkowa
niewydolnoscia nerek (ang. end-stage renal disease, ESRD), z czego blisko 2 mi-
liony wymagalo leczenia za pomoca dializoterapii [69]. Mimo rozwoju technik
dializacyjnych i coraz lepszej opieki medycznej, nadal zauwazalnym problemem
byta wysoka $miertelnos¢, ktéra oscylowata w Europie na poziomie ok. 15%.
Najczestszg przyczyne zgondw wsrdd chorych z ESRD stanowily choroby ser-
cowo-naczyniowe [259, 260], ktére odpowiadaly za 35-50% zgonéw. Nawet po
stratyfikacji czynnikow ryzyka wzgledem wieku, pici, choréb wspétistniejacych,
w tym cukrzycy, umieralnos$¢ z przyczyn sercowo-naczyniowych wsérod pacjen-
tow dializowanych byla §rednio 10-20 razy wieksza w poréwnaniu z populacja
ogolng. Co drugi zgon osoby dializowanej byl wynikiem choroby ukladu ser-
cowo-naczyniowego, co piagty spowodowany byt zawalem migé$nia sercowego.
Piecioletnie przezycie w grupie osob dializowanych, bez wzgledu na typ dializy,
osiggala jedynie jedna trzecia pacjentow [291, 304].

Wielkosc¢ filtracjji ktebuszkowej a choroby sercowo-naczyniowe

- zwiqzek przyczynowo-skutkowy?

Nasuwa si¢ w tym miejscu pytanie czy istnieje zwigzek przyczynowo-skutkowy
pomiedzy wielko$cig GFR a chorobami sercowo-naczyniowymi? Wigkszo$¢ ba-
daczy odpowie twierdzaco, wskazujac na wyniki wielu badan [81, 90, 273, 274,
317, 318], w ktdrych pacjenci z PChN charakteryzowali si¢ zwigkszonym ryzy-
kiem sercowo-naczyniowym. Z drugiej jednak strony trzeba pamietaé, iz nie
wszystkie badania daly tak jednoznaczng odpowiedz [169]. Przykladem moze
by¢ badanie Womens’s Health Study, przeprowadzone na grupie prawie 28 tysiecy
bialych kobiet w wieku > 45 lat, ktére w momencie zakwalifikowania do bada-
nia nie mialy w wywiadzie choroby sercowo-naczyniowej oraz innej powaznej
choroby, w tym objawowej choroby nerek [169]. Wyniki tego randomizowanego
badania ukazaly brak zwigzku pomig¢dzy wielko$cia GFR a ryzykiem wystapie-
nia jakiegokolwiek incydentu sercowo-naczyniowego oraz $mierci z jakiejkol-
wiek przyczyny. Gdy jednak poréwnywano wyniki kobiet pomiedzy sobg, gdzie
punktem odniesienia byly kobiety zakwalifikowane do grupy charakteryzujacej
sie GFR > 90 ml/min/1,73m? to zaobserwowano, ze jedynie osoby z GFR < 60
ml/min/1,73m? wykazywaly zwigkszone ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-na-
czyniowych. Lagodne i umiarkowane obnizenie GFR pozostawalo bez wptywu
na ryzyko sercowo-naczyniowe.

Skad te rozbieznosci? Wydaje sie, ze jedng z ich przyczyn moze by¢ dobor grupy
badanej. Nalezy zauwazy¢, ze wyniki potwierdzajace istnienie zaleznosci pomiedzy
uposledzeniem funkcji nerek a ryzykiem sercowo-naczyniowym pochodza gtow-
nie z badan prowadzonych wsrdd pacjentéw z cigzka dysfunkcja nerek, obcigzo-
nych wysokim ryzykiem lub z juz rozpoznang chorobg sercowo-naczyniows.
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Czy miazdzyca pacjentow z PChN wyrdznia si¢ w jaki$ szczegolny sposob
w poréwnaniu z miazdzyca stwierdzang u chorych bez PChN? Na to pytanie
trudno dzi$ znalez¢ jednoznaczng odpowiedz. Po raz pierwszy terminu przy-
spieszona miazdzyca, w odniesieniu do pacjentéw leczonych przewlekia hemo-
dializg, uzyl w 1974 roku Lindner i wsp. [183]. Co prawda juz wkrdtce potem
w ogdle zakwestionowano wystepowanie tego zjawiska [37]. Sytuacja stala sie
jeszcze bardziej ztozona, gdy w 1982 roku Degoulet i wsp. zaobserwowali w gru-
pie pacjentdéw leczonych dializa, iz podwyzszone stezenie catkowitego choleste-
rolu, ktore od lat jest uznanym tradycyjnym czynnikiem ryzyka sercowo-naczy-
niowego wigze si¢ z lepszym rokowaniem w tej grupie chorych [60]. Skad ten
paradoks? Do dzi$ dokladnie nie wiadomo. Nadal toczy si¢ bowiem debata na
temat przyczyn zmniejszonego wptywu tradycyjnych czynnikéw ryzyka na cho-
roby sercowo-naczyniowe u chorych z PChN, wéréd ktorych gléwne watpliwosci
dotycza wlasnie zaburzen lipidowych oraz nadci$nienia tetniczego. Liczne wy-
niki badan doswiadczalnych potwierdzajg istnienie tego paradoksu [50, 72, 139,
159, 186, 223, 248]. Zauwazono, szczegdlnie u chorych dializowanych, ze osoby
o malej masie (niedozywione), z niskim st¢zeniem cholesterolu i homocysteiny
we krwi oraz obnizonym ci$nieniem skurczowym czesciej zapadaja na choroby
sercowo-naczyniowe. S3 one prawdopodobnie wyrazem niedozywienia, ktore
jest przyczyna niedoboru substancji niezbednych do zycia [52]. W 2003 roku
Kalantar Zadeh i wsp. po raz pierwszy odniesli si¢ w sposéb jednoznaczny do ist-
nienia zjawiska, opisywanego juz wczesniej przez innych badaczy, przy pomocy
terminow: risk-factor paradox [72, 223, 248] oraz reverse epidemiology 50, 139]
i opublikowali swoje spostrzezenia na tamach renomowanego czasopisma Kid-
ney International, niejako w ten sposob uzmystawiajac wielu badaczom, ze taki
problem w ogdle wystepuje [137]. Nalezy jednak pamigta¢, co zaznaczyl réw-
niez Kalantar-Zadeh, ze reverse epidemiology niekoniecznie oznacza, ze podloze
powstawania blaszki miazdzycowej w PChN jest inne niz w miazdzycy u oséb
bez PChN. Przyczyna moze by¢ bowiem taka, ze inne czynniki typowe jedynie
dla PChN, nazywane czgsto czynnikami ryzyka zwigzanymi z mocznica (ang.
uremia-associated risk factors), moga by¢ na tyle dominujace, Ze powoduja ten
pozorny paradoks.

Istnienie tego, nawet jesli tylko pozornego, paradoksu wymaga zastanowienia
sie nad tym zagadnieniem i by¢ moze weryfikacji naszej dotychczasowej wiedzy na
temat miazdzycy w PChN oraz jej czynnikéw ryzyka. Dla $cistosci nalezy dodac,
ze to intrygujace zjawisko odwrotnej epidemiologii zaobserwowano takze wsrod
chorych bez PChN, m.in. u pacjentéw z przewlekla niewydolnoscig serca [138],
wsrod osob starszych [289, 310] oraz w grupie chorych hospitalizowanych z roz-
nych powodéw, gdzie niska wartos¢ BMI wiazala si¢ z gorszym rokowaniem [172],
co czyni zagadnienie miazdzycy, w ogélnosci, jeszcze bardziej interesujacym.

Oczywiste watpliwosci nasuwaja sie takze, jesli chodzi o leczenie. Czy po-
winni$my w takim razie leczy¢ zaburzenia lipidowe i redukowa¢ nadcisnie-



nie w PChN, skoro ich wystepowanie moze poprawia¢ rokowanie w tej grupie
chorych? I tu odpowiedzi s3 niejednoznaczne. Chociaz, w dwoch prestizo-
wych czasopismach medycznych opublikowano niedawno wyniki metaanaliz
dotyczace wplywu leczenia nadci$nienia tetniczego na sercowo-naczyniowe
punkty koncowe u chorych leczonych nerkozastepczo [113] oraz wséréd cho-
rych z nadci$nieniem tetniczym w okresie przed-dializacyjnym [12], z ktérych
plyna wnioski, iz leki hipotensyjne znamiennie zmniejszaja ryzyko incydentow
sercowo-naczyniowych w PChN, to naukowcy nadal maja watpliwosci [99]. Je-
$li bowiem dokladnie przejrze¢ wyniki wspomnianych metaanaliz, to wyglada
na to, Ze nieleczenie nadci$nienia w omawianej grupie chorych bedzie réwnie
dobre, jak stosowanie takiego leczenia [99]. Takze wyniki innych randomi-
zowanych badan, tj. 4D Study [315] i Aurora [71] nie wykazaly w grupie pa-
cjentow hemodializowanych zmniejszenia liczby incydentéw sercowo-naczy-
niowych pomimo obnizenia stezen catkowitego cholesterolu i cholesterolu we
frakeji LDL. Istnieje kilka mozliwych interpretacji tych wynikéw [65]. Z jednej
strony, albo cholesterol nie jest najwazniejszym czynnikiem patogenetycznym
miazdzycy obserwowanej w PChN, albo miazdzyca nie ma najistotniejszego
wplywu na zachorowalno$¢ i $miertelno$¢ z powodu choréb sercowo-naczy-
niowych w PChN, albo aby uzyska¢ pozytywne wyniki takiego leczenie naleza-
toby je rozpoczaé¢ zanim pacjent z PChN osiagnie stadium ESRD. Wyniki ko-
lejnej metaanalizy zdaja sie sprzyjac ostatniej hipotezie, ze statyny zastosowane
u pacjentéw w okresie przed-dializacyjnym zmniejszaja ryzyko $miertelnosci
z powoddw przyczyn sercowo-naczyniowych, a takze z powodu wszystkich in-
nych przyczyn [221]. Z kolei najwieksze na $wiecie badanie oceniajace korzysci
z obnizenia stezenia cholesterolu u chorych z przewleklymi chorobami nerek
(ang. Study of Heart and Renal Protection, SHARP) [11] wykazalo, ze okolo
jednej czwartej wszystkich zawaléw mie$nia sercowego, udaréw mozgu i liczby
zabiegdw rewaskularyzacji naczyn tetniczych u os6b z PChN mozna unikng¢
dzigki stosowaniu lekéw obnizajacych stezenie cholesterolu w surowicy krwi.
Ponadto w badaniu tym zaobserwowano, Ze to obnizenie daje takie same efekty
bez wzgledu na stadium zaawansowania PChN. Przytoczone wyniki najwaz-
niejszych metaanaliz i randomizowanych badan opublikowanych w ostatnich
latach ukazujg wyraznie, ze istnieja rozbieznosci w kwestii zaburzen lipido-
wych w PChN.

Badacze wskazuja na dodatkowy udzial u tych chorych tzw. nowych czynni-
kow ryzyka, zwigzanych bezposrednio z przewleklym procesem zapalnym, sil-
nie nasilonym w grupie chorych leczonych nerkozastepczo, szczegélnie hemo-
dializami. Podkre$la si¢ tu znaczenie m.in. interleukin 1 i 6, czynnika martwicy
nowotwor6éw-a, stresu oksydacyjnego, modyfikowanych bialek oraz produktow
zaawansowanej glikacji biatek [231].

Poza tradycyjnymi i nietradycyjnymi czynnikami ryzyka zwraca si¢ uwage na
znaczenie czynnikéw specyficznych, wynikajacych z choroby nerek, takich jak
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zaburzenia homeostazy wapniowo-fosforanowej, nadczynno$¢ przytarczyc, hi-

perurykemia i obecno$¢ toksyn mocznicowych, ktérych jest ponad 100.
Czynniki tradycyjne i nietradycyjne miazdzycy wystepujace u chorych

z PChN, szczegélnie w stadium niewydolnosci, nerek zostaly przedstawione na

rycinie 6.
K Tradycyjne czynniki ryzyk)
o Wiek
o Ple¢ meska
e Cukrzyca

e Nadci$nienie t¢tnicze
e Zaburzenia lipidowe
e Hyperhomocysteinemia
e Zapalenie
o Stres oksydacyjny

\_ J

K Czynniki ryzyka zwiazane z mocznicq\

o Niedokrwisto$¢
o Aktywacja uktadu wspotczulnego
o Nasilenie zjawska stresu oksydacyjnego i
procesow zapalnych
o Dysfunkcja srodbtonka naczyniowego
e Zaburzenia krzepnigcia
e Zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowe;j

¢ Niedozywienie biatkowo-energetyczne
e Glikacja i karbamylacja biatek

e Toksyny mocznicowe

Rycina 6. Tradycyjne i nietradycyjne czynniki ryzyka miazdzycy wystepujace u chorych z PChN,
szczegolnie w stadium niewydolnosci nerek (na podstawie [65]).



3. Systemowe podejscie do badania procesu
powstawania i rozwoju miazdzycy

3.1. Podstawowe idee biologii i medycyny systemowe;j

Konieczno$¢ postrzegania elementéw swiata ozywionego jako czedci pewnego sys-
temu doprowadzila na poczatku XXI wieku do powstania i dynamicznego rozwoju
biologii i medycyny systemowej. W dziedzinach tych zaklada si¢, ze w zaleznosci
od poziomu organizacji, geny, komdrki, narzady, organizmy, ekosystemy wzajem-
nie na siebie oddzialuja, a natura tych oddzialywan, oraz ich sila i sie¢ powigzan
miedzy ich elementami sa przedmiotem badan. Nalezy tu wspomnie¢, ze dziedziny
te czerpig w duzym stopniu z nauk systemowych, zwigzanych do niedawna przede
wszystkim z naukami technicznymi, a majacych swoje korzenie w ogélnej teorii
systemow i cybernetyce. Duze zainteresowanie biologig i medycyna systemowa
oraz ich szybki rozwdj wynikaja z faktu, iz coraz powszechniej uwaza sie, ze dalszy
istotny postep w naukach biologicznych i w medycynie moze by¢ mozliwy dzieki
zastosowaniu precyzyjnych metod analizy systemowej. Jednym z, by¢ moze odle-
glych, ale niezwykle istotnych, celéw obu dziedzin jest stworzenie na tyle doklad-
nych modeli organizméw zywych, aby na ich podstawie mozliwe bylo precyzyjne
sterowanie nimi (podobnie jak to ma miejsce w przypadku systeméw technicz-
nych). Mozliwos¢ taka miataby ogromne znaczenie m. in. dla medycyny. Organizm
chorego czlowieka mozna by bowiem postrzega¢ jako system znajdujacy si¢ w nie-
wlasciwym stanie. Jesli na podstawie doktadnego modelu takiego systemu bytaby
mozliwa precyzyjna zmiana jego stanu ze stanu niewlasciwego na wlasciwy, czyli ze
stanu choroby na stan bez choroby, byloby to réwnowazne wykryciu i zastosowa-
niu niezawodne;j terapii danego schorzenia. Wyniki uzyskane w ten sposéb mozna
by nastepnie sprawdzac i weryfikowa¢ juz w sposob bezposredni w laboratoriach.

Pierwszym, ale bardzo zlozonym krokiem na drodze do osiagniecia tego celu
jest opracowanie odpowiednich metod modelowania. Jednym z narzedzi mate-
matycznych, ktére mozna w tym celu wykorzystac sa sieci Petriego, ktore z jednej
strony posiadaja intuicyjng reprezentacje graficzng, a z drugiej strony pozwalaja
na precyzyjng analize wlasnosci modelu zbudowanego za pomoca tych sieci. Sieci
Petriego sg coraz czg$ciej wykorzystywane do modelowania ztozonych systemoéw
biologicznych, w tym istotnych proceséw zachodzacych w organizmie czlowieka
(13,112,114, 115, 116].

Drugim krokiem na drodze do osiagniecia wspomnianego celu jest niewat-
pliwie stworzenie dokladnych modeli réznych proceséw biochemicznych zacho-
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dzacych w organizmie czlowieka. Pod pojeciem modelu rozumie si¢ jak najwier-
niejszy odpowiednik rzeczywistego systemu dzialajacego w okreslonym czasie
i przestrzeni, prowadzacy do lepszego zrozumienia rzeczywistosci. Przy projek-
towaniu nowego modelu powinno sie¢ rozpatrywac kazdy jego nowy element oraz
jego funkcje, pamietajac jednoczesnie o jego wplywie na elementy sasiednie, ca-
to$¢ systemu oraz sasiednie systemy.

Nalezy w tym miejscu podkresli¢ niezwykle istotng role relacji systemo-
wych, tzn. relacji miedzy wlasnosciami poszczegdlnych czesci, ktore tworza
celowo zorientowang calo$¢. Liczba tych relacji i ich skomplikowanie zostaty
najwczesniej zauwazone w biologii teoretycznej, w ktorej juz w latach dwu-
dziestych XX wieku powstalo nowatorskie podejscie do organizmu jako do
systemu. Zostalo ono zaproponowane przez Ludwiga von Bertalanffa, au-
striackiego biologa i filozofa, uznawanego za twoérce podstaw ogoélnej teorii
systemdw [311, 312, 313]. Naczelng zasada tej teorii jest calo$ciowe ujmowa-
nie rzeczywisto$ci, bedace w opozycji do tzw. podejscia redukcjonistycznego,
panujacego powszechnie w nauce od czaséw Newtona i Kartezjusza. Paradyg-
matem tego podejscia jest podzial badanego obiektu lub problemu na czesci
sktadowe i, poprzez zastosowanie kolejnych uproszczen, dokonywanie analiz
jego oddzielnych elementéw, aby w ten sposéb wnioskowaé o zachowaniu sig¢
calosci. Wydaje si¢ jednak, ze podejscie to moze by¢ wlasciwe, jedynie w przy-
padku badan prowadzonych na obiektach prostych, czyli takich, ktére cha-
rakteryzuja si¢ malg ztozonos$cig. Organizm czlowieka niewatpliwie do takich
prostych obiektéw nie nalezy. Wobec tego celowe jest podejscie don w sposob
calo$ciowy, czyli systemowy, opierajacy si¢ na zalozeniu, ze wszelkie procesy
zachodzace w ludzkim organizmie mozna dokladnie poznac i zrozumie¢ jedy-
nie wtedy, gdy beda one analizowane jako calo$¢ z jednoczesnym doktadnym
uwzglednieniem wszystkich znanych nam zaleznos$ci i wptywu znanych nam
czynnikow. Wiadomo, ze ztozonos¢ jest nieodlacznym atrybutem natury, a nie
nastepstwem wielu prostych proceséw zachodzacych na bardziej elementar-
nym poziomie. W ostatnim dziesigcioleciu, takim podej$ciem zajeta si¢ me-
dycyna systemowa, nowa dziedzina z pogranicza medycyny, biologii, infor-
matyki i matematyki. Skupia si¢ ona na wielodyscyplinarnych badaniach inte-
grujacych szeroki wachlarz danych biologicznych, medycznych i klinicznych
w celu zrozumienia i modelowania ztozonych proceséw stanowiacych podloze
ludzkich choréb.

Stworzenie jak najbardziej precyzyjnych, bo tylko takie s3 uzyteczne, modeli
réznych ztozonych proceséw, w tym réwniez proceséw zachodzacych w organi-
zmie czlowieka, moze okaza¢ si¢ nietrywialne i wymagac bedzie czasami wiedzy,
ktorg obecnie nie dysponujemy. Stad modele te beda czgsto zawieraly w sobie
cze$¢ wynikajaca z rzeczywistej wiedzy na temat danego procesu/zjawiska, opar-
tej na wynikach konkretnych badan oraz cze$¢ bazujaca jedynie na hipotezach.
Dlatego, trzeba tutaj podkresli¢, ze kazdy taki model bedzie czgsto stanowil jedy-



nie przyblizony opis wybranego fragmentu rzeczywistosci, co moze powodowac,
i zapewne w wielu przypadkach bedzie powodowalo, iz przewidywania poczy-
nione w oparciu o niego nie beda si¢ doktadnie zgadzaly z zachowaniem danego
systemu w rzeczywisto$ci. Jednak w przypadku dobrych modeli taka zgodnos¢
powinna by¢ daleko posunieta i aby ja sprawdzi¢ kazdy model powinien by¢ zwe-
ryfikowany.

Aby zweryfikowa¢ hipotezy zawarte w stworzonych modelach oraz spraw-
dzi¢, czy nasza aktualna wiedza na temat danego zjawiska jest pelna, niewat-
pliwie trzeba bedzie wykona¢ symulacje takiego modelu i sprawdzi¢ jak si¢ on
zachowuje. Metoda weryfikacji modelu jest stosunkowo prosta i polega na tym,
ze w oparciu o zachowanie modelu prowadzi si¢ pewne przewidywania, i na-
stepnie sprawdza si¢ je poprzez wykonanie odpowiednich badan rzeczywistego
systemu. Jesli wyniki tych badan beda zgodne z przewidywaniami, to bedzie to
oznaczalo, ze nasz model jest w pewnym, czyli w tym zweryfikowanym zakresie
poprawny. Jezeli natomiast uzyskamy rozbiezne wyniki pomiedzy stworzonym
systemem a systemem rzeczywistym, bedzie to oznacza¢, ze albo w modelu jest
blad, albo ze badania weryfikujace zawieraja blad. Ten drugi btad, o ile to on
bedzie stanowil przyczyne zauwazonych rozbieznosci, bedzie mozna w miare fa-
two wyeliminowa¢ poprzez powtdrzenie badan eksperymentalnych. Natomiast
ten pierwszy blad, czyli ten stwierdzany w samym modelu, moze by¢ trudniej-
szy do usuniecia. Obserwowane rozbieznosci moga bowiem wynika¢ nie tyle
z bledéw tkwiacych w samym modelu, ile z ograniczonej precyzji modelu, co
nalezy rozumie¢ w ten sposob, ze by¢ moze w trakcie tworzenia modelu danego
procesu pominieto pewne aspekty, ktére maja istotny wpltyw na wynik weryfiku-
jacego eksperymentu. Innymi slowy, czasem na podstawie analizy zachowania
takiego modelu bedzie mozna wykry¢ nowe ,,miejsca’, ktorym beda odpowiada-
ty dobrze znane lub catkowicie nowe substancje lub moze si¢ okazac, ze trzeba
bedzie uwzgledni¢ udzial czynnikéw, ktorych nie brano wczesniej pod uwage
przy tworzeniu modelu, bo bez nich model bedzie si¢ zachowywal w sposob
nieprawidtowy.

Trzeba si¢ w tym miejscu zastanowi¢, jak to jest mozliwe, aby model zbu-
dowany w oparciu o dostepng wiedze dotyczaca modelowanego systemu
byl zZrédlem wnioskéw, ktére moga sie okaza¢ niezgodne z ta wiedzg i by
okazaly si¢ by¢ prawdziwe? Moze si¢ to wyda¢ niemozliwe, nalezy jednak
podkresli¢, ze precyzyjny formalny model moze zawiera¢ pewne zaleznosci
pomiedzy sktadnikami modelowanego systemu/procesu, ktére czasem trud-
no zauwazy¢ w mniej formalnym jego opisie, w oparciu o ktoéry stworzono
model formalny.

Tak wiec projektowanie modeli moze sta¢ si¢ inspiracja do poszukiwania no-
wych czynnikéw/substancji/czasteczek lub do poznawania ich zupetnie nowych
wlasnosci, ktére beda wynikaly jedynie z analizy dobrze zbudowanego modelu
danego zjawiska/procesu.
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3.2. Wybrane zagadnienia zwigzane z modelowaniem proceséw
biologicznych za pomocg sieci Petriego

3.2.1. Wprowadzenie do teorii sieci Petriego

A. Opis nieformalny sieci Petriego [199, 214, 234, 247, 120, 263]

Sieci Petriego s3 matematycznym i graficznym narzedziem stuzacym do modelo-
wania roznych systemow i zachodzacych w nich proceséw. Za ich pomocg mozna
modelowac takie cechy jak zréwnoleglenie, asynchroniczno$¢ oraz losowosc.

Sieci te przedstawia si¢ w postaci skierowanych graféw dwudzielnych, co
oznacza, ze zbidr ich wierzchotkéw mozna podzieli¢ na dwa roztaczne podzbiory
w taki sposob, ze kazdy tuk wystepujacy w takiej sieci prowadzi od wierzchotka
nalezgcego do jednego z tych podzbioréw do wierzchotka bedacego elementem
drugiego podzbioru. Innymi stowy, nie ma w grafie dwudzielnym tukéw, ktore
faczyltyby dwa wierzcholki nalezace do tego samego podzbioru. W przypadku
sieci Petriego jeden z takich podzbioréw zawiera wszystkie miejsca (p) — odpo-
wiedniki biernych sktadnikéw sieci, a drugi wszystkie tranzycje (przejscia) (t) -
odpowiedniki aktywnych elementéw sieci. Zatem tuki, czyli polaczenia pomie-
dzy podzbiorami takiej sieci muszg mie¢ poczatek w pewnej tranzycji, a koniec
w pewnym miejscu lub odwrotnie. Nie s natomiast dozwolone potaczenia typu:
tranzycja—tranzycja lub miejsce-miejsce.

Miejsca stanowig odpowiedniki pewnych biernych elementéw modelowane-
go systemu i w przypadku systemo6w biologicznych moga one odpowiadac zwigz-
kom chemicznym, natomiast tranzycje reprezentujg aktywne elementy systemu
i opisuja zdarzenia, reakcje lub procesy, jakie w tym systemie moga zachodzic.
Luki, obok miejsc i tranzycji, wyznaczaja strukture sieci i reprezentuja pewne
zaleznosci przyczynowe wystepujace pomiedzy aktywnymi elementami sieci, tj.
wspomnianymi tranzycjami i miejscami.

Istniejg dwa rodzaje tranzycji, tj. tranzycje wej$ciowe oraz tranzycje wyjsciowe.
Tranzycje wejsciowe to takie tranzycje, ktére nie maja zadnych wejsciowych miejsc
i zawsze sg aktywne, innymi slowy przedstawiaja one zdarzenia/reakcje/procesy
poczatkowe, np. takg tranzycjg wejsciowa moze by¢ zainicjowanie procesu zapal-
nego w organizmie. Natomiast tranzycje wyjéciowe to takie tranzycje, ktére nie
maja zadnych wyjsciowych miejsc, odpowiadaja one koncowym zdarzeniom/re-
akcjom/procesom, do ktérych dazy model, np. efektem zainicjowanego procesu
zapalnego moze by¢ powstanie blaszki miazdzycowej, ktére w modelu bedzie sta-
nowilo tranzycje wyjsciowa. Czesto tego typu tranzycje sa takze uzywane w celu
przedstawienia interakcji pomiedzy modelowanym systemem a innymi systemami
[264]. W jednym modelu moze by¢ wiele tranzycji wejsciowych i wyjsciowych.



W graficznej reprezentacji sieci Petriego miejsca przedstawiane sa za pomoca
okregdw, tranzycje za pomocg kwadratow, tranzycje wejsciowe i wyjsciowe za po-
mocg prostokatow, a tuki standardowo sg oznaczane za pomocy strzalek z opcjo-
nalng liczba nad nimi okreslajaca tzw. wage fuku.

Na rycinie 7. przedstawiono przykladowy sie¢ z uwzglednieniem tranzycji
wejsciowej, tranzycji wyjsciowej oraz jednego miejsca. Tranzycja wejsciowa (t,)
odpowiada zainicjowaniu procesu zapalnego w $wietle naczynia tetniczego, miej-
sce (p,) to aktywny element sieci, w tym przypadku, cytokiny, ktérych uwalnianie
zostato uruchomione pod wplywem procesu zapalnego, a tranzycja wyjsciowa
(t,) odpowiada konicowemu etapowi, do ktérego zmierzal modelowany proces, tj.
powstaniu blaszki miazdzycowe;.

cytoking
_t0_ Fa_ £l
i o )
-
zainicjowsnie procesu_zapslnego powstanie blaszki miazdzycowe]

Rycina 7. Przyktadowa sie¢ przedstawiajgca tranzycje wejsciows (t,), tranzycje wyjsciowa (¢,) oraz
jedno miejsce (p,).

Sieci, ktdre przedstawiaja procesy biologiczne zachodzace w organizmach zy-
wych posiadajg zazwyczaj bardzo zlozona strukture, stad dla zwigkszenia czytel-
nosci takich sieci, wprowadzono tzw. miejsca logiczne. Miejsca logiczne, to takie
miejsca w sieci, ktére moga by¢ graficznie reprezentowane w wielu jej miejscach.
Jesli w danym procesie np. cytokiny z ryciny 1. sg niezbedne dla odpalenia kilku
tranzycji ¢, to zamiast rysowac tuki odczytu pomiedzy miejscem (p,) i kolejny-
mi tranzycjami (f, ), mozna zastosowac w tych kilku miejscach miejsce logiczne,
reprezentowane w sieci w postaci zacienionego okregu.

Tranzycje, miejsca i tuki tworzg jedynie strukture sieci i w zwigzku z tym same
nie wystarczaja do tego, aby zaistniala dynamika w sieci i, aby dana sie¢ mogta
by¢ wykorzystana do modelowania proceséw biologicznych/biochemicznych,
ktore charakteryzuja si¢ takg dynamika.

Dynamika pojawia si¢ w sieci dopiero wowczas, gdy wprowadzi si¢ do niej
znaczniki (tokeny) oraz zwigzane z nimi zasady aktywacji tranzycji, opisane poni-
zej. Tokeny przeplywaja z miejsc poprzez tranzycje do kolejnych miejsc. W kaz-
dym momencie kazde z miejsc moze zawiera¢ zero lub pewng catkowita liczbe
znacznikéw, ktére mozna interpretowac jako obecno$¢ w systemie okreslonej
liczby pewnego rodzaju czasteczek reprezentowanych przez dane miejsce.

Na schemacie graficznym sieci znaczniki reprezentowane s3 za pomocg kro-
pek umieszczonych w miejscach lub, gdy jest ich w danym miejscu kilka za po-
mocg odpowiadajacej im liczby. Podstawowe elementy sieci Petriego i ich graficz-
na reprezentacja zostaly zaprezentowane w tabeli 1.
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Tabela 1. Elementy sieci Petriego i ich graficzna reprezentacja w sieci

Elementy sieci Petriego

Graficzna reprezentacja w sieci

Tranzycja

[

Tranzycja wejsciowa, tranzycja wyjsciowa

O
Miejsce O
[ J

Miejsce logiczne

kuk z waga tuku réwna 1

—>
kuk z wagg tuku rowng 4 4
tuk odczytu :
Znacznik (token) °

Wspomniana zasada aktywacji tranzycji okresla, czy dana tranzycja jest ak-
tywna, tzn. czy moze zosta¢ wykonana (odpalona, uruchomiona). Zasady akty-
wagji tranzycji zostaly przedstawione ponize;.

1. Tranzycja t jest aktywna, gdy w kazdym miejscu p, dla ktorego istnieje tuk (p,
t) znajduje si¢ co najmniej W (p,t) znacznikéw. Innymi stowy, tranzycja jest
aktywna wtedy, gdy w kazdym z poprzedzajacych ja miejsc znajduje si¢ liczba
znacznikéw, ktdra jest co najmniej réwna wadze tuku taczacego to miejsce
z tranzycja. Brak liczby nad lukiem oznacza, iz waga réwna jest 1, tzn., Ze dane
zdarzenie zaistnieje tylko wtedy, gdy jeden znacznik przeplynie z tej konkret-
nej tranzycji do danego miejsca.

2. Aktywna tranzycja moze, ale wcale nie musi zosta¢ odpalona. Kolejno$¢ od-
palania aktywnych tranzycji jest losowa.

3. Uruchomienie aktywnej tranzycji t powoduje zabranie z kazdego poprzedza-
jacego dana tranzycje, miejsca p dokladnie W (p,t) tokendw i dodanie do kaz-
dego miejsca wyjsciowego p danej tranzycji W (¢,p) tokenow.

Nalezy podkresli¢, ze w przypadku miejsc logicznych w sieci, w kazdym miej-
scu logicznym, ktére w sieci posiada takie samo oznakowanie, ilo$¢ tokenow
jest zawsze taka sama. Stad, gdy w jednym miejscu sieci odpalana jest tranzycja
powodujaca naptyw tokenéw do danego miejsca logicznego, to wszedzie w sieci
w miejscach logicznych o tej samej nazwie dochodzi do zwigkszenia liczby to-
kendw. Podobnie jest w przypadku zuzywania tokenéw. Gdy w jednym miejscu
logicznym zuzywane s3 tokeny, to dochodzi do zmniejszenia liczby tokenéw we
wszystkich miejscach logicznych, ktore posiadajg te sama nazwe.

Na rycinie 8. przedstawiono przykladowy schemat prostej sieci Petriego z jed-
nym miejscem wejsciowym (p,), dwoma miejscami wyjsciowymi (p, i p,) oraz
jedna tranzycja (t,). W miejscu wejsciowym znajduje si¢ jeden znacznik. Tak jak
juz wspomniano powyzej, kazde miejsce moze mie¢ przypisang poczatkows liczbe



znacznikéw, okreslong przez oznakowanie poczatkowe (M,). Nad tukiem faczacym
tranzycje t, z miejscem p, znajduje si¢ liczba 3, czyli waga tuku laczacego te dwa
podzbiory jest réwna 3, co oznacza, ze modelowane zdarzenie zaistnieje dopiero
wtedy, gdy trzy znaczniki przeptyng do miejsca p, i jeden znacznik do miejsca p,.

®

rl tl

p3

Rycina 8. Przyktad prostej sieci Petriego z zaznaczonym poczatkowym oznakowaniem.

W celu przedstawienia podstawowych zasad dzialania sieci Petriego stworzo-
no przykladowg sie¢ Petriego z siedmioma miejscami, tj. p,—p, i czterema tran-
zycjami tj. t,~t,, ktora pokazano na rycinach 9a-9d. Tranzycja ¢, ma dwa miejsca
wejsciowe, tj. p, i p, oraz pie¢ miejsc wyjsciowych, tj. p,—p,, z czego trzy z nich:
miejsca p;, p, i p, sa jednoczesnie miejscami wejsciowymi odpowiednio dla tran-
zycji t,, t, i t, oraz t,. Ponadto miejsce p, jest miejscem logicznym i reprezen-
towane jest w dwoch miejscach w sieci. Na rycinie 9a przedstawiona jest sie¢
w stanie poczatkowym M,, w ktérym miejsca p, i p,zawieraja po dwa znaczniki,
miejsce p, cztery znaczniki, a miejsce p, jeden znacznik. Jak wida¢, w tej sytuacji
tranzycje t, i t, moga zosta¢ wykonane. Aktywacja tranzycji t, wymaga, aby dwa
tokeny znajdowaly sie w miejscu p, (waga = 2) i jeden w miejscu p,, co jest w tej
sieci warunkiem spelnionym. Natomiast do odpalenia tranzycji ¢, potrzebny jest
jeden token w miejscu p,, co takze w stanie poczatkowym wystepuje. Natomiast
tranzycje t, i t, nie maja w tym stanie szans na uruchomienie.

Stan sieci przedstawionej na rycinie 3a po uruchomieniu tranzycji ¢, i ¢, po-
kazany jest na rycinie 3b. Jako wynik wykonania tych tranzycji do miejsca p,
przeplyna dwa znaczniki (waga tuku = 2) i ich suma w tym miejscu bedzie réwna
dwa, co wystarczy do aktywacji w nastepnym stanie sieci tranzycji ¢,. Natomiast
w miejscu p, pojawia sie dodatkowo trzy znaczniki (waga tuku = 3), czyli suma
ich wyniesie cztery, z czego jeden znacznik zostanie od razu zuzyty na aktywa-
cje tranzycji t,. Po aktywacji tranzycji t, dojdzie do przeptywu jednego znaczni-
ka do miejsca logicznego p,, gdzie tym samym liczba znacznikéw wzrosnie do
trzech. Dwa znaczniki w tym miejscu wystarcza do aktywacji tranzycji t,. Z kolei,
w miejscu p, ubeda 2 znaczniki i pozostang 2, natomiast w miejscu p, ubedzie
jeden i pozostanie 1 znacznik. Ten stan sieci pozwoli w kolejnym kroku na uru-
chomienie tranzycji t,, t,, t; i t,.

Na rycinie 9c¢ zaprezentowano stan sieci z ryciny 9b po odpaleniu tranzyc;ji ¢,,
t,t,it,. Po odpaleniu tranzycji t, jeden token przeptynie do miejsca p.. Natomiast
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Rycina 9b. Podstawowa zasada dzialania sieci Petriego. Stan sieci z ryciny 9a po uruchomieniu
tranzycji t, i t,.

po wykonaniu tranzycji ¢, dodatkowo jeden znacznik przeptynie do miejsca lo-
gicznego p, w ktérym suma tokenéw wzro$nie tym samym do czterech, ale jed-
noczesnie dojdzie do uruchomienia tranzycji t,, co z kolei doprowadzi do zuzycia
jednego tokena z miejsca logicznego p,, tak wiec suma tokenéw w tym miejscu
nie zmieni si¢ i bedzie réwna trzy, dodatkowo ubeda dwa znaczniki z miejsca p,
i przybedzie jeden znacznik w miejscu p,. Jednoczesnie bedzie jeszcze mozliwe
odpalenie tranzycji ¢,, co wywota naptyw dwéch tokenéw do miejsca p, i trzech
do miejsca p,. Umozliwi to odpalenie tranzycji t,, ¢, i t, w nastepnym stanie sieci.



Na rycinie 9d ukazano koncowy stan sieci, w ktérej doszto do aktywacji tran-
zycji t, i przeplywu jednego znacznika do miejsca logicznego p6, jednoczesnie
z tego miejsca ubyl jeden znacznik, poniewaz byl potrzebny obok dwodch toke-
néw naplywajacych z miejsca p, do aktywacji tranzycji ¢,. Po odpaleniu tranzycji
t, w miejscu p, przybyl dodatkowo jeden znacznik. Ponadto naptyw dwéch toke-
néw z miejsca p, odpalil tranzycje ¢, i spowodowal naptyw dodatkowego znacz-
nika do miejsca p.. Kolejne uruchomienia tranzycji nie s3 juz mozliwe, poniewaz
nie s3 spelnione warunki niezbedne do aktywacji tranzycji.

Rycina 9c. Podstawowa zasada dzialania sieci Petriego. Stan sieci z ryciny 9b po uruchomieniu
tranzycji t,, t,, t;it,.

Rycina 9d. Podstawowa zasada dzialania sieci Petriego. Stan sieci z ryciny 9¢ po uruchomieniu
tranzycjit,, t;it,.
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B. Opis formalny sieci Petriego

Pod wzgledem formalnym sie¢ Petriego (PN) jest uporzadkowang piatka [78, 215].

PN=(BTEWM,)  gdze:

P=1{p, Py s P} jest skonczonym zbiorem miejsc,
T={t,ty ..t} jest skonczonym zbiorem tranzycji,
F < (PxT)U(TxP) jest zbiorem tukéw prowadzacych od miejsc
do tranzycji i od tranzycji do miejsc,
W:F—>{1,2,3..} jest funkcja przypisujaca wage kazdemu tukowi,

M,:P—{0,1,2,3,..} jest oznakowaniem poczatkowym, odpowiada
poczatkowemu stanowi modelowanego systemu.

Sie¢ Petriego bez oznakowania poczatkowego jest przedstawiana jako N = (P, T,
F, W), a z poczatkowym oznakowaniem jako (N, M,).

3.2.2. Whasnosci behawioralne i strukturalne sieci Petriego

Sieci Petriego s3 obiektami matematycznymi i w zwigzku z tym posiadaja pewne
konkretne wlasno$ci. Wlasnosci te dzielimy na behawioralne, czyli takie, ktdre sg za-
lezne od oznakowania poczatkowego sieci (M,) oraz strukturalne, w ktérych anali-
zujemy sie¢ bez uwzglednienia takiego oznakowania [215]. Analiza takich wlasnosci
sieci pozwala dowiedzie¢ si¢ czego$ wiecej nie tylko o grafie, lecz umozliwia pozyska-
nie informacji o systemie, do ktérego modelowania taki graf jest wykorzystywany.
Do istotnych behawioralnych wlasnosci sieci Petriego zaliczamy [30]:

Osiagalnos¢ (ang. reachability) jest to jedna z podstawowych wlasnosci sieci
Petriego. Problem osiggalnosci sprowadza si¢ do okreslenia, czy dane ozna-
kowanie jest osiaggalne z poczatkowego markowania, czyli czy istnieje taka se-
kwencja odpalen tranzycji, po odpalaniu ktérych przy oznakowaniu poczat-
kowym M, otrzymamy oznakowanie M,

Zywotnos¢ (ang. liveness) — weryfikuje ile razy dana tranzycja bedzie odpa-
lana. Zywotnos$¢ mozna okresli¢ dla kazdej tranzycji oraz dla calej sieci. Dla
kazdej tranzycji t w sieci (N, M,) mozemy zdefiniowac jej poziom zywotnosci
w skali od 0 do 4, gdzie 0 — oznacza brak zywotnosci, sie¢ tzw. martwa.
Ograniczonos$¢ (ang. boundedness). Uzywamy okre$lenia, ze dana sie¢ jest
ograniczona, jezeli dla kazdego oznakowania osiggalnego z M, liczba znacz-
nikéw w kazdym z miejsc sieci nie jest wigksza niz k, gdzie k jest pewng nie-
ujemna liczbg catkowita. Jezeli k = 1, to okreslamy sie¢ jako sie¢ bezpieczna.
Stabilnos¢ (ang. persistance). Siec jest stabilna wtedy, gdy po aktywacji tran-
zycji jest ona aktywna tak dlugo dopdki nie zostanie odpalona.
Odwracalnos¢ (ang. reversibility). Jezeli dla kazdego oznakowania M osiagal-
nego z M, oznakowanie M, jest osiagalne z M, to sie¢ jest odwracalna.



Wisréd wlasnosci strukturalnych sieci Petriego do najistotniejszych naleza:

- Zwyczajnos¢ sieci (ang. ordinary) — oznacza takie sieci Petriego, ktérych
wszystkie tuki majg wage réwna jeden.

- Jednorodno$¢ sieci (ang. homogenous) - to takie sieci Petriego, w ktérych
wagi fukow wyjsciowych dla kazdego miejsca sg takie same.

- Czystos¢ sieci (ang. pure) — oznacza sieci, ktére nie maja tukéw odczytu.

- Statyczna bezkonfliktowos¢ sieci (ang. statically conflict-free) — dotyczy ta-
kich sieci Petriego, w ktorych nie istniejg dwie rézne tranzycje majace takie
samo miejsce wejsciowe. Jesli dwie tranzycie maja wspdlne miejsca, nazywane
s3 statycznie konfliktowymi.

- Zachowawczo$¢ sieci (ang. conservative) — dotyczy sieci Petriego, w ktérych
suma wag na wejsciowych tukach kazdej tranzycji jest rowna sumie wag na
tukach wyjsciowych.

3.2.3. Niezmienniki miejsc i tranzycji oraz sposoby ich analizy

Reprezentacja graficzna sieci Petriego jest bardzo intuicyjna i pozwala dostrzec
wystepujace w niej zalezno$ci oraz zrozumiec jej ogélna strukture. Nie jest ona
jednak odpowiednia do przeprowadzania analizy wlasnosci sieci. Do tego stuzy
reprezentacja sieci Petriego w postaci macierzy incydencji i te reprezentacje na-
lezy uznac za podstawowa. Macierz incydencji ma wymiar nxm, gdzie n to liczba
miejsc (wiersze macierzy), a m to liczba tranzycji (kolumny macierzy). Wartos¢
elementu a; macierzy incydencji A oznacza zmiang liczby tokenéw w miejscu p,
w wyniku uruchomienia tranzycji ¢, Przyktadowo, jezeli uruchomienie tranzycji
t, w sieci przedstawionej na rycinie 10 [79] spowoduje, ze z miejsca p, wyplyna
trzy tokeny (ktére w tym przypadku przeplynag przez tranzycje t,), to wartos¢

tl pl td pd +3

Rycina 10. Przykladowa sie¢ Petriego z siedmioma miejscami (p, - p,) i dziewiecioma tranzycjami
(t, - t), na podstawie ktérej zostala przedstawiona koncepcja macierzy incydencji [79].
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elementu a,; bedzie réwna -3. Tak zdefiniowana macierz incydencji calkowicie
okresla strukture sieci Petriego.
Dla sieci zaprezentowanej na rycinie 10. macierz incydencji (A) jest nastepujaca:

10-10 0 0 0 0 0
01 -1 0 0 0 0 0 0
00 1 -1 -1 0 0 0

A4=|0 0 0 0 0 0 -1 0
000 0 1 0 0 0 -l
00 0 -1 0 -1 1 0 0
00 0 0 0 1 -1 0 0]

Poniewaz macierz incydencji zawiera petng informacje o strukturze sieci Pe-
triego, stanowi ona podstawe analizy wielu jej wlasnosci. Jedna z podstawowych
metod takiej analizy, zwlaszcza sieci bedacych modelami systeméw biologicz-
nych, jest oparta na tzw. niezmiennikach sieci. Wyrdznia si¢ dwa rodzaje takich
niezmiennikow, tj. p-niezmienniki (niezmienniki miejsc) i t-niezmienniki (nie-
zmienniki tranzycji).

p-niezmiennik (ang. p-invariant) [214, 263, 264] jest wektorem y spelniaja-
cym nastepujace rdwnanie:

veA=0

Z kolei t-niezmiennik (ang. t-invariant) jest wektorem x spefniajagcym réwnanie:
Aex=0

p-niezmiennik jest minimalnym p-niezmiennikiem, jezeli nie zawiera innego
p-niezmiennika. Podobnie, t-niezmiennik jest minimalnym t-niezmiennikiem,
jezeli nie zawiera innego t-niezmiennnika. Poniewaz kazdy niezmiennik sieci
mozna uzyska¢ jako liniowa kombinacje¢ odpowiednich minimalnych niezmien-
nikow, analizujgc wlasnosci sieci mozna (i nalezy) ograniczy¢ sie do analizy mi-
nimalnych niezmiennikéw.

p-niezmiennik odpowiada zbiorowi miejsc, w ktérych wazona suma tokendw
jest stala (wagi te odpowiadajg elementom wektora bedacego p-niezmiennikiem).
Natomiast ¢-niezmiennik odpowiada zbiorowi tranzycji, ktoérych uruchomienie
odpowiednig liczbe razy (réwna warto$ciom odpowiednich elementéw wektora,
ktdry jest niezmiennikiem) nie zmienia oznakowania sieci.

Kolejno, na rycinach 10a-10e zaprezentowano koncepcje t-niezmiennikéw
i wykonywalnych t-niezmiennikéw.



Sie¢ przedstawiona na rycinie 10a rozni si¢ od sieci pokazanej na rycinie 10.
polaczeniem pomiedzy miejscem p, i tranzycja t, oraz obecnoscig znacznika
znajdujacego si¢ w miejscu p,. Na rycinie 10a miejsce p; jest polaczone z tran-
zycja t, tzw. tukiem odczytu, ktéry odpowiada dwém przeciwnie skierowanym
(zwyktym) tukom. Oznacza to, ze do uruchomienia tranzycji t, potrzebny jest
token w miejscu p,, ale w wyniku uruchomienia tej tranzycji token ten wyptywa
z p, i poprzez t, wraca z powrotem do £,. A zatem w wyniku uruchomienia tran-
zycji t, zmiana liczby tokendéw w miejscu p; jest rdwna zero i taka tez jest wartos¢
elementu a,, w macierzy incydencji. Oznacza to, ze tuk odczytu faczacy p; z t,
nie jest w tej macierzy odzwierciedlony. Zjawisko to jest niewatpliwie przyczyna
pewnych komplikacji, ktdre pojawiajg si¢ podczas analizy t-niezmiennikéw, jeze-
li w sieci znajduja si¢ tuki odczytu.

tl pl t4 pd 8

Rycina 10a. Przykladowa sie¢ Petriego z siedmioma miejscami (p, — p;), dziewiecioma tranzycjami
(to - ts) [79]-

Macierz incydencji (A) dla sieci zaprezentowanej na rycinie 10a jest nastepujaca:

10-10 0 0 0 0 0
01 -1 0 0 0 0 0 0
00 1 -1 -1 0 0 0 0

4=[00 0 1 0 0 0 -1 0
00 0 0 1 0 0 0 -1
00 0 0 -1 1 0 0
00 0 0 0 1 -1 0 0]
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Dla tej sieci istnieje jeden minimalny p-niezmiennik y,=[0,0,0,0,0,1,1] od-
powiadajacy miejscom p; i p,. Oznacza to, ze token znajdujacy sie poczatkowo
w miejscu p, bedzie krazyl pomiedzy tymi dwoma miejscami.

Aby fragment sieci, ktéry odpowiada danemu p-niezmiennikowi miat wptyw
na dzialanie calej sieci, odpowiednia liczba tokenéw (w tym przypadku jeden)
musi by¢ umieszczona w ktéryms z miejsc odpowiadajacych temu niezmienniko-
wi w oznakowaniu poczatkowym, co wynika z definicji p-niezmiennika. Gdyby
w oznakowaniu poczatkowym miejsca odpowiadajace danemu p-niezmiennikowi
nie zawieraly zadnych tokenoéw, to sytuacja ta nigdy by si¢ nie zmienita, bo wazo-
na suma tokenéw w tych miejscach jest stata, czyli bylaby caly czas réwna zero.
W takiej sytuacji ten fragment sieci ,,nie dzialatby”.

Jesli chodzi o t-niezmienniki wystepujace w sieci przedstawionej na rycinie
10a, to istniejg trzy takie niezmienniki, tj.:

x, = [0,0,0,0,0,1,1,0,0]
x, = [1,1,1,1,0,0,0,1,0]
x3 = [1’1)1’0)1’0’0)0’1]

Niezmiennik x, odpowiada tranzycjom ¢, i t, i reprezentuje on krazenie toke-
nu w p-niezmienniku y,. Niezmiennik x, odpowiada tranzycjom ¢, ¢, t,, t, i t,,
a niezmiennik x, odpowiada tranzycjom ¢, t,, t,, t, i t,. t-niezmienniki sieci zapre-
zentowanej na rycinie 10a pokazano kolejno na rycinach 10b, 10c i 10d.

W przypadku sieci Petriego zawierajacych tuki odczytu pojawia si¢ koniecz-
no$¢ rozréznienia minimalnych t-niezmiennikéw na wykonywalne (ang. feasi-
ble invariants) i niewykonywalne (ang. infeasible invariants). Wykonywalny nie-
zmiennik to taki minimalny #-niezmiennik, ktérego wszystkie tranzycje moga

tl pl td pd 8

Rycina 10b. Przykladowa siec¢ Petriego z siedmioma miejscami (p,—p,), dziewiecioma tranzycjami
(t,~ty) z wyréznionym t-niezmiennikiem x,.



tl el 4 =43 +8

Rycina 10c. Przyktadowa sie¢ Petriego z siedmioma miejscami (p,—p;), dziewiecioma tranzycjami
(t,~ty) z wyrdznionym t-niezmiennikiem x,.

tl pl td pd .

Rycina 10d. Przykladowa sie¢ Petriego z siedmioma miejscami (p,—p;), dziewiecioma tranzycjami
(t,~ty) z wyréznionym t-niezmiennikiem x;.

zosta¢ uruchomione bez uruchomienia jakiejkolwiek tranzycji nienalezacej do
tego niezmiennika.

Niezmiennik x, nie jest wykonywalny, poniewaz do uruchomienia tranzycji ¢,
nalezacej do tego niezmiennika konieczne jest uruchomienie tranzycji t,, ktora
do niego nie nalezy. Uruchomienie ¢, jest konieczne, bo spowoduje ono pojawie-
nie si¢ tokenu w miejscu p,, ktdry jest potrzebny do uruchomienia t,. Z kolei, zeby
t, mogta zosta¢ uruchomiona, w miejscu p, musi znajdowac si¢ token. W sieci
znajduje si¢ on w tym miejscu w oznakowaniu poczatkowym, ale po pierwszym
uruchomieniu tranzycji ¢, znajdzie si¢ on tam ponownie (i umozliwi ponowne
uruchomienie tranzycji ;) tylko wtedy, gdy zostanie uruchomiona tranzycja t..
A zatem do uruchomienia tranzycji t, nalezacej do minimalnego ¢-niezmiennika
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x, konieczne jest (w ogdlnosci) uruchomienie tranzycji t; i ¢, ktére do tego nie-
zmiennika nie nalezg.

Metoda wyznaczania minimalnych t-niezmiennikéw nie uwzglednita powyzej
opisanej sytuacji, poniewaz opiera si¢ ona na macierzy incydencji, a w macierzy
tej nie ma informacji na temat tuku faczacego p; z t,, a wiec takze brakuje w niej
informacji o powyzej opisanych zaleznosciach (tzn. o zaleznosci t, od tranzycji,
ktére nie nalezg do x,).

W celu wyznaczenia z niewykonywalnego t-niezmiennika wykonywalne-
go t-niezmiennika nalezy go polaczy¢ z minimalnymi t-niezmiennikami, ktére
»dostarczajg” tokeny niezbedne do uruchomienia tranzycji nalezacych do tego
niezmiennika. W przypadku x, nalezy go polaczy¢ z x,, ktéry odpowiada tran-
zycjom t, i t,. Uzyskuje si¢ w ten sposdb, pokazany na rycinie 10e, nastepujacy
wykonywalny ¢-niezmiennik (x,’):

x,=[1,1,1,1,0,1,1,1,0] odpowiadajacy tranzycjom t, t,, t,, t,, t, ts t..

Natomiast pozostate dwa minimalne t-niezmienniki, czyli x, i x, s3 wykony-
walne, poniewaz do uruchomienia nalezacych do nich tranzycji nie jest koniecz-
ne uruchomienie zadnych tranzycji, ktére do nich nie nalezg.

Sie¢ Petriego powinna by¢ w calosci pokryta przez t-niezmienniki, poniewaz
tranzycja, ktora nie nalezy do zadnego t-niezmiennika nie ma wptywu na za-
chowanie sieci i moze zosta¢ usunigta. Dlatego przed przystapieniem do dalszej
analizy sieci nalezy usuna¢ niezmienniki, ktére nie majg zadnego znaczenia.

W przypadku sieci, ktére sa modelami systemdéw biologicznych ¢-niezmienniki
moga by¢ interpretowane jako podstawowe $ciezki i powinno by¢ mozliwe
przypisanie im znaczenia biologicznego. Dodatkowo, tranzycje nalezace do

) ._.__D
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Rycina 10e. Przyktadowa sie¢ Petriego z siedmioma miejscami (p, — p,), dziewigcioma tranzycja-
mi (¢, — ty) z wyréznionym wykonywalnym f-niezmiennikiem x,’.



t-niezmiennika oraz miejsca znajdujace si¢ pomiedzy nimi tworza podsie¢, z ktd-
ra powinna sie wigzac jakas biologiczna funkcja. Szczegdlnie istotne sg opisane
uprzednio minimalne t-niezmienniki, gdyz odpowiadaja one pewnym elemen-
tarnym funkcjom biologicznym.

Analiza wlasnosci systemu biologicznego modelowanego za pomoca sieci
Petriego polega przede wszystkim na analizie wykonywalnych niezmiennikéw.
Innymi stowy, kazdemu niezmiennikowi trzeba przypisa¢ okreslone biologicz-
ne znaczenie. Moze to jednak nie by¢ takie proste, gdyz procesy biologiczne
sa bardzo zlozone i z reguly liczba t-niezmiennkéw jest bardzo duza. W takiej
sytuacji zamiast analizowac pojedynczo wszystkie niezmienniki proponuje si¢
analize zbioréw, ktére wystepuja dokladnie w tych samych wykonywalnych
t-niezmiennikach. Woéwczas znaczenie biologiczne przypisuje si¢ uzyskanym
w ten sposob zbiorom zamiast nadawania go po kolei wszystkim tranzycjom wy-
stepujacym w sieci. Takie zbiory tranzycji nazywa si¢ zbiorami MCT (ang. maxi-
mal common transitions sets). Obliczanie zbioréw MCT (algorytm do ich oblicza-
nia znajduje si¢ w [266]) stanowi kolejny etap analizy sieci Petriego. Zbiory MCT
pod wzgledem biologicznym odpowiadaja podzialowi modelowanego procesu
na mniejsze bloki, ktérym mozna przypisa¢ znaczenie biologiczne. Jednak przy-
pisanie takiego znaczenia moze si¢ okaza¢ w niektdrych przypadkach trudne, na
przykltad, gdy w wyniku przeprowadzonej analizy uzyskamy zbiory MCT zawie-
rajace jedynie jedng tranzycje. W zwiagzku z tym zazwyczaj pod uwage bierze si¢
jedynie te zbiory MCT, ktore zawierajg wiecej niz jedna tranzycje. Ponadto nalezy
zauwazy¢, ze zbiory MCT wcale nie muszg odpowiada¢ zwartym fragmentom
sieci, czyli zbiorom tranzycji potaczonych ze soba w sieci w sposéb bezposred-
ni za posrednictwem miejsc, co z kolei juz na tym etapie analizy moze dawa¢
warto$ciowe wyniki. Mianowicie do zbioréw MCT moga zosta¢ zakwalifikowane
tranzycje, ktore wydawaly si¢ na etapie tworzenia sieci nie by¢ ze soba powigzane.
Moze si¢ zatem okaza¢, ze dany proces/podproces wymaga substancji/czasteczek
o ktorych udziale do tej pory nie wiedzieliSmy.

Kolejng metoda analizy t-niezmiennikdw wykorzystywang szczegdlnie
w przypadku otrzymania duzej liczby t-niezmiennikéw jest potaczenie ich w gru-
py okreslane mianem klastrow (skupieri). Obiekty nalezace do danego skupienia
powinny by¢ jak najbardziej podobne do siebie, a obiekty nalezace do réznych
skupien powinny by¢ z kolei mozliwie mocno do siebie niepodobne. Giéwnym
celem tej analizy jest wykrycie w zbiorze danych, tzw. naturalnych skupien, czyli
klastrow, ktore dajg si¢ w sensowny sposéb interpretowac.

Istnieje wiele definicji klastra, co wynika w gtéwnej mierze z réznorodnosci
dziedzin, w ktérych stosuje si¢ takie metody grupowania danych. Wedtug jednej
z bardziej popularnych definicji klastry to zbiory obiektéw, ktdre sg do siebie
podobne, bez precyzowania pojecia podobienstwa. Z kolei inna definicja okresla
mianem klastra zbiory obiektéw takich, w ktérych odlegtos¢ pomiedzy dwoma
dowolnymi obiektami nalezacymi do klastra jest mniejsza niz odlegto$¢ wystepu-
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jaca pomiedzy dowolnym obiektem nalezacym do klastra i dowolnym obiektem,
ktory do takiego klastra nie nalezy [106].

W przypadku sieci Petriego, grupowanie (klastrowanie) oparte jest na podo-
bienstwie niezmiennikéw do siebie nawzajem. Na poczatku procesu grupowania
trzeba zdecydowac si¢ na konkretng miare odleglosci i metodg analiz, tj. metode
laczenia t-niezmiennikéw w klastry, a nastepnie trzeba ustali¢ optymalng liczbe
klastréw [208, 265]. Miara odleglosci okresla sposdb wyznaczania odleglosci po-
miedzy grupowanymi elementami, stanowi miare podobienstwa dwdch obiektow.
Natomiast metoda pozwala dokona¢ podziatu na klastry. Przy szczegélnie duzej
ilosci niezmiennikéw, kiedy niemozliwe staje si¢ poréwnanie ze soba wszyst-
kich réznych klastréw wygenerowanych za pomocg réznych kombinacji miara
x metoda, dokonuje si¢ wyboru optymalnej liczby klastréw za pomoca indeksu
Caliniskiego-Harabasza [39] (indeks ten podaje ocene dla kazdej liczby klastrow
w ramach kombinacji miara x metoda) oraz poprzez analize wynikéw konturéw
(Tabela 2, Rycina 11). Kontur (zarys) podlega wizualizacji przy pomocy wykresu
zarysu, w ktérym dobry podzial to taki, ktéry daje najdluzsze klastry o podobnej
szerokosci, a tzw. wspotczynnik zarysu (ang. silhouette coefficient, s,) miesci si¢
w przedziale wartosci od 0,71 do 1,00 (Tabela 2).

Tabela 2. Wartos¢ wspdtczynnika zarysu s, i jego interpretacja

Wartos¢ wspodtczynnika zarysu (si) Interpretacja
0,71-1,00 silna struktura
0,51-0,70 istotna struktura
0,26-0,50 staba struktura

<0,25 brak struktury

Srednia warto$¢ zarysu s, liczona jako $rednia wazona dla kazdego klastra (tj.
suma odleglosci poszczegdlnych niezmiennikéw w klastrze pomnozona przez
liczbe niezmiennikéw w danym klastrze i podzielona nastepnie przez liczbe
wszystkich niezmiennikdw) okresla jak dobrze analizowane dane zostaly przy-
dzielone do danego klastra. Z tego wzgledu $redni zarys dla catego zbioru danych
moze stuzy¢ jako miara jakosci podziatu na klastry. Interpretacja $redniej wazo-
nej wartosci zarysu s, zostala przedstawiona w tabeli 2.

Przyktad wizualizacji zarysu pokazano na rycinie 11. Wida¢ na niej wyraz-
nie, ze najlepszym jest podzial na 2 klastry. Wtedy warto$¢ wspotczynnika s, jest
réwna 0,6, co oznacza istotng strukture. W przypadku jednego klastra nie ma
struktury, a podzial na trzy klastry powoduje, ze struktura jest staba.

Ze wzgledu na sposob przetwarzania danych, wyrdznia si¢ wiele metod i al-
gorytmow grupowania oraz wiele klasyfikacji algorytmow grupowania, sposrod
ktorych najczedciej wykorzystywana w analizach sieci Petriego jest analiza hie-
rarchiczna.
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Rycina 11. Przykltadowy zarys przedstawiajacy trzy klastry, ze wspdlczynnikami zarysu s; odpo-
wiednio: 0, 0,6 oraz 0,45. Pierwszy klaster zbudowany jest z pojedynczego t-niezmiennika, drugi
zawiera ich pie¢, a trzeci dwa.

Metoda grupowania hierarchicznego polega na sekwencyjnym grupowaniu
obiektow. Sekwencja operacji grupowania tworzy tak zwane drzewo klastrow
(skupien), nazywane diagramem drzewa (dendrogramem). Liscie takiego dendro-
gramu znajdujg si¢ na poziomie zerowym i reprezentuja poszczegdlne obiekty,
czyli t-niezmienniki, a wezty odpowiadajace ich grupom wystepuja na wysoko-
$ci, ktéra odpowiada miarze niepodobienstwa pomiedzy skupieniami reprezen-
towanymi przez wezly [106]. Graficznie, na dendrogramie, warunek stopu (tj.
zadana liczba klastréw) przedstawia linia pionowa przecinajgca dendrogram.

Na rycinie 12. przedstawiono przykltadowy wynik klastrowania procesu,
w ktérym uzyskano 15 klastrow, wraz z wyliczonym wspoétczynnikiem odciecia
[77] réwnym w tym przypadku 0,583.

Dodatkowo, w ramach metod hierarchicznych, w zaleznosci od sposobu kon-
struowania hierarchii wyodrebnia si¢ dwie metody, tj. aglomeracyjne i deglo-
meracyjne. W przypadku analizy sieci Petriego stosowane sg najczesciej metody
aglomeracyjne, w ktérych poczatkowo kazdy element jest traktowany jako od-
rebna klasa. Nastepnie, te klasy taczy si¢ stopniowo, az do momentu, w ktérym
wszystkie obiekty utworza jeden zbiér. Wspomniane metody deglomeracyjne sa
oparte na procesie niejako odwrotnym do powyzszego. Rozpoczyna si¢ w nich od
pojedynczego zbioru, zawierajacego wszystkie obiekty, a nastepnie dokonuje sie
jego sekwencyjnego podziatu.

W celu dokonania analizy skupienn mozna skorzysta¢ ze standardowych al-
gorytmow do grupowania. Takim algorytmem jest np. algorytm UPGMA (ang.
Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), opierajacy si¢ na metodzie
srednich potaczen, w ktorym w kazdym kroku taczone sg ze soba dwa najblizsze
obiekty. W przypadku sieci Petriego te dwa najblizsze obiekty to niezmienniki i/
lub utworzone wczesniej t-klastry. Procedura tworzenia t-klastrow w tym algo-
rytmie zatrzymuje si¢ w momencie uzyskania jednego t-klastra, w ktérym znaj-
duja si¢ wszystkie ¢t-niezmienniki. Jednak klaster taki, jesli chodzi o analize nie
jest interesujacy, dlatego jak juz poprzednio wspominano, trzeba w nim dokona¢
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»odciecia” na wybranym poziomie dendrogramu. ,Odciecia” takiego dokonuje
sie przy pomocy réznych metod, m.in. w oparciu o wielko$¢ wspétczynnika od-
cigcia (Rycina 11), indeks Calinskiego-Harabasza lub za pomocg wspolczynnika
zarysu s, (Tabela 2, Rycina 11).
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Rycina 12. Przykladowy dendrogram przedstawiajacy podzial modelowanego zjawiska na pietna-
$cie podprocesow z jednoczesnym zaznaczeniem 197 t-niezmiennikéw, wspdtczynnik odcigcia dla
danego podzialu jest réwny 0,583.



4. Cele pracy

Pierwszy cel gléwny: Analiza molekularnych podstaw powstawania miazdzycy
w przewlektej chorobie nerek.
Cele szczegdtowe:

1.

Ocena stopnia nasilenia stanu zapalnego u pacjentéw z przewlekla chorobg
nerek.

Ocena stopnia nasilenia stresu oksydacyjnego u pacjentéw z przewlekla cho-
robg nerek.

Poréwnanie stopnia nasilenia stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego w gru-
pach pacjentow z przewlekla chorobg nerek i pacjentéw z ostrym zespolem
wienicowym w wywiadzie, lecz bez jawnej klinicznie i laboratoryjnie choroby
nerek.

Ocena akumulacji wybranych bialek osocza u chorych w réznych stadiach
przewlektej choroby nerek.

Analiza poréwnawcza proteomow pacjentow w roznych stadiach przewleklej
choroby nerek i proteoméw chorych z ostrym zespolem wienncowym w wy-
wiadzie, lecz bez jawnej klinicznie i laboratoryjnie choroby nerek.

Drugi cel glowny: Stworzenie, w oparciu o sieci Petriego, wybranych formalnych
modeli, ktore precyzyjnie odzwierciedlatyby procesy lezgce u podloza miazdzycy.
Cele szczegdtowe:

1.

2.

Stworzenie i analiza modelu przedstawiajacego obraz dysfunkcji srédblonka
naczyniowego w przebiegu miazdzycy.
Stworzenie i analiza modelu opisujacego zjawisko stresu oksydacyjnego
uczestniczacego w procesie miazdzycy.
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5. Materiat i metody

5.1. Charakterystyka badanej populacji

Gloéwne badanie zostato poprzedzone badaniami wstepnymi proteomu, do kté-
rych zakwalifikowano cztery osoby. Osoby te zostaly dobrane w ten sposéb aby
byly jak najbardziej reprezentatywne dla grup z ktérych sie wywodzily, tj. grupy
chorych z wczesng postacig choroby nerek, grupy pacjentéw hemodializowa-
nych, pacjentéw z ostra chorobg wieicowa w wywiadzie, lecz bez jawnej klinicz-
nie i laboratoryjnie choroby nerek, oraz zdrowych ochotnikéw. Poczatkowo nie
zamierzano bada¢ oséb w stadium 3 lub 4 PChN wg KDOQ, stad brak grupy
CKD3-4 w badaniach wstepnych. Charakterystyka oséb zakwalifikowanych do
wstepnych badan proteomicznych zostala przedstawiona w tabeli 3.

Do gléwnego badania zakwalifikowano 125 0séb pochodzenia kaukaskiego,
ktdre wlaczono do pieciu grup o réwnej liczebnosci, tj. po 25 oséb kazda. Grupy
0s6b bioracych udzial w badaniu zostaly przedstawione na rycinie 13.

Gléwna grupe badanych (n = 75) stanowili chorzy z przewlekla chorobg nerek,
leczeni w Oddziale Klinicznym Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrz-
nych Szpitala Klinicznego nr 2 im. Heliodora Swiecickiego w Poznaniu i/lub bedg-
cy pod opieka Poradni Nefrologicznej tego szpitala. Chorzy ci na podstawie stop-
nia uposledzenia funkcji nerek, ocenianego na podstawie oszacowanej wielkosci
przesaczania kigebuszkowego (ang. estimated glomerular filtration rate, eGFR)
okreslajacego predkos¢ powstawania ultrafiltratu w klebuszkach nerkowych, zo-
stali zakwalifikowani do jednej z trzech grup, tj. CKD1-2, CKD3-4 i CKD5.

Kryteria zakwalifikowania chorych z rozpoznaniem PChN do poszczegélnych
grup na podstawie oszacowanej wielkosci eGFR przedstawiono w tabeli 4. Prze-
dzial wartosci granicznych eGFR dla badanych grup zostal dobrany w oparciu
o kryteria ustalone przez grupe Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/
DOQI) dla poszczegdlnych stadiéw zaawansowania PChN. Funkcje nerek oce-
niano u wszystkich badanych oséb na podstawie skréconego réwnania MDRD
(Modification of Diet in Renal Disease):

eGFR [ml/min/1,73 m*] = 186,3 @ P, '>* e wiek 2

(ukobiet wynik mnozono przez 0,742, gdzie P, oznacza wielko$¢ stgzenia kreatyni-
ny [mg/dl] w surowicy krwi [178]). Korzystanie z tego wzoru jest zalecane w Polsce,
zgodnie ze wspolnym stanowiskiem zespotu konsultanta krajowego w dziedzinie
nefrologii oraz zarzadu gtéwnego Polskiego Towarzystwa Nefrologicznego [258].



Tabela 3. Charakterystyka osob zakwalifikowanych do wstepnych badan proteomicznych

Zmienna Grupa HV Grupa CVD Grupa CKD1-2 Grupa CKD5
wiek [lata] 31 46 58 56
ptec M M M M
BMI [kg/m?] 20 28 30 22
palenie papierosow - - - -
- stan po zawale serca | - stadium | - schytkowa
(06.2006) przewlektej niewydolnos¢
- stan po choroby nerek nerek (stadium
koronaroplastyce - choroba V przewlektej
prawej tetnicy niedokrwienna serca |  choroby nerek)
wiencowej (PTW) - nadci$nienie tetnicze | — leczenie przewlekta
- nadci$nienie tetnicze (zmiany 1I° na dnie powtarzang
iad zdrowy |- aktualna oka) hemodializg od 5 lat
Wi ochotnik koronarografia: istotne - niestabilna choroba
i graniczne zwezenia wiencowa od 5 lat
gatezi przedniej
zstepujacej, krytyczne
zZwezenie recesywnej
gatezi okalajacej, bez
restenozy w prawej
tetnicy wiencowej
nitrogliceryna,
leki . statyna (40 mg), statyna (20 mg)' statyna (20 mg),
eki przyjmowane na state - . kwas acetylosalicylowy,
kwas acetylosalicylowy, di K petl ACEI
B-bloker, ACEI luretyk petiowy
kreatynina
[mg/dI] 0,65 0,9 1,0 6,25
eGFR
[ml/min/1,73m2] 152,53 96,67 81,70 9,93
biatko catk.
8,2 7,2 4,9 6,8
[g/dl]
catkowity
cholesterol 189 186 328 204
surowica [mg/dI]
HDL cholesterol
[mg/dl] 76 34 33 41
LDL cholesterol
[mg/dl] 105 122 249 142
triglicerydy
[mg/d] 38 148 243 109
glukoza
[mg/di] 94 87 69 78
mocz | biatko [g/dobe] | ujemne ujemne 1,5 -

Podczas klasyfikowania chorych z PChN do poszczegdlnych grup opierano si¢
wylacznie na oszacowanej wielko$ci eGFR i nie brano pod uwage wielkosci utra-
ty biatka z moczem. Utrata ta powinna by¢ dzis, zgodnie z wytycznymi zespotu
nefrologéw amerykanskich wchodzacych w sklad KDOQI (http://www.kidney.
org/professionals/kdoqi/guidelines) zaakceptowanych przez miedzynarodowe gre-
mium Kidney Disease Improving Global Outcomes (KDIGO) (http://www.kdigo.
org/clinical_practice_guidelines/ckd.php), uwzgledniana w celu prawidlowego
zdiagnozowania chorego z PChN i prawidlowej stratyfikacji jego ryzyka sercowo-
naczyniowego. W obecnym badaniu nie brano pod uwage wielkosci utraty biatka
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Grupa badanych
n=125

L

Chorzyzostrq\ Zdrowi ochotnicy

Chorzy z przewlekig
choroba nerek chorobg wiericowa GRUPA HV
GRUPA CKD w wywiadzie, bez n=25
n=75 przewl ektej
choroby nerek
GRUPA CVD

=25

CKD1-2 CKD3-4 CKD5
n=25 n=25 n=25

Rycina 13. Grupy os6b zakwalifikowanych do badania.

Tabela 4. Kryteria zakwalifikowania chorych z PChN do poszczegolnych grup badawczych na pod-
stawie oszacowanej wielkosci GFR (eGFR)

Stadium PChN wg . Chorzy z PChN zakwalifikowani do badania
FR [ml/min/1,73m?2 :
KDOQI[178] | CCFR[ml/min/1,73m’] nazwa grupy eGFR* [ml/min/1,73m?]

! 290 CKD1-2 96,98 + 21,0

2 60-89 e =2l

3 30-59

- +
? 159 CKD3-4 28,73+ 13,2
5 <15 lub dializa CKD5 68+7,73

* Wielkos¢ GFR oszacowana dla chorych z PChN zakwalifikowanych do badania przedstawiona jako
Srednia warto$¢ + SD.

z moczem, poniewaz w czasie wlaczania chorych do badania nie bylo wytycznych
amerykanskich KDIGO 2012 Clinical Practice Guideline for the Evaluation and
Management of Chronic Kidney Disease [144].

Do pierwszej grupy (CKD1-2) wlaczono 25 chorych, z wczesna postacig
PChN, charakteryzujacych sie wielkoscia eGFR mieszczacy sie w przedziale od
90 ml/min/1,73m? do 60 ml/min/1,73m? zgodnie z KDOQI [178] byli to chorzy
w 112 stadium PChN.

W drugiej grupie (CKD3-4) znalazto si¢ 25 pacjentéw z bardziej zaawanso-
wang postacig PChN, u ktorych wielkos¢ eGFR wahala si¢ pomiedzy 59 ml/min/
1,73m* a 15 ml/min/1,73m? Wg zalecen K/DOQI [179] byli to chorzy w 3 i 4
stadium PChN.

Do trzeciej grupy (CKD5) zakwalifikowano 25 chorych w stadium schytkowe;j
niewydolnosci nerek leczonych przewlekla powtarzang hemodializg (ang. hemo-



dialysis, HD) przez co najmniej 8 miesigcy. Chorzy ci, w zaleznosci od wysta-
pienia w ciggu 12-miesiecznej obserwacji zgonu bedacego nastepstwem choroby
sercowo-naczyniowej, byli kwalifikowani do jednej z dwdch grup, tj. CKD5A
(osoby ktore przezyly 12-miesieczny okres obserwacji) i CKD5B (osoby, ktore
zmarly w nastgpstwie choroby sercowo-naczyniowej w okresie 12 miesiecy od
momentu rozpoczecia badania). Wsréd jedenastu zmarlych osob sze§¢ miato
udar niedokrwienny moézgu, cztery niewydolnos¢ serca, a jedna zawal miesnia
sercowego.

Wszyscy chorzy grupy CKD5 w momencie wlaczenia do badania byli leczeni
przez okres 39,86 + 32,03 miesiecy (zakres 8-156 miesiecy) przewlekla powta-
rzang hemodializa (HD) w systemie trzy sesje HD w tygodniu, $rednio po 4-5
godzin kazda. Parametry dializy byly ustalane w zaleznosci od stanu chorego
i wskaznika adekwatnosci dializy. Srednia adekwatno$¢ hemodializy (Kt/V) wy-
nosita 1,25 + 0,24 (zakres 0,83-1,78). Przeplyw krwi podczas hemodializy wahat
sie pomiedzy 180-280 ml/min, a przeptyw plynu dializacyjnego wynosit srednio
500 ml/min. Dostep naczyniowy u wszystkich chorych stanowila przetoka tetni-
czo-zylna umieszczona na przedramieniu lub na ramieniu. Ultrafiltracja réznifa
sie w zalezno$ci od aktualnej masy ciala pacjenta i przyboru masy ciata pomiedzy
dializami. Wszyscy pacjenci byli dializowani za pomoca dializatoréw polisulfo-
nowych o niskim przeptywie, tzw. low-flux. Wigkszos¢ badanych z grupy CKD5,
z wyjatkiem dwoch oséb, wymagata leczenia rekombinowang ludzka erytropo-
etyng. U 19 0séb stosowano erytropoetyne a lub 3 w dawce $redniej 6000 j/ty-
dzien, a u 4 oséb darbapoetyne (30 pg/dwa tygodnie).

Pacjenci z PChN zakwalifikowani do badania mieli zdiagnozowang przyczy-
ne¢ nefropatii przez lekarzy Oddziatu Klinicznego Nefrologii, Transplantologii
i Choréb Wewnetrznych Szpitala Klinicznego nr 2 im. Heliodora Swiecickiego
w Poznaniu. W przypadku braku przyczynowego rozpoznania PChN, ustalano je
(w porozumieniu z lekarzami Oddzialu) w oparciu o histori¢ choroby, przepro-
wadzony wywiad z pacjentem i aktualne wyniki badan rutynowo wykorzystywa-
nych w nefrologii.

U przewazajacej wigkszo$ci chorych z PChN (n = 50) zakwalifikowanych
do badania rozpoznano nefropatie nadcisnieniowg. Pomimo, Ze postgpowa-
nie diagnostyczne powinno uwzglednia¢ biopsje nerki, byta ona wykonana je-
dynie wsréd 17 chorych, tylko wtedy gdy istniaty watpliwosci diagnostyczne.
W przypadkach tych watpliwosci uzyskano rozpoznanie nefropatii nadcisnie-
niowej na podstawie uwidocznionych w biopsji zmian o charakterze fagodnego
stwardnienia naczyniowego (lac. nephroangiosclerosis benigna). Rzadkie wyko-
nywanie biopsji w przypadku pacjentéw z podejrzeniem klinicznym nefropatii
nadci$nieniowej wynikalto w gtéwnej mierze z braku cech aktywnego osadu
moczu oraz wystepowaniu jedynie nieznacznego bialkomoczu w wywiadzie.
W przypadku chorych, u ktérych nie wykonano biopsji, wysuniecie podejrze-
nia nefropatii nadcisnieniowej opieralo si¢ na kryteriach klinicznych zapropo-
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nowanych przez Schlessingera [270]. Wspomniane kryteria obejmuja: dodatni
wywiad rodzinny w kierunku nadci$nienia tetniczego, obecnos¢ dtugotrwatego
nadci$nienia t¢tniczego poprzedzajacego pojawienie si¢ objawow uszkodzenia
nerek, ujawniony bialkomocz, wystgpowanie innych powiklan narzadowych
nadci$nienia (przerost miesnia sercowego, retinopatia nadcisnieniowa), brak
objawow sugerujacych wrodzong lub nabyta pierwotng chorobe nerek oraz
chorobe uktadowy z zajeciem nerek, oraz brak danych na temat ekspozycji na
srodki o dzialaniu nefrotoksycznym. U 33 badanych chorych rozpoznano ne-
fropati¢ nadci$nieniowa w oparciu o kryteria kliniczne [52, 261].

Nefropatie IgA rozpoznano u 21 chorych. Natomiast wsrdd czterech chorych
wystepowalo nadci$nienie tetnicze w wywiadzie, lecz na podstawie kryteriow kli-
nicznych nie byto pewnosci co do rozpoznania nefropatii nadci$nieniowej. W ta-
beli 5. przedstawiono przyczyny przewleklej choroby nerek z uwzglednieniem
podzialu grupy CKD w zaleznosci od stopnia uposledzenia funkcji nerek.

Tabela 5. Schorzenia lezace u podloza przewleklej choroby nerek pacjentéw zakwalifikowanych
do grup CKD

Liczba pacjentow

Przyczyny PChN CKD1-2 (n=25) | CKD3-4 (n = 25) | CKDS (n = 25)
Nefropatia nadci$nieniowa 17 16 17
Przewlekte ktebuszkowe zapalenie nerek 8 7 6

(w przebiegu nefropatii IgA)
Nadci$nienie tetnicze w wywiadzie,
rozpoznanie odnos$nie nefropatii 0 2 2
nadci$nieniowej niepewne

Dane przedstawione w postaci liczby 0séb, u ktorych zdiagnozowano okreslong przyczyng PChN.

Grupe (CVD) utworzylo 25 chorych z ostrym zespotem wieicowym w wy-
wiadzie, bez jawnej klinicznie i laboratoryjnie choroby nerek. Chorzy ci byli
przyjeci do Oddziatu Klinicznego Intensywnej Terapii Kardiologicznej i Choréb
Wewnetrznych Szpitala Klinicznego nr 2 im. Heliodora Swiecickiego w Poznaniu
w celu wykonania planowej koronarografii.

Natomiast do grupy kontrolnej wiaczono 25 zdrowych ochotnikéw (HV), re-
krutowanych wéréd studentéw oraz pracownikéw Szpitala Klinicznego nr 2 im.
Heliodora Swiecickiego w Poznaniu.

Wszystkie osoby biorace udzial w badaniu zostaly poinformowane o jego celu
i wyrazily pisemng zgodg na jego przeprowadzenie. Program pracy przedstawio-
no w Komisji ds. Etyki i Badan Naukowych przy Akademii Medycznej im. Ka-
rola Marcinkowskiego w Poznaniu i uzyskano akceptacje na jej przeprowadzenie
(decyzja nr 14/07, z dnia 4 stycznia 2007 r.). Wéréd wszystkich badanych prze-
prowadzono wywiad lekarski, wykonano badanie przedmiotowe i zapoznano si¢
z dostepng dokumentacja medyczna.



Przyjeto nastepujace kryteria kwalifikacji do badania:

1.

Ogolne zasady kwalifikacji do badania wspolne dla wszystkich badanych
0s6b:

ukonczony 18 rok zycia,

pisemne wyrazenie zgody na udzial w badaniu,

niepalenie papieroséw od co najmniej 10 lat w wywiadzie,

nienaduzywanie alkoholu od co najmniej 10 lat w wywiadzie,

brak cukrzycy oraz stanéw przedcukrzycowych (tj. nieprawidtowej glikemii
na czczo i/lub nieprawidlowe;j tolerancji glukozy),

brak klinicznie aktywnego procesu zapalnego (osoby z objawami aktywnej
infekcji bakteryjnej, wirusowej lub grzybiczej zostaly wylaczone z badania),
brak choroby nowotworowej w wywiadzie lub choroba nowotworowa, ktérej
leczenie zakonczono co najmniej 10 lat temu,

brak leczenia immunosupresyjnego w wywiadzie,

stabilna funkcja watroby (nie wigcej niz dwukrotnie podwyzszona aktywnos¢
transaminaz), antygen HBs i przeciwciala anty-HCV, anty-HIV ujemne,
istnienie mozliwosci monitorowania 0séb zakwalifikowanych do badania
przez okres jednego roku, w celu odnotowania w tym czasie wystapienia incy-
dentu sercowo-naczyniowego zakonczonego zgonem.

. Dodatkowe zasady kwalifikacji do badania dla populacji chorych z PChN:

kontrolowane nadci$nienie tetnicze krwi w wywiadzie, definiowane jako
ci$nienie tetnicze > 140/90 mmHg lub pobieranie lekow przeciwnadci$nie-
niowych,

brak dodatkowych wspdlistniejacych chordb nie wynikajacych w sposéb bez-
posredni lub posredni z przewleklej choroby nerek,

brak w momencie wiaczenia do badania ostrych powiklan sercowo-naczynio-
wych, tj. ostrej niewydolnosci krazenia, przelomu nadcisnieniowego, ostrego
zespolu wienicowego,

utrata biatka z moczem, o ile wystepuje nie powinna przekracza¢ 0,5 g/dobe.

W przypadku chorych z grupy CKD5 dodatkowe kryteria kwalifikacji byly
nastepujace:

minimum 8-miesigczny okres leczenia powtarzang hemodializg, 3 razy w ty-
godniu przez minimum 4 godziny,

minimalny wskaznik adekwatnosci dializy Kt/V > 0,8 (w badaniach National
Cooperative Dialysis Study, wartos¢ tego wskaznika w modelu jednoprzedzia-
fowym uznano za minimalng dawke dializy, ponizej ktdrej znacznie wzrasta
ryzyko niedodializowania i niepowodzenia terapii [93]),

dostep do naczyn - przetoka tetniczo-zylna.

. Dodatkowe zasady kwalifikacji do badania dla pacjentéow grupy CVD:

brak klinicznie i laboratoryjnie jawnych cech upos$ledzenia funkcji nerek
w wywiadzie oraz w chwili wiaczenia do badania,
dusznica bolesna w wywiadzie,
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- kontrolowane nadci$nienie tetnicze krwi w wywiadzie, definiowane jako ci$nie-
nie tetnicze > 140/90 mmHg lub pobieranie lekéw przeciwnadci$nieniowych,
- udokumentowana obecnos¢ co najmniej jednego ostrego zespotu wiencowego
w wywiadzie (niestabilna dfawica piersiowa lub zawal serca z uniesieniem od-
cinka ST (ang. ST elevation myocardial infarction, STEMI) lub zawal serca bez
uniesienia odcinka ST (ang. no ST elevation myocardial infarction, NSTEMI)),
- przyjecie do Oddzialu Klinicznego Intensywnej Terapii Kardiologicznej
i Choréb Wewnetrznych w celu wykonania planowej korononarografii,
- w dniu zakwalifikowania do badania bez cech ostrego zespotu wiencowego,
- brak dodatkowych wspdlistniejacych chordb, czyli takich, ktére nie wynikaja

w sposob bezposredni lub posredni z choroby wiencowe;.

4. Dodatkowe zasady kwalifikacji do badania dla populacji 0séb zdrowych:

- prawidtowa funkcja nerek, oszacowana w oparciu o wielko$¢ eGFR (eGFR >
90 ml/min/1,73 m?),

- brak jakiejkolwiek choroby przewlekltej w wywiadzie,

- nieprzyjmowanie na stale zadnych lekow.

Wszyscy badani chorzy, poza wymogiem spelnienia kryteriéw kwalifikacji
ogolnych i dodatkowych, tj. obowiazujacych dla poszczegélnych grup, byli do-
bierani do grup w ten sposéb, aby zminimalizowa¢ réznice pomiedzy grupami
w zakresie wieku i plci, wartosci ci$nienia skurczowego i rozkurczowego, pozio-
moéw glikemii oraz w przypadku PChN - przyczyn nefropatii. Dodatkowo kwa-
liflkowano pacjentéw do grup tak, aby w miare mozliwosci utworzy¢ jak naj-
bardziej jednorodne grupy pod wzgledem przyjmowanych lekéw i ich dawek.
Jednak réznic w zakresie wszystkich przyjmowanych lekéw nie dato sie w pelni
unikna¢. Réznice, ktore potencjalnie mogty mie¢ wptyw na uzyskane wyniki do-
tyczyly przede wszystkim niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (kwas acety-
losalicylowy 75 mg), klopidogrelu, inhibitoréw konwertazy angiotensyny (ang.
angiotensin-converting-enzyme inhibitor, ACEI), kwasu foliowego oraz lekéw re-
gulujacych gospodarke wapniowo-fosforanowa. Wykaz lekéw wraz z liczba oséb
przyjmujacych regularnie dane leki z podzialem na poszczegélne grupy chorych
zostal przedstawiony w tabeli 6.

Ogolna charakterystyka oséb zakwalifikowanych do badania zostata przedsta-
wiona w tabeli 7. Uwzgledniono w niej podstawowe informacje zebrane w czasie wy-
wiadu z chorym lub jego rodzina, a takze wyniki badan laboratoryjnych wykonanych
w dniu wigczenia do badania, obejmujace morfologi¢ krwi, parametry gospodarki
zelazowej (zelazo, ferrytyna), profil lipidowy (cholesterol catkowity, cholesterol frak-
c¢ji LDL i HDL, triglicerydy (TAG)), profil watrobowy (aktywno$¢ aminotransferazy
alaninowej (ALT), aminotransferazy asparaginianowej (AST) i bilirubiny), stezenie
bialka calkowitego, albumin i mocznika w surowicy krwi oraz wskazniki gospodarki
wapniowo-fosforanowej (wapn catkowity, fosforany, parathormon (iPTH)).

Dodatkowo zamieszczono w tabeli wyniki badania grubosci kompleksu btony
wewnetrznej i blony srodkowej tetnicy szyjnej (ang. intima-media thickness, IMT).



Tabela 6. Wykaz lekéw uwzgledniajacy liczbe oséb przyjmujacych dany lek

Grupa pacjentéw z PChN
. CKD (n=75)
Grupa lekow CKD12 | CKD3-4 | CKD5 (nC:V 2D5)
(n=125) (n=125) (n=125)
inhibitory konwertazy angiotensyny (ACEI) 21 (84%) 12 (48%) 15 (60%) 19 (76%)
statyny 20 mg/40 mg/d 6/14 (84%) | 9/12 (84%) | 6/17 (92%) | 2/23 (100%)
fibraty 6 (24%) 5 (20%) 3(12%) 5 (20%)
diuretyki 11 (44%) 7 (28%) 8 (32%) 10 (40%)
kwas acetylosalicylowy 75mg/d 6 (24%) 8 (32%) 8 (32%) 25 (100%)
klopidogrel 75mg 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 25 (100%)
B-blokery 13 (52%) 20(80%) | 22 (88%) 22 (88%)
Ca-blokery 7 (28%) 8(32%) 10 (40%) 2 (8%)
nitraty 1(4%) 1(4%) 3 (12%) 23 (92%)
glikozyd nasercowy, digoksyna 1(4%) 5(20%) 7 (28%)
rHUEPO 0 (0%) 1(44%) | 23(92%)
zelazo 2 (8%) 3 (12%) 16 (64%)
kwas foliowy 15 mg/tydz. 1(4%) 5 (20%) 16 (64%) 0(0%)
weglan wapnia 1(4%) 8 (32%) 16 (64%)
preparaty wigzace fosforany 0 (0%) 1(12%) 13 (52%)
witamina D3 (alfa-calcidiol 0,25 pg/d) 1(4%) 0 (0%) 25 (100%)
witamina B kompleks (2 tabl./d) 2 (8%) 6 (24%) 18 (72%)
witamina C 100 mg/d 3(12%) 3(12%) 14 (56%) 1(4%)

Dane przedstawione w postaci liczby oséb [n] regularnie przyjmujgcych lek z danej grupy lekow,
z uwzglednieniem procentowego udziatu tych oséb (%), w stosunku do pozostalych chorych z danej
grupy, tj. tych, ktére w momencie wlgczenia do badania danego leku nie przyjmowalty.

Na podstawie informacji zawartych w tabelach 5, 6 i 7 mozna zauwazy¢, ze
najbardziej zblizone do siebie pod wzgledem analizowanych parametréw byty
grupy CKD1-2 i CVD. Pacjenci zakwalifikowani do tych grup charakteryzowa-
li sie podobnymi $rednimi wielko$ciami BMI. Wigkszo$¢ wykazywala nadwage
(BMI w zakresie 25,1-30,0 kg/m?), a u 6 0s6b w kazdej z grup zdiagnozowano
otytos¢, ktora rozpoznawano przy BMI powyzej 30 kg/m?. Ponadto, chorzy grup
CKD1-2 i CVD nie wykazywali cech niedokrwistosci ani zaburzen w zakresie
analizowanych parametréw gospodarki zelazowej. Stezenie mocznika w obu
grupach byto podobne i statystycznie istotnie nizsze w poréwnaniu z grupami
CKD3-4 i CKD5. Gléwne réznice pomiedzy tymi grupami odnotowano w zakre-
sie gospodarki lipidowej. Pacjenci CKD1-2 charakteryzowali si¢ wyzszym steze-
niem catkowitego cholesterolu, cholesterolu frakcji HDL i LDL, a takze triglice-
rydow. Z kolei pacjenci grup CKD 3-4 i CKD5 cechowali si¢ niedokrwistoscia,
narastajacymi zaburzeniami w gospodarce zelazowej i wapniowo-fosforanowej,
narastajacym poziomem mocznika w surowicy krwi. Profil lipidowy w grupach
CKD3-4, CKD5 byt zblizony do tego obserwowanego w grupie HV, co prawdo-
podobnie bylo nastepstwem intensywnego leczenia statynami i/lub fibratami.
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Tabela 7. Ogdlna charakterystyka oséb zakwalifikowanych do badania z podziatem na grupy

Grupa pacjentow z PChN
CKD 1-2 CKC?(S 3_1 : CKDS (nC:V ?5) (n E\QS) P
(n=25)| (n=25) | (n=25)
wiek [lata] iég,'31 i%’,i Nt 61,1 is;,gs 27 D | NS
kobiety/mezczyzni/ [n] 18/7 18/7 18/7 18/7 187 | Ns
A AR AR
el Sj,;‘ji;/('j‘fe‘ﬁ]‘r(%ézg“ 4(16%) | 5(20%) | 14(56%) | 25(100%) | 0(0%) | 0,00
Podstawowe badania laboratoryjne
HGB [g/al] 306 | i1y | 4vss | 413 | togs |00
RBC [1071] bg4 | +06s | +054 | s0es | sodg | 0%
HCT [%] 1505 | ims | deer | i3er | fan |00
WBC[107L] i7i3,§4 J_r7i(,)36 16%?;3 6 i637,23 156‘,‘3 1 | 002
PLT10°] Y449 | +81g | +7018 | t4193 | 1739 | 000
Fe [umol/L] 182’32,1 t7;'72,25 L3 1912?413 ;1233?358 0,00
eryomalogml] | 2000 | e | 474087 | 21317 | £11091 | 09
catkowity cholesterol [mg/dL] 1%1572’,%69 ;82%9"3639 ;1%,53?9 11_111”6242 ;8383’1.; 0,00
HDL cholesterol Img/el] | 3579 | 7%4 | 123,076 53006 | 4630 | 090
LDL cholesterol [mg/dL] ;%%ﬁﬁ _1_1_2107"(;6; ;%50”9775 ; 13%2,26 i933 (’:g 1 0,00
ot | VT 58 R v
onivs | B8 | 0% | 8O 3| S o
albuminy [g/dL] 1‘8,%6 14%1,834 t463,28 t463,§ 5 1462,27 NS
o caomitelgdl] | 5% | 1355 | Sogr | w0 | soas | NS
mocmilmg/d] | i/, 475 | d35se | i1ty | o6y | 09
AT U] Dlos2 | 4596 | i7er | s1se | dew | NS
ASTIUL] S1ani | dgss | she | so73 | i7ss | 005
bilirubina [me/dL] 1067,537 iobs,g 2 iobs,gz J_rob(,>175 106‘,‘? g | 003
wapii catkowity [mg/dL] 165(.)? 3 190'215 i9§6,>28 ; '3,41 1865,59 NS




cd. tabeli 7.

Grupa pacjentéw z PChN
CKD (n=75 HY .
cvD i p
CKD1-2| CKD3-4 | CKD5 | (T (n=25)
(n=25) | (n=25) | (n=25)
, 3,68 3.74 7.01 36 3,51
PO, [mg/dL] 181 | £152 | +356 | +03 +o7 | 900
. 209.34 | 22799 | 32081 | 4282 | 40,23
iPTH [pg/mL] +101,23 | +184709 | +20739 | +102 | +827 | %00
grubosé blaszki miazdzycowej | 0,70 0,80 0,90 0.74 039 | 0000
(IMT) +015 | +020 | +036 | +019 | +016 |&

*Analizy poréwnawcze w odniesieniu do zmiennych ilosciowych pomiedzy grupami wykonano przy
uzyciu testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa. Natomiast analizy poréwnawcze w zakresie
zmiennych jakosciowych zostaly przeprowadzone przy uzyciu testu y2. Wyrdzniono wartos¢ P, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycz-
nej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami w zakresie analizo-
wanego parametru.

Po 12 miesigcach od rozpoczecia badania dokonano analizy pod katem wysta-
pienia zgondw sercowo-naczyniowych w badanych grupach. Zgony z przyczyn
sercowo-naczyniowych odnotowano tylko w grupie CKD5, w ktérej po roku do-
konano podzialu na dwie podgrupy, tj. CKD5A i CKD5B. Charakterystyka grupy
CKD5A zostala przedstawiona w tabeli 8. Na podstawie analizy danych i wyni-
kow w niej przedstawionych mozna zauwazy¢, ze w zakresie podstawowych pa-
rametréw, grupy CKD5A i CKD5B réznily sig istotnie statystycznie gruboscia
blaszki miazdzycowej i iloscig ptytek krwi.

Tabela 8. Charakterystyka grupy CKD5 uwzgledniajaca podzial na dwie podgrupy, w zaleznosci od
12-miesigcznego przezycia ocenianego od momentu wlaczenia do badania

Zmienna CKDS n =25
CKD5An=14 | CKD5Bn=11 [ P*
Dane antropometryczne
wiek [lata] 56,17 £ 14,47 61,45+5,8 NS
kobiety/mezczyzni [n] 9/5 7/4 NS
BMI [kg/m?] 23,97 + 3,69 25,94 + 3,63 NS
Przyczyny PChN
nefropatia nadcisnieniowa 9 8 NS
przewlekte ktebuszkowe zapalenie nerek 4 2 NS
(w przebiegu nefropatii IgA)
nadci$nienie tetnifze w Yvy.wigdzie,. rquoznanie 1 1 NS
co do nefropatii nadci$nieniowej niepewne
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cd. tabeli 8.

Zmienna CKD>n =25 "

CKD5An=14 CKD5Bn =11 P
Parametry zwigzane z leczeniem HD
czas trwania schy’fkowej nie\{vydolnoé.ci r.\erek przed 17.1+2.4 18,3 +2.1 NS
rozpoczeciem leczenia HD [miesigce]
czas leczenia HD [miesigce] 30,5 + 34,19 33,5+ 33,05 NS
KV 1,23+0,29 1,26 £ 0,25 NS
Czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego
zawat mlqsxi/s;vi?aodv;eegfnl]u(t:%t;dar moézgu 4(28,57%) 3027.3) NS
Regularnie przyjmowane leki

ACEI 8 (57%) 7 (63,6%) NS

statyny 20 mg/40 mg/d 3/5 (57%) 3/6 (63,6%) NS
fibraty 2 (18,2%) 1(7%) NS

diuretyki 5(35,7%) 3(27,3%) NS

kwas acetylosalicylowy 75 mg/d 4(28,5%) 4 (36,4%) NS
B-blokery 12 (85,7%) 10 (90,9%) NS
Ca-blokery 6 (42,8%) 4 (36,4%) NS

nitraty 1(7%) 2 (18,2%) NS

a-blokery 8 (57%) 5 (45,45%) NS

glikozyd nasercowy, digoksyna 2 (14,3%) 5 (45,45%) NS
rHUEPO 13 (92,8%) 10 (90,9%) NS

zelazo 10 (71,4%) 6 (54,5%) NS

kwas foliowy 15 mg/tydz 9 (14,3%) 7 (63,6%) NS
weglan wapnia 12 (85,7%) 4 (36,36%) NS
preparaty wiazace fosforany 6 (57%) 7 (63,6%) NS
witamina D3 (alfa-calcidiol 0,25 pg/d) 14 (100%) 1(100%) NS
witamina B kompleks (2 tabl./d) 10 (71,4%) 8(72,7%) NS
witamina C 100 mg 8 (57,1%) 6 (54,5%) NS

Wyniki podstawowych badan laboratoryjnych

HGB [g/dL] 11,3+1,26 11,57 £1,98 NS
RBC[1012/L] 3,57 £0,47 3,63 +0,66 NS

HCT [%] 34,91 £3,94 35,82 £ 5,65 NS

WBC [109/L] 6,23 +1,73 5,86 + 1,87 NS
PLT [109/L] 199,52 £76,66 148,18 £ 53,89 | 0,03

Fe [umol/L] 67,71 123,74 91+ 30,55 NS
ferrytyna [ng/mL] 951,38 £ 506,65 | 1313,84 +1038,24 | NS
Chole‘;i’;';%‘l”['z " 191,47 £5544 | 161,09+28,11 | NS

HDL cholesterol [mg/dL] 52,82 + 26,88 37,72 £ 12,09 NS
LDL cholesterol [mg/dL] 110,28 £ 49,02 99,30 23,63 NS
triglicerydy [mg/dL] 141,82 + 58,23 120,27 + 35,22 NS
glukoza [mg/dL] 92,7 +9,83 91,63+ 10,6 NS

ALT [IU/L] 17,23 £8,45 13,9 £ 6,44 NS
AST[IU/L] 14,7 + 6,22 16,3+ 4,8 NS

bilirubina [mg/dL] 0,5+0,21 0,6 +0,23 NS




cd. tabeli 8.

Zmienna CKDS n =25

CKD5An =14 CKD5Bn =11 6

albuminy [g/dL] 3,93+£0,75 3,71%0,57 NS

biatko catkowite [g/dL] 6,73 +0,89 6,48 + 0,65 NS

wapn catkowity [mg/dL] 10,02 £ 4,35 9,07 + 0,89 NS
PO43- [mg/dL] 7,53 +4,13 6,04+ 1,99 NS

iPTH [pg/mL] 360.31 £ 195,69 | 259,37 £221,52 | NS

eGFR [ml/min/1,73m?] 4,11+49 7,7£9,1 NS
grubos¢ blaszki miazdzycowej (IMT) 0,69 +0,27 1,25+ 014 0,00

Grupa CKD5A - osoby zyjgce, grupa CKD5B - osoby zmarte z powodow sercowo-naczniowych w cig-
gu roku obserwacji. Dane odnoszqgce sig do przyjmowanych przez pacjentow lekéw przedstawione
w postaci liczby 0s6b [n] regularnie przyjmujgcych lek z danej grupy lekow, z uwzglednieniem procen-
towego udziatu tych oséb (%), w stosunku do pozostatych chorych z danej grupy, tj. tych, ktére w mo-
mencie wlgczenia do badania danego leku nie przyjmowaly; [n] - liczba chorych, (%) - procentowy
udzial.

*Analizy porownawcze w odniesieniu do zmiennych ilosciowych pomiedzy grupami wykonano przy
uzyciu testu nieparametrycznego Kruskala-Wallisa. Natomiast analizy poréwnawcze w zakresie
zmiennych jakosciowych zostaly przeprowadzone przy uzyciu testu y2. Wyrdzniono wartos¢ P, gdy
réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycz-
nej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami w zakresie analizo-
wanego parametru.
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5.2. Metodyka badan

Dla realizacji celow badawczych zaplanowano cztery rodzaje badan, tj. badania
wykonywane w laboratorium: rutynowe i dodatkowe, badania proteomiczne,
oceng grubosci blaszki miazdzycowej oraz badania systemowe.

5.2.1. Badania laboratoryjne

A. Pobieranie i przechowywanie prébek krwi

Probki krwi od wszystkich zakwalifikowanych do badania oséb byly pobierane
w mozliwie zblizonym okresie czasu, tak aby nie réznily si¢ znaczaco okresem
przechowywania. Procedura pobraniowa byta taka sama w grupach HV, CKD1-2,
CKD3-4 i CKD5. Probki krwi byly pobierane od wszystkich oséb bedacych na
czczo, w godzinach pomiedzy 8:00 a 9:00. Jedynie pobranie krwi od pacjentow
dializowanych, tj. z grupy CKD5, musiato by¢ zsynchronizowane z harmonogra-
mem dializ. Pacjenci ci mieli pobierang krew rano (przed podaniem heparyny)
przed drugg dializg w tygodniu, w dniu, w ktérym mieli zaplanowane wykony-
wanie rutynowych badan kontrolnych krwi.

Wiszystkie probki byly przechowywane w temperaturze -80°C i przetwarzane
w taki sam sposob. Analizy poszczegoélnych parametréw byty wykonywane stale
przez te same osoby w zblizonych warunkach atmosferycznych.

B. Oznaczanie wybranych parametréw

W ramach badan rutynowych w momencie wlaczenia do badania osoby biorace
w nim udzial mialy oznaczane w Centralnym Laboratorium Analityczno-Bio-
chemicznym Szpitala Klinicznego nr 2 w Poznaniu nastepujgce parametry:

- morfologie krwi — przy uzyciu analizatora hematologicznego Sysmex K-4500
firmy ICN,

- parametry gospodarki zZelazowej: stezenie Zelaza — przy uzyciu analizatora
biochemicznego Cobas Integra 400 plus, firmy Roche Diagnostics, stezenie
ferrytyny — przy uzyciu analizatora biochemicznego Modular E-170, firmy
Roche Diagnostics,

- poziom glikemii - przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra
400 plus, firmy Roche Diagnostics,

- parametry gospodarki lipidowej: cholesterol catkowity, cholesterol frakcji
HDL, triglicerydy (TAG)) - przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas
Integra 400 plus, firmy Roche Diagnostics, stezenie cholesterolu frakcji LDL
wyznaczono na podstawie réwnania Friedewalda: LDL-chol [mmol/l] = chol.
catk. - HDL-chol - TG/2,2,



parametry gospodarki watrobowej: aktywnos¢ ALT, AST oraz stezenie bi-
lirubiny - przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra 400 plus,
firmy Roche Diagnostics,

stezenie kreatyniny metoda kolorymetryczng wg Jaffe — przy uzyciu analiza-
tora biochemicznego Cobas Integra 400 plus, firmy Roche Diagnostics,
stezenie mocznika - przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra
400 plus, firmy Roche Diagnostics,

parametry gospodarki wapniowo-fosforanowej: stezenie wapnia calkowite-
go i fosforanéw — przy uzyciu analizatora biochemicznego Cobas Integra 400
plus, firmy Roche Diagnostics) oraz iPTH - przy uzyciu analizatora bioche-
micznego Modular E-170 firmy Roche Diagnostics,

stezenie albumin i bialka calkowitego - przy uzyciu analizatora biochemicz-
nego Cobas Integra 400 plus, firmy Roche Diagnostic).

Dodatkowo, po zebraniu wszystkich prébek krwi od 0séb zakwalifikowanych do
badania, oznaczano nastgpujace profile:

a)

b)

stan zapalny

- stezenie neopteryny w surowicy krwi oznaczano metodg immunoenzy-
matyczng ELISA (Enzyme Linked Immuno-Sorbent Assay) z uzyciem ze-
stawu Neopterin ELISA, firmy DRG International, Inc., USA,

- stezenie interleukiny 18 (IL-18) w surowicy krwi oznaczano metoda ELI-
SA z uzyciem zestawu Human IL-18 ELISA Kit, firmy MBL Ltd, Japan,

- stezenie wysoce czulego bialka C-reaktywego (hsCRP) w surowicy krwi
oznaczano metodg immunonefelometryczng, uzywajac testow o wysokiej
czulosci high sensitivity C-reactive protein (hsCRP) firmy DADE Behring,
USA i nefelometru DADE Behring Analyzer II.

stres oksydacyjny

- stezenie metaloproteinazy 9 (MMP-9) w surowicy krwi oznaczano meto-
da ELISA przy uzyciu zestawu Quantikine Human MMP-9 (total), firmy
R&D Systems, Canada,

- stezenie tkankowego inhibitora metaloroteinaz 1 (TIMP-1) w surowicy
krwi oznaczano metoda ELISA za pomocg zestawu Quantikine Human
TIMP-1, firmy R&D Systems, Canada,

- wskaznik MMP-9/TIMP-1 - wyliczano poprzez iloraz st¢zenia MMP-9
i stezenia TIMP-1,

- steznie paraoksonazy 1 (PON1) oznaczano metoda ELISA, za pomocg ze-
stawu Human serum paraoxonase 1 (PON1) ELISA kit, firmy USCN Life
Science Inc. Wuhan, China,

- stezenie asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA) w surowicy krwi
oznaczano metoda ELISA, przy pomocy zestawu ADMA firmy Immuno-
diagnostic AG, Germany,

- stezenie mieloperoksydazy (MPO) w surowicy krwi oznaczano metodg ELI-
SA za pomocg testu Quantikine Human MPO, firmy R&D Systems, Canada.
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Ponadto u wszystkich dokonywano stratyfikacji ryzyka zgonu sercowo-na-
czyniowego na podstawie stezenia w surowicy krwi N-koncowego fragmentu
prohormonu peptydu natriuretycznego typu B (ang. N-terminal pro-brain na-
triuretic peptide, Nt-proBNP). Parametr ten oznaczano metodg immunoenzyma-
tyczng przy uzyciu zestawu Nt-proBNP firmy Biomedica, Slovakia.

Badania w zakresie oceny parametréw nalezacych do wspomnianych dwéch
profili oraz ocena stezenia Nt-proBNP wykonywane byly w Pracowni Immuno-
patologii Choréb Nerek i Zgodnosci Tkanek przez dr Elzbiete Pawliczak.

Dodatkowo u wszystkich pacjentéw z grupy CKD5 oceniano rutynowo ade-
kwatno$¢ dializy. W tym celu obliczano wspdétczynnik Kt/V, oznaczajacy klirens
mocznika w czasie, odnoszony do przestrzeni dystrybucji. Wspoétczynnik ten byt
obliczany z pomocg programu komputerowego ,,Nephron v. 1.2 for Windows”
Obecnie uwaza sig, ze dla pacjentéw leczonych 3 razy w tygodniu HD minimalna
wartos$¢ spKt/V powinna wynosi¢ 1,2, przy czym zaleca si¢, aby osiggata wartosci
1,3-1,4, co warunkuje dobre odlegle wyniki [145].

5.2.2. Badania proteomiczne

A. Przygotowywanie prébek krwi do badar proteomicznych

W pierwszym etapie badan, krew, w ilo$ci 4 mL pobrana uprzednio do probéwek
zawierajacych kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang. ethylenediaminetetraaceti-
cacid, EDTA), byla wirowana w temperaturze pokojowej (z predkoscia 1000 g
przez 15 minut), w celu oddzielenia osocza od frakcji komdrkowej. Uzyskany su-
pernatant byl nastepnie ponownie wirowany w takich samych warunkach. Trze-
cie z kolei wirowanie odbywalo sie¢ w temperaturze 4°C (z predkoscia 16 000 g
przez 15 minut). Przygotowane w ten sposob probki byly natychmiast zamrazane
w temperaturze -80°C.

B. Wykonanie badan

Na odpowiednio przygotowanym i oczyszczonym osoczu przeprowadzano izola-
cje bialek z wykorzystaniem metody trizolowe;j.

Oczyszczone bialka poddawane byty separacji za pomoca elektroforezy dwu-
kierunkowej denaturujacej 2DE, dzigki ktérej na jednym zelu mozna rozdzieli¢
i zwizualizowa¢ nawet do kilku tysiecy biatek. W pierwszym wymiarze biatka
rozdzielane byly zgodnie z ich punktem izoelektrycznym (pI), czyli wielko$cia
pH, przy ktérej ich tadunek wypadkowy jest réwny zero (bialka byly poddane
tzw. ogniskowaniu izoelektrycznemu (ang. isoelectrophocusing, IEF), natomiast
w drugim wymiarze biatka byly separowane zgodnie z ich masg czasteczkowa
metoda SDS-Page (ang. sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis). Powstaly w ten sposdb obraz obejmowal wiele plam, z ktérych kazda stano-
wita biatko charakteryzujace si¢ okreslonymi parametrami masy czasteczkowej



i pI. Ta mapa bialkowych plam (ang. spots) jest czgsto traktowana jak ,biatkowy
odcisk palca” analizowanej proby, a metoda okreslana mianem masowego odci-
sku palca peptydu (ang. peptide mass fingerprinting, PMF). W osoczu ludzkim
od 50 do 70% bialek stanowig albuminy, a ponad 20% to immunoglobuliny G,
co sprawia, ze uzyskane obrazy 2D nie sg tak czytelne jak obrazy bialek np. szpi-
ku kostnego oraz, ze wiekszos¢ identyfikowanych w prébach bialek stanowia
albuminy lub produkty ich degradacji. W celu polepszenia rozdzielczosci tych
trudnych technicznie bialek, wykorzystuje sie do elektroogniskowania paski zelu
z réznymi zakresami immobilizowanego gradientu pH (ang. immobilizing PH
gradient, IPG). W badaniu wykorzystywano dwa zakresy IPG, tj. 4-7 oraz 6-9.

Analizy proteomiczne prowadzone byly poczatkowo na pelnych mieszani-
nach biatek osocza. Dla kazdej z analizowanych prébek wykonano trzykrotna
analize biatek. Etapem konczacym elektroforeze 2DE byta wizualizacja map bial-
kowych przy uzyciu techniki Blue Silver. Metoda ta wykorzystuje standardowy
protokot barwienia Coommasie Brillant Blue z pewnymi modyfikacjami [40]. Po
wizualizacji, uzyskane elektroforetogramy poddawane byly szczegétowej analizie
z wykorzystaniem programu Image Master Platinum 6,0 (GE Healthcare), w celu
znalezienia plamek bialek, ktore wykazywaly zmiany ilosciowe lub jakosciowe
w poréwnaniu do prébek kontrolnych (HV).

Plamki bialek réznicujacych byly nastepnie wycinane z zelu, a biatka w nich
zawarte poddawane byly degradacji enzymatycznej za pomoca trypsyny. Powsta-
te w ten sposob mapy peptydowe analizowano przy uzyciu spektrometru ma-
sowego (MALDI-ToF), wykorzystujacego metode tagodnej jonizacji. Metoda ta
nie powoduje fragmentacji czasteczek, a jedynie ich jonizacj¢ dzigki przekaza-
nej energii z matrycy wzbudzonej wigzka lasera. Po jonizacji czasteczek w stanie
gazowym, a nastepnie ich rozdzieleniu w zaleznosci od stosunku ich masy do
tadunkéw (m/z) powstaje widmo masowe, ktore stanowi podstawe do identy-
fikacji czasteczki biatka. Stad, przy wykorzystaniu tego spektrometru uzyskuje
sie jedynie mapy peptydowe, ktdre nastepnie poréwnuje si¢ z danymi zawartymi
w bazach bialkowych i dopiero na tej podstawie dokonuje si¢ identyfikacji biatka.
Minusem tej metody jest brak mozliwosci ustalenia sekwencji aminokwasowej
badanego biatka, w efekcie mozliwa staje si¢ jedynie identyfikacja bialek, ktore sg
juz znane, a ich sekwencje znajduja si¢ w bazach danych [187]. W badaniu uzy-
skane widma masowe map peptydowych poréwnywano z widmami baz danych
Mascot [198]. Przebadano w ten sposdb 160 plamek bialek, wsréd ktérych ziden-
tyfikowano 42 bialka. Wszystkie obecne na zelach plamki wystepowaly w licz-
nych izoformach réznigcych si¢ miedzy soba masa czasteczkowa lub punktem
izoelektrycznym. Wiekszo$¢ z analizowanych bialek wykazywala stala akumula-
cje w osoczu u poszczegolnych grup badawczych, zidentyfikowano jednak row-
niez takie bialka, ktére wykazywaty charakterystyczne zmiany w akumulacji.

W celu wykluczenia zmian w profilach biatek wynikajgcych z réznic osobni-
czych zaréwno z obrazéw bialek kontrolnych, jak i poszczegolnych grup sporza-
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dzono tzw. zele syntetyczne bedace nalozeniem wszystkich préb nalezacych do
danej grupy badanej. Do analiz poréwnawczych byly wytypowane tylko te biat-
ka, ktére powtarzalnie wystepowaty w profilach biatkowych u co najmniej 90%
badanych z danej grupy. Nastepnie przeprowadzono normalizacje i komplekso-
wa analize uzyskanych danych. Uzyskane wyniki przedstawiano jako wzgledna
kumulacje [%vol] (ang. relative abundance) kazdej plamki rozumianej jako za-
lezno$¢ powierzchni + intensywnosci tej plamki podzielonej (znormalizowanej)
przez objetos¢ wszystkich uzyskanych plamek w danej analizie. Zaréwno stwo-
rzenie obrazéw syntetycznych jak i normalizacja wynikéw byly przeprowadzo-
ne z wykorzystaniem oprogramowania Image Master Platinum. Na rycinie 14.
przedstawiono w sposob schematyczny najwazniejsze etapy na drodze identyfi-
kacji bialek wielkoczgsteczkowych.

Analizy proteomiczne biatek niskopijnych przeprowadzano po usunieciu
z badanego materiatu tych bialek, ktore wystepowaly w najwiekszych stezeniach
i uniemozliwialy analize ekspresji bialek niskopijnych. W badaniu, poczatkowo,
zastosowano zestawy do usuwania albumin i immunoglobulin (GE Healthcare).
Nie daly one jednak spodziewanych rezultatéw. W zwiazku z tym, do usuwania
biatek wykorzystano technike chromatografii powinowactwa na kolumnie wypet-
nionej ztozem skoniugowanym z przeciwciatami wigzacymi, tzw. high-abundant
proteins. Izolacja bialek z zastosowaniem chromatografii powinowactwa zacho-
dzi w warunkach natywnych, dzieki czemu wraz z albuming usuwane sg réwniez
biatka i peptydy z nig zwigzane. Aby usuna¢ wszelkie oddziatywania w obrebie
albuminomu i aby nie utraci¢ cennych informacji o biatkach zwigzanych z bial-
kami no$nikowymi, izolacja bialek z wykorzystaniem filtréw o danym punkcie
odcigcia, tj. 30 i 50 kDa przeprowadzana byta w warunkach denaturujacych. Oso-
cza poddane zostaly w ten sposdb deplecji albumin oraz szesciu innych bialek,
takich jak: haptoglobina, fibrynogen, IgG, IgA, antytrypsyna i transferyna, wyste-
pujacych w osoczu w bardzo duzych ilosciach.

Wyizolowana populacja bialek niskoczasteczkowych analizowana byla na-
stepnie z ponownym wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI-ToF z ominie-
ciem etapu elektroforezy. Rozklad zmian w profilach tej frakeji biatek ujawnit
biatka podlegajace zréznicowanej akumulacji w réznych badanych grupach. Jed-
noczesnie te same frakcje bialek analizowano pod wzgledem wystepowania mo-
dyfikacji potranslacyjnych: glikozylacji i fosforylacji. W tym celu biatka rozdzie-
lano metoda jednokierunkowa SDS-Page, a nastepnie uzyskane zele barwiono
z uzyciem zestawow do znakowania fluorescencyjnego reszt oligosacharydowych
(Pro-Q Emerald, Molecular Probes) i fosforowych (Pro-Q  Diamond, Molecular
Probes). Zwizualizowane prazki analizowano densytometrycznie w celu znale-
zienia réznic w poziomie modyfikacji poszczegélnych biatek. Uzyskane wyniki
zostaly potwierdzone za pomoca spektrometrii mas i analiz in silico z wykorzy-
staniem programu Mascot™.
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Rycina 14. Schemat najwazniejszych etapéw na drodze identyfikacji bialek osocza w badaniach
proteomicznych (na podstawie [63]).

Badania analizy proteomu zostaly przeprowadzone w Instytucie Chemii
Bioorganicznej PAN w Poznaniu, ktéry dysponuje narzedziami niezbednymi
do wykonywania badan proteomicznych, tj. spektrometrem masowym z joni-
zacja przez desorpcje laserowa w stalej matrycy z analizatorem czasu przelotu
(ang. matrix-assisted laser desorption ionisation time of flight mass spectrometry,
MALDI-ToF-MS) - model Autoflex (firma Bruker Daltonics, Germany) oraz
zestawem do dwukierunkowych (dwuwymiarowych) rozdziatéw elekroforetycz-
nych (2-dimensional electrophoresis, 2DE) z serii EttanDalt (Amersham Ettan
IPGphor III do rozwijania I kierunku i EttanDalt Six do II kierunku). W Insty-
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tucie tym zoptymalizowano metody uzyskiwania map proteomicznych z wyko-
rzystaniem ludzkich bialek oraz dopracowano metodyke identyfikacji tych biatek
z uzyciem spektrometru MALDI-ToE. Osobg, ktéra przeprowadzala wszystkie
eksperymenty laboratoryjne w ramach badan proteomicznych byla dr Magda-
lena Luczak - wykonawca grantu ,,Analiza molekularnych podstaw powstawania
miazdzycy w przewleklej chorobie nerek oraz w niestabilnej chorobie wiericowe;”.
Uzyskane wyniki byly nastepnie konsultowane z prof. Markiem Figlerowiczem -
jednym z gléwnych wykonawcéw wspomnianego grantu.

Analizy proteomiczne przeprowadzone zostaty w ramach realizacji dwdch za-
dan badawczych. Jednym z nich byta identyfikacja bialek odgrywajacych istotna
role w procesie powstawania miazdzycy w PChN, drugim natomiast analiza mo-
dyfikacji potranslacyjnych zachodzacych w PChN pod wptywem miazdzycy.

5.2.3. Ocena grubosci i blaszki miazdzycowej

Pomiar grubosci kompleksu btony wewnetrznej i btony srodkowej tetnicy szyjnej
(ang. intima media thickness, IMT)

Pomiar IMT byt dokonywany za pomoca ultrasonografii doplerowskiej, przy
uzyciu glowicy naczyniowej operujacej czestotliwosciami 7-10 MHz. Badanie
trwalo nie wigcej niz 10 min i wykonywane bylo u chorego w pozycji lezacej,
z lekko uniesiong gltowa, skrecong w kierunku przeciwnym do ocenianej tetnicy.
Pomiary dotyczyly dalszej $ciany tetnicy (widocznej u prawie wszystkich cho-
rych) - od zarysu intimy do dalszej linii m - granicy pomiedzy blong srodkowa
a przydanka. Oceniana byta wartos¢ $rednia dla pomiaréw prawej i lewej tetnicy
szyjnej wspolnej mierzonych 2 cm proksymalnie od rozwidlenia, z pominig¢ciem
obszaréw widocznych blaszek miazdzycowych. Zgodnie z wytycznymi Europej-
skiego Towarzystwa Nadcisnienia Tetniczego i Europejskiego Towarzystwa Kar-
diologicznego [192], za prawidlowa warto$¢ IMT uznawano warto$¢ nie przekra-
czajacy 0,9 mm, warto$¢ IMT pomiedzy 0,9-1,5 mm okreslano jako pogrubienie
kompleksu IMT, a warto$¢ > 1,5 mm uznawano za objaw miazdzycy. W analizach
i przy wnioskowaniu uwzgledniano tez fakt, ze wzrost wartosci IMT > 1 mm
zwieksza ryzyko zdarzen sercowo-naczyniowych zaréwno u kobiet, jak i u mez-
czyzn [119].

Pomiary IMT byty wykonywane w Oddziale Klinicznym Intensywnej Terapii
Kardiologicznej i Chorob Wewnetrznych Szpitala Klinicznego nr 2 im. Heliodora
Swiecickiego w Poznaniu przez dr Agate Milewska.

5.2.4. Badania systemowe

Do stworzenia modeli dwdch proceséw biologicznych za pomoca sieci Petrie-
go wykorzystano program Snoopy, ogélnie dostepny na stronie http://www-dsz.
informatik.tu-cottbus.de/ [115, 117].



Program ten zostal uzyty do stworzenia wszystkich prezentowanych w roz-
prawie sieci. Umozliwia on rozrysowanie modelowanego procesu za pomoca
miejsc, tranzycji i faczacych je tukéw, wspiera takze tworzenie miejsc logicznych.
Kazdemu miejscu mozna w nim przydzieli¢ konkretng liczbe znacznikéw, ktora
zostaje przypisana w oznakowaniu poczatkowym. Po utworzeniu sieci istnieje
mozliwos¢ wykonania animacji, aby przeprowadzi¢ symulacje dziatania sieci. Po
takiej symulacji mozna przywroci¢ oznakowanie poczatkowe sieci albo mozna
zachowac to oznakowanie, ktére pojawilo si¢ na koncu symulacji.

Na rycinie 15. przedstawiono okno programu Snoopy w trybie animacji pro-
cesu X. Wida¢ na nim tokeny w postaci czerwonych kulek, przeptywajace z miej-
sca p, do tranzycji t, oraz z miejsca p, oraz p, do tranzycji t,, W miejscu p, znaj-
duja si¢ 3 znaczniki.

Do analizy sieci narysowanych w programie Snoopy korzystano z programu
Charlie [316], ktory jest ogdlnie dostepny na stronie http://www-dsz.informatik.
tu-cottbus.de/.

Program ten umozliwia bezpo$redni import sieci narysowanej w programie
Snoopy oraz pozwala m.in. na obliczenie t-niezmiennikow, analize pokrycia sieci
oraz oceng¢ wigkszosci wlasciwosci strukturalnych i behawioralnych sieci.

B ooy 20 o e e . -

File Edit View Elements Hierarchy Search Extras Window Help

AEE D

E-EF Extended Petri Net -
BE" Elements
..[E] Place
..[] Transition
Coarze Place
...[H] Coarse Transition
E-E5 Edges
Edge
Read Edge
-.[H] Inhibitor Edge
..[#] ResetEdge

.. Equal Edge
C1L[2 Metadata

“ proces_X.spept

m

Hierarchy =
B Top Level
8 Animation (|
(<1 [ [0 (B0 @) oo
!_ Keep Marking _J
[C] Always keep marking when dosing.

< mn [

;
| -.[[] Declarations

Rycina 15. Okno programu Snoopy pokazujace model procesu X w trybie animacji.
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Na rycinie 16. przedstawiono okno programu Charlie. Wida¢ w nim wyniki
analizy t-niezmiennikéw (t-invariants) procesu X pokazanego uprzednio na ryci-
nie 15. W sieci, w ktérej przedstawiono proces X, wystepuje jeden t-niezmiennik
(ang. minimal semipositive transition invariants: 1), ale sie¢ nie jest pokryta (ang.
net is NOT covered), co mozna odczyta¢ w okienku Protocol window. Oznacza to,
ze istnieja w tej sieci takie tranzycje, ktore nie majg wplywu na dziatanie sieci.
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Rycina 16. Okno programu Charlie przedstawiajagce wyniki analizy ¢-niezmiennikéw procesu X
zaprezentowanego na rycinie 15.

Do sieci skomplikowanych, tj. sieci regulacji metabolizmu cholesterolu oraz
sieci przedstawiajacej udzial interleukiny-18 w rozwoju i progresji miazdzycy, dla
ktorych liczba obliczonych t-invariantéw przekraczata 1000 zamiast programu
Charlie, ktory w ich wypadku zaczal generowa¢ nieprawidtowe wyniki, do analizy
t-invariantoéw zastosowano ogdlnie dostepny program do analizy sieci INA - Inte-
grated Net Analyzer (www2.informatik.hu-berlin.de/lehrstuehle/automaten/ina/).

W celu obliczania realnych t-niezmiennikéw oraz zbiorow MCT zostaly napi-
sane nowe programy obliczeniowe (w ramach wspdtpracy z Instytutem Informa-
tyki Politechniki Poznanskiej).

Klastrowanie t-niezmiennikéw i ich analiz¢ przeprowadzono przy uzyciu
programu Statistica wersja 10. oraz w oparciu o programy napisane w jezyku R
w Instytucie Informatyki Politechniki Poznanskiej.



5.2.5. Analizy statystyczne

Analizowane dane przedstawiano w postaci $rednich wartosci wraz z odchyle-
niem standardowym (SD) albo w formie §rednich wartosci wraz z 95% przedzia-
tem ufnosci, albo w postaci odsetkowej (%). W przypadku badan proteomicz-
nych wyniki akumulacji poszczegdlnych biatek grup CKD oraz grupy CVD byty
poréwnywane w stosunku do wynikéw uzyskanych od grupy HV i przedstawiane
jako wzgledne zmiany akumulacji tych bialek [%vol/%vol].

Kazda zmienng o charakterze ilosciowym (ciagglym) oceniano pod wzgledem
jej zgodnosci z rozkladem normalnym, analizowano w tym celu histogram i ko-
rzystano z testow Kolmogorowa-Smirnowa.

Zmienne o rozkladzie normalnym analizowano metodami parametrycznymi.
W celu oceny r6znic pomiedzy takimi zmiennymi wykorzystywano test t-Studenta
oraz analize wariancji ANOVA. Z kolei zmienne, ktérych rozktad nie byl zgodny
z rozkladem normalnym analizowano wykorzystujac metody nieparametryczne.
Dla poréwnania dwoch niezaleznych préb o charakterze ilosciowym stosowano
test U Manna-Whithneya. Natomiast w celu wykonania analiz poréwnawczych
dla co najmniej trzech grup badanych stosowano test Kruskala-Wallisa oraz testy
mediany. W analizie wariancji korzystano z testéw post-hock — NIR (najmniej-
szych istotnych réznic) i Scheffego. Dla oceny zaleznosci pomigdzy zmiennymi
cigglymi stosowano wspolczynnik korelacji Spermana.

Zwigzki pomigdzy zmiennymi jakosciowymi oceniano za pomoca testu 2.

W celu oceny znaczenia zmiennych niezaleznych wystepujacych w opisie
zmiennej zaleznej wykorzystywano metode analizy regresji wieloczynnikowe;j.
Analiza regresji zajmuje si¢ opisem i oceng zalezno$ci pomiedzy wybrang zmien-
na traktowang jako efekt wpltywu jednej lub kilku innych zmiennych, ktére sa
w tej sytuacji traktowane jak przyczyny. W badaniu wykorzystywano metode
regresji krokowej postepujacej (ang. forward selection). Metoda ta skwencyjnie,
tj. krok po kroku, umozliwia stworzenie najlepszego modelu regresji. Polega na
dolaczaniu do listy zmiennych objasniajacych kolejnych zmiennych az do uzy-
skania ,,najlepszego” modelu.

Badanie ryzyka zgonu przeprowadzano przy pomocy modelu proporcjonal-
nego hazardu Coxa, natomiast funkcje przezycia oszacowano za pomoca me-
tody Kaplana-Meiera. W celu poréwnania krzywych przezycia stosowano test
log-rank.

We wszystkich testach jako istotng statystycznie uznawano wartos¢ P < 0,05
(282, 283].

Obliczenia statystyczne wykonywano z wykorzystaniem programu Statistica
v. 10. firmy Stat Soft Inc. Polska, licencjonowanego dla Uniwerystetu Medyczne-
go w Poznaniu.
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6. Wyniki

6.1. Badania laboratoryjne

6.1.1. Profil lipidowy

W ramach profilu lipidowego oznaczono stezenie calkowitego cholesterolu, LDL-
cholesterolu, HDL-cholesterolu i triacylogliceroli. Wykazano rdznice istotne sta-
tystycznie pomiedzy badanymi grupami w zakresie stezenia w surowicy krwi
calkowitego cholesterolu, HDL-cholesterolu oraz LDL- cholesterolu. Natomiast
badani nie réznili si¢ istotnie statystycznie stezeniem tiacylogliceroli. Pacjenci
grupy CKD5B charakteryzowali si¢ najnizszym stezeniem cholesterolu catkowi-
tego w poréwnaniu z pozostatymi grupami. Réznice w zakresie HDL-cholestero-
lu dotyczyly grup pacjentéw hemodializowanych i grupy HV. Chorzy hemodia-
lizowani wykazywali statystycznie istotne obnizone stezenie HDL-cholesterolu.
Z kolei najwyzszymi stezeniami LDL-cholesterolu charakteryzowali si¢ chorzy
grup CKD1-2 i CKD3-4, ktérzy roznili si¢ pod tym wzgledem istotnie statystycz-
nie w poréwnaniu z pozostalymi grupami, w ktorych steznie LDL-cholesterolu

e o e Wyniki testu Kruskala-Wallisa, poréwnania

300 pomiedzy grupami:
280 L catkowity cholesterol P=0,039, LDL-cholesterol P=0,001,
HDL-cholesterol P=0,000. triglicerydy £= 0,199
260 +
240
220 +
200 \'
180 +
160 | P .
140 + ‘\“ '"-u._\_\
120 | ke
100 + =
80 ﬁ\
60 + ~ a— =
A0 | N '--...__‘_\%
20
0 ) ) ) ) ) ) & cholesterol catkowity [mg/dL]
HY CVD  CKD12 CKD34 CKD5A ckpsp & LDL-cholesterol mgidl]

i triglicerydy [mg/dL]
grupy # HDL-cholesterol [mg/dL]

Rycina 17. Poréwnanie zmian profilu lipidowego badanych grup.



bylo zblizone. Profil lipidowy badanych 0séb zostat przedstawiony zbiorczo w ta-
belach 7.1 8. oraz na rycinie 17.

Ponadto zauwazono, ze pacjenci z grupy CKD5A charakteryzowali si¢ najniz-
szymi wskaznikami BMI, co zostalo przedstawione na rycinie 18.

30 T T iWyniki testu Kruskala-Wallisa dla réznic migdzy grupami P=0,0008
29 —
28
T
T - =
E;
=25
24 1
23
22 -
2
HY CcvD CKD1-2 CKD3-4 CKD5A CKDSB $rednia
grupy T Srednia0,95 Przedz. ufn.

Rycina 18. Poréwnanie zmian wskaznika BMI w badanych grupach.

6.1.2. Stan zapalny

Oceniono stezenia trzech wybranych parametréw stanu zapalnego w surowicy
krwi, tj. stezenie neopteryny, interleukiny-18 i wysoce reaktywnego biatka CRP.
Badane grupy réznily si¢ istotnie statystycznie w ramach st¢zen wszystkich anali-
zowanych parametréw zapalnych. Wyniki zostaty przedstawione w tabeli 9.

Neopteryna

Najwyzsze stezenie neopteryny w surowicy krwi obserwowano w grupie pacjen-
tow hemodializowanych. Jednoczesnie nie zauwazono w tym zakresie réznic po-
miedzy grupami CKD5A i CKD5B. Rozklad zmian stgzen neopteryny w surowi-
cy krwi w zaleznosci od badanej grupy zostal przedstawiony na rycinie 20. Do-
datkowo w tabeli 10. przedstawiono réznice pomiedzy grupami z zaznaczeniem
réznic istotnych statsystycznie. Wida¢ wyraznie, ze réznice pomiedzy grupami
HYV, CVD, CKD1-2 i CKD3-4 byly statystycznie nieistotne. Natomiast réznice
pomiedzy tymi grupami a grupami pacjentéw hemodializowanych mialy zna-
miona statystycznej istotnosci. Jednoczesnie zaobserwowano, zZe wraz z obniza-
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niem wielko$ci eGFR wzrastalo stezenie neopteryny w surowicy krwi. Zaleznos¢
te przedstawiono na rycinie 21.

Przy uzyciu metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo
przezycia. Ci spo$rod chorych dializowanych, tj. chorych z grupy CKD5, ktdrzy

Tabela 9. Poréwnanie stanu zapalnego w oparciu o wielko$¢ stezenia w surowicy neopteryny, IL-18
i hsCRP w poszczegdlnych grupach badawczych

Grupa pacjentéw z PChN
Parametr HV CVD KD CKD5 p*
CKD12 | CKD34 —emer KD5E
nc[a:lfqteryna 8,67 14,90 20,43 40,62 43;?2’22 & 3023’12 02 0.000
o] | £517 | +666 | 1608 | £2999 | I8 Jas | 0000
I-18 | 24276 | 934,35 | 183311 | 1929,08 2413812973994 0.000
[pg/mL] | +60,18| + 487,66 | +1257,93 | +798,34 !?335;5,515 §857125"71 0,000
iAo B N T
=5 =% = = +13,21 +13,4 :

Wyniki przedstawione jako Srednia + SD. Dla poréwnati pomiedzy wszystkimi grupami stosowano
test Kruskala-Wallisa. *Wyrozniono wartosé P, gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istot-
ne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; przeprowadzono analizy osobno dla
pieciu i osobno dla szeciu grup, tj, z uwzglednieniem podziatu grupy CKD5 na dwie podgrupy.

Srednia; Was: Srednia+0,95 Przedz. ufn.

o Wynik testu Kruskala-Wallisa, réZnice pomiedzy grupami:

neopteryna P=0,000, IL-18 P=0,000, hsCRP P=0,000
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Rycina 19. Poréwnanie profilu zapalnego badanych grup.



600 Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami: neopteryna [nmol/L] P=0,000|
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Rycina 20. Zmiany stezen neopteryny w surowicy krwi w badanych grupach.

Korelacja: r = -4867
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Rycina 21. Wykres rozrzutu wraz histogramami i zaznaczonym za pomocg przerywanych linii 95%
przedzialem ufnosci przedstawiajacy odwrotng zaleznos¢ pomigdzy stezeniem neopteryny [nmo-
/L] a wielko$cig eGFR [mL/min/1,73m?] P = 0,000, r=-0,486.
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charakteryzowali si¢ wyzszymi lub réwnymi medianie wielkosciami stezen neo-
pteryny w surowicy krwi w poréwnaniu do pozostalych chorych tej grupy, cha-
rakteryzowali si¢ obnizong przezywalnoscia (log-rank test, P = 0,0000). Wykres
funkcji przezycia w grupie pacjentéw dializowanych, w zaleznosci od stezenia
neopteryny w surowicy krwi, zostal przedstawiony na rycinie 22.

Na podstawie wynikéw zawartych w tabeli przezycia (Tabela 11) oraz anali-
zy regresji proporcjonalnego hazardu Coxa (Tabela 12) mozna wywnioskowac,
ze chory z podwyzszonymi stezeniami neopteryny (mediana = 199,1 nmol/L)
w surowicy krwi ma zdecydowanie mniejsze szane na przezycie 12-miesiecznego
okresu obserwacji w poréwnaniu z osoba hemodializowang, ktéra wykazuje ste-
zenie neopteryny w surowicy krwi nizsze od mediany. I tak na przyklad 12 mie-

Tabela 10. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w stezeniu neo-
pteryny w surowicy krwi

Nf:{gﬁ;{fa HV CVD CKD1-2 CKD3-4 CKDSA CKD5B
HV NS NS NS 0,000 0,000
CVD NS NS NS 0,000 0,000
CKD1-2 NS NS NS 0,000 0,000
CKD3-4 NS NS NS 0,000 0,000
CKDS5A 0,000 0,000 0,000 0,000 NS
CKD5B 0,000 0,000 0,000 0,000 NS

W celu wykonania analizy poréwnan migdzy szescioma grupami wykorzystano jeden z testow post-
hoc, tj. test Scheffeego. Wyrézniono wartos¢ P, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istot-
ne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istot-
nych réznic pomiedzy grupami w zakresie analizowanego parametru.

Tabela 11. Przezycie w grupie chorych hemodializowanych w zalezno$ci od wielko$ci stezenia neo-
pteryny

Przezycie [miesigce]
neopteryna | <199,1 ! ‘ 2 ‘ 5 ‘ 8 10‘07 9 ‘ 10 ‘ 11 ‘ 12
[anl/L] ©
>199,1 | 98,1% | 96,2% | 94,4% | 88,7% | 85,1% | 83,3% |  81,4%

Tabela 12. Przedstawienie wynikow regresji proporcjonalnego hazardu Coxa dla neopteryny

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa
Chi2 = 8,648, P =0,0033

Btad Beta 95% | Beta 95% | Wart| Wald
standardowy | dolna gorna t | Statyst.

zmienna | Beta P HR 95% Cl

neopteryna | 0,002 0,000 0,001 9,994 | 2,88 | 3,65 |0,000|1,0031,001-1,004

95% CI - 95% przedziat ufnosci (ang. convidence interval), HR - wspblczynnik hazardu (ang. hazard ratio).
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Rycina 22. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zaleznosci od wielko$ci steze-
nia neopteryny w surowicy. Wielko$¢ grupujaca dla neopteryny zostata dobrana w oparciu o wyli-
czong mediane stezenia neopteryny dla calej grupy CKD5 = 199,1 nmol/L. Linia ciagla jest charak-
terystyczna dla chorych grupy CKD5, ktdrych stezenia neopteryny w surowicy krwi byty nizsze od
mediany. Z kolei linia przerywana ukazuje kumulowang proporcje przezycia dla chorych, ktérych
stezenie neopteryny w surowicy krwi byto wyzsze lub réwne medianie. R6znice pomiedzy grupami
byly istotne statystycznie (test Log-rank) P = 0,0000.

siecy przezyje 100% chorych z niszymi stezeniami IL-18, a jedynie 81,4% chorych
ze stezeniami wyzszymi od mediany. Wspoétczynnik hazardu jest réwny 1,003, co
oznacza, ze ci pacjenci dializowani, ktorzy charakteryzuja si¢ wyzszymi stezenia-
mi neopteryny majg 1,003 razy wyzsze ryzyko zgonu w ciggu 12-miesi¢cznej ob-
serwacji w poréwnaniu z chorymi dializowanymi, ktérych stezenia neopteryny
w surowicy krwi sg nizsze od mediany.

Interleukina-18 (IL-18)

Najwigksze stezenie IL-18 w surowicy krwi obserwowano w grupie chorych dia-
lizowanych, ktorzy nastepnie zmarli w czasie rocznej obserwacji. Stezenie IL-18
w tej grupie chorych bylo statystycznie istotnie wyzsze w poréwnaniu z wynika-
mi oznaczen IL-18 w surowiy krwi we wszystkich pozostalych grupach. Z kolei
grupy CVD, CKD1-2 oraz CKD5A nie réznity sie pod wzgledem stezenia IL-18
ani w poréwnaniu z grupa HV, ani w stosunku do pozostatych chorych z PChN,
z wyjatkiem wspomnianej grupy CKD5B. Dodatkowa réznice zaobserwowano
jedynie w grupie chorych CKD3-4. Chorzy ci wykazywali znamiennie wyzsze
stezenie IL-18 w poréwnaniu z HV. Pomimo braku istotnych statystycznie réznic
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pomiedzy stezeniami IL-18 w surowicy chorych bedacych w réznych stadiach
PChN wida¢ bylo tendencje¢ wzrostu stezenia IL-18 zalezng od stopnia uposle-
dzenia funkcji nerek. Analiza korelacji potwierdzila istnienie odwrotnej zalezno-
$ci pomiedzy wspomnianymi parametrami. Wyniki analiz zostaly przedstawione
na rycinie 23. i w tabeli 13.

Jednoczynnikowa analiza zaleznosci pomiedzy stezeniem IL-18 a wybranymi
parametrami zostala przedstawiona w tabeli 14. Mozna zauwazy¢, ze stezenie
IL-18 w surowicy krwi badanych bylo wprost proporcjonalne do wielko$ci BMI,

3500 ' |Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami IL-18 [pg/mL] P=0,|‘JOO|

3000 +

2500

2000 +

1500 |

IL-18 [pg/mL]

1000

500

CKD3-4 CKD1-2 CKD5A CKD5B
grupy

A S = Srednia
T Sredniaz0,95 Przedz. ufn.

Rycina 23. Zmiany stezen IL-18 w badanych grupach.

Tabela 13. Wyniki poréwnan wielokrotnych pomiedzy grupami w zakresie réznic w stezeniu IL-18
w surowicy krwi

IL-18 [pg/mL] HV CVD CKD1-2 CKD3-4 CKD5A CKD5B
HV NS NS 0,03 NS 0,000
CVD NS NS NS NS 0,000
CKD1-2 NS NS NS NS 0,000
CKD3-4 0,03 NS NS NS 0,000
CKDS5A NS NS NS NS 0,000
CKD5B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Do analizy poréwnar miedzy szescioma grupami wykorzystano jeden z testéw post-hoc, tj test Scheffe-
ego. Wyrdzniono wartos¢ B, gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zalozonym
poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami w zakresie analizowanego parametru.



Tabela 14. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomigdzy stezeniem IL-18 w surowicy krwi a wy-
branymi parametrami

Parametr r P
wiek [lata] 0,144 NS
pte¢ [K/M] 0,109 NS
BMI [kg/m?] 0,261 0,004

czas leczenia dializami [miesiace] 0,273 0,000
adekwatnos$¢ dializy 0,121 NS

IMT [mm] 0,357 0,019

leczenie statynami -0,461 0,021
leczenie ACEI 0,412 0,045
glukoza [mg/dL] 0,195 0,045
HGB [g/dL] -0,339 0,000

HCT [%] -0,345 0,000

Fe [umol/L] -0,372 0,002

ferrytyna [ng/mL] 0,491 0,000

triacyloglicerole [mg/dL] 0,212 0,041

catkowity cholesterol [mg/dL] 0,238 0,021

HDL-cholesterol [mg/dL] -0,284 0,008

LDL-cholesterol [mg/dL] 0,314 0,002
albuminy [g/dL] -0,288 NS

biatko catkowite [g/dL] -0,463 0,000
wapn catkowity [mg/dL] 0,031 NS

iPTH [pg/mL] 0,361 0,005

eGFR [ml/min/1,73m?] -0,299 0,000

Wyrézniono wartos¢ B, gdy korelacje pomigdzy stezeniem IL-18 a wybranym parametrem byly staty-
stycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; r — wspétczynnik korelacji
Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.

czasu leczenia dializami, grubosci blaszki miazdzycowej, leczenia ACE;, pozio-
mu glikemii, stezenia ferrytyny, cholesterolu calkowitego oraz stezenia iPTH.
Z kolei odwrotng zalezno$¢ wykryto pomiedzy stezeniem IL-18 a leczeniem sta-
tynami, parametrami morfologii krwi, tj HGB, HCT a takze HDL-cholesterolem,
stezeniem albumin i bialka catkowitego w surowicy krwi oraz wielkoscig eGFR.
Wybrane pary zaleznosci zostaly przedstawione na wykresach rozrzutu (Ryciny
24, 25, 26).

W celu oceny zmiennosci IL-18 wykonano analize regresji wieloczynniko-
wej metoda krokowa postepujaca, uzyskujac model, ktéry thumaczyt zmiennos¢
IL-18 w 86,16% (R* = 86,16%, blad standardowy estymacji = 332,7, P = 0,000).
W ,najlepszym” modelu znalazlty si¢ nastepujace parametry: CRP, PTH, lecze-
nie statynami, leczenie ACEIL, HGB, stezenie calkowitego cholesterolu, wielko$¢
eGFR, cztery sposrod nich, tj. CRP, iPTH, leczenie statynami, leczenie ACEI wy-
kazywaly statystycznie istotny wptyw na IL-18, odpowiednio P = 0,000, P = 0,000,
P =0,0001 P = 0,002. Wyniki analizy zostaly przedstawione w tabeli 15.
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Rycina 24. Wykres rozrzutu wraz z 95% przedzialem ufnosci (zaznaczonym przerywanymi linia-

mi) i histogramami, przedstawiajacy ujemna korelacje pomiedzy stezeniem IL-18 [pg/ml] a wiel-
koscig eGFR [ml/min/1,73m?].
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Rycina 25. Wykres rozrzutu wraz z 95% przedziatem ufnosci (zaznaczonym przerywanymi linia-
mi) i histogramami, przedstawiajacy dodatnia korelacj¢ pomiedzy stezeniem IL-18 [pg/mL] a cza-
sem leczenia dializami [miesigce].
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Rycina 26. Wykres rozrzutu wraz z 95% przedziatem ufnosci (zaznaczonym przerywanymi linia-
mi) i histogramami, przedstawiajacy dodatnia korelacje pomiedzy stezeniem IL-18 [pg/mL] a gru-
boscig blaszki miazdzycowej IMT [mm)].

Wieloczynnikowa analiza wariancji ANOVA (MANOVA) ujawnita trzy
zmienne, tj. IMT, hsCRP i eGFR, ktdre wzi¢te razem pod uwage istotnie wply-
waly na stezenie IL-18 w surowicy krwi (P = 0,000, F = 4079,6, blad standardowy
estymacji = 633,187).

Z kolei przy pomocy metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobien-
stwo przezycia. Ci sposrod chorych dializowanych, tj. chorych z grupy CKD5,
ktorzy charakteryzowali si¢ wyzszymi lub réwnymi medianie wielko$ciami ste-
zen IL-18 w surowicy krwi w poréwnaniu do pozostalych chorych tej grupy, cha-
rakteryzowali si¢ obnizong przezywalnoscia (log-rank test, P = 0,0036). Wykres
funkgji przezycia w grupie pacjentéw dializowanych, w zaleznosci od st¢zenia
IL-18 w surowicy krwi, zostal przedstawiony na rycinie 27.

Na podstawie wynikéw zawartych w tabeli przezycia (Tabela 16) oraz analizy
regresji proporcjonalnego hazardu Coxa (Tabela 17) mozna wywnioskowac, ze
chory z podwyzszonym stezeniem IL-18 (mediana > 1411,5 pg/mL) w surowi-
cy krwi ma zdecydowanie mniejsze szanse na przezycie w pordwnaniu z osoba
hemodializowang, ktéra ma stezenia IL-18 nizsze (mediana IL-18 < 1411,5 pg/
mL). I tak na przyklad 8 miesiecy przezyje 92,3% chorych z nizszymi stezeniami
IL-18, a jedynie 57,1% chorych ze stezeniami wyzszymi. Wspoélczynnik hazardu
jest réwny 1,0009, co oznacza, ze ci pacjenci dializowani, ktérzy charakteryzuja
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sie wyzszymi stezeniami IL-18 maja 1,0009 razy wyzsze ryzyko zgonu w poréw-
naniu z chorymi dializowanymi, ktérych stezenia IL-18 w surowicy krwi sg niz-
sze niz mediana.

Tabela 15. Wyniki analizy regresji wieloczynnikowej, w ktdrej poszukiwano najlepszego modelu
tlumaczacego zmiennos¢ IL-18 w surowicy krwi badanych oséb

Nr modelu Zmienna Wspdtczynnik beta R R? P
1 hsCRP 0,728 0,72 0,529 0,000
hsCRP 0,649 0,000
2 iPTH 0,489 0.87 0762 0,000
hsCRP 0,621 0,000
3 iPTH 0,38 0,90 0,818 0,000
leczenie statynami 0,264 0,000
hsCRP 0,607 0,000
iPTH 0,337 0,000
4 leczenie statynami 0,266 0.91 0,838 0,000
leczenie ACEI 0,150 0,021
hsCRP 0,599 0,000
iPTH 0,273 0,003
5 leczenie statynami 0,268 0,918 0,843 0,000
leczenie ACEI 0,129 0,053
HGB -0,111 0,247
hsCRP 0,583 0,000
iPTH 0,259 0,000
leczenie statynami 0,272 0,000
6 leczenie ACEI 0,131 0,921 0,849 0,021
HGB -0,121 0,241
catkowity cholesterol 0,791 0,197
hsCRP 0,621 0,000
iPTH 0,307 0,000
leczenie statynami 0,340 0,000
7 leczenie ACEI 0,207 0,928 0,861 0,002
HGB -0,211 0,241
catkowity cholesterol 0,135 0,197
eGFR 0,249 0,054

R =92,82%, R2 = 86,16%, blgd standardowy estymacji = 332,7, P < 0,000. Wyrdzniono wartos¢ B, gdy
dany parametr istotnie statystycznie opisywat zmiennosc IL-18, przy zatozonym poziomie istotnosci
statystycznej P < 0,05.

Tabela 16. Przezycie w grupie chorych hemodializowanych w zaleznosci od wielko$ci mediany IL-18

Przezycie [miesigce]
1 [ 2 [ s 8 [ 9 [ 10 ] 11 [ 1
IL-18 | < 1411,5 [pg/mL] 100% 92,3%
[pg/mL] | > 1411,5 [pg/mL] | 92,8% | 85,7% | 78,5% | 57,1% | 50% | 42%

35,7%




Tabela 17. Przedstawienie wynikow regresji proporcjonalnego hazardu Coxa dla IL-18

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa Chi2 = 9,966, P = 0,0016
. Bfad Beta 95% | Beta 95% | Wart| Wald o
Zmienna | Beta standardowy | dolna goérna t | Statyst. P HR 95%Cl
IL-18 0,00 0,00 0,00 0,00 |2,88]| 831 |0,004|1,0009| 1,0009-1,001

95% CI - 95% przedziat ufnosci, HR - wspétczynnik hazardu.
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Rycina 27. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zalezno$ci od wielkosci ste-
zenia IL-18 w surowicy. Wielkos¢ grupujaca dla IL-18 zostata dobrana w oparciu o wyliczong me-
diang IL-18 dla calej grupy CKD5 = 1411,5. Linia ciagta jest charakterystyczna dla chorych grupy
CKD?5, ktérych stezenia IL-18 w surowicy krwi byly nizsze od mediany. Z kolei linia przerywana
ukazuje kumulowana proporcje przezycia dla chorych, ktorych stezenie IL-18 w surowicy krwi
byto wyzsze lub réwne medianie. Rdznice pomiedzy grupami byly istotne statystycznie (test Log-
rank) P = 0,0036.

Wysoce czute biatko C-reaktywne (hsCRP)

Stezenie hsCRP byto we wszystkich badanych grupach zblizone (Rycina 27) i nie
réznilo si¢ znamiennie statystycznie pomiedzy grupami. Jedyna roznica, ktora
byla statystycznie istotna, dotyczyla grup CKD5B i HV. Chorzy hemodializowani
z grupy CKD5B charakteryzowali si¢ wyzszymi stezeniami hsCRP w poréwnaniu
z osobami HV;, co zostalo przedstawione na rycinie 28.

Analiza zaleznosci pomiedzy hsCRP a wybranymi parametrami (Tabela 18)
ujawnila istnienie dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem hsCRP w surowicy
krwi a nadci$nieniem tetniczym, czasem leczenia HD, gruboscia blaszki miaz-
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dzycowej oraz stezeniem ferrytyny. Z kolei odwrotne zaleznosci odnotowano
pomiedzy stezeniem hsCRP a leczeniem statynami i ACEI, stezeniem zelaza
w surowicy krwi, stezeniem albumin, biatka calkowitego oraz wielkos$cig eGFR.
Nie zaobserwowano natomiast istotnych zaleznosci pomiedzy wielkoscig hsCRP
a adekwatnoscig dializ, glikemig, stezeniem hemoglobiny, wielkoscig HCT, profi-
lem lipidowym, stezeniem wapnia catkowitego oraz PTH.

Tabela 18. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomiedzy stezeniem hsCRP w surowicy krwi a wy-
branymi parametrami

Parametr r P
nadcisnienie tgtnicze 0,22 0,03
czas leczenia dializami [miesigce] 0,26 0,01
adekwatnos$¢ dializy 0,129 NS
IMT [mm] 0,40 0,000
leczenie statynami -0,236 0,021
leczenie ACEI -0,419 0,041
glukoza [mg/dL] 0,08 NS
HGB [g/dL] -0,20 NS
HCT [%] -0,21 NS
Fe [umol/L] -0,385 0,006
ferrytyna [ng/mL] 0,490 0,000
triacyloglicerole [mg/dL] -0,08 NS
catkowity cholesterol [mg/dL] -0,07 NS
HDL cholesterol [mg/dL] -0,22 NS
LDL cholesterol [mg/dL] 0,10 NS
albuminy [g/dL] -0,327 0,028
biatko catkowite [g/dL] -0,453 0,000
wapn catkowity [mg/dL] 0,019 NS
iPTH [pg/mL] 0,098 NS
eGFR [ml/min/1,73m?] -0,299 0,000

Wyrézniono wartos¢ P, gdy korelacje pomiedzy stezeniem hsCRP a wybranym parametrem byly staty-
stycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; r — wspétczynnik korelacji
Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.

Za pomocy metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo prze-
zycia. Podzielono chorych z grupy CKD5 w zaleznosci od stezenia hsCRP na
dwie grupy, tj. jedna ze stezeniami mniejszymi od mediany (wyliczonej dla calej
grupy CKD5 = 7,4 mg/L), druga - chorzy wykazujacy stezenia wyzsze lub réwne
medianie. Okazalo sie, ze nie bylo istotnych réznic pomiedzy grupami odnosnie
do prawdopodobienstwa przezycia (test log rank P = 0,67), co zostalo zobrazo-
wane na rycinie 29.



28 Wyniki testu Krusskala-Wallisa, analiza réznic pomigdzy grupami: CRP P=0,0005
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Rycina 28. Zmiany stezenn hsCRP w badanych grupach.
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Rycina 29. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zaleznosci od wielkosci ste-
zenia hsCRP w surowicy. Wielkos¢ grupujaca dla hsCRP zostata dobrana w oparciu o wyliczona
mediang stezen hsCRP dla calej grupy CKD5 = 7,4. Linia przerywana jest charakterystyczna dla
chorych grupy CKD5, ktdrych stezenia hsCRP byly nizsze od mediany. Z kolei linia ciagla ukazuje
kumulowang proporcje przezycia dla chorych, ktorych stezenia hsCRP byly wyzsze lub réwne me-
dianie. Réznice pomiedzy grupami byly nieistotne statystycznie (test log-rank) P = 0,67.
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6.1.3. Stres oksydacyjny

W celu oceny poziomu stresu oksydacyjnego oznaczono nastepujace parametry:
stezenie metaloproteinazy 9 (MMP-9), tkankowego inhibitora metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowej (TIMP-1), paraoksonazy 1 (PON-1), asyme-
trycznej dimetyloargininy (ADMA), mieloperoksydazy (MPO) oraz obliczono
wskaznik MMP-9/TIMP-1. Wyniki zbiorczej analizy tych parametréw, wraz z za-
znaczeniem istotnych statystycznie réznic obserwowanych pomiedzy grupami,
zostaly przedstawione w tabeli 19.

Tabela 19. Poréwnanie stanu stresu oksydacyjnego w réznych grupach badawczych

Grupa pacjentéw z PChN
CKD

Zmienna HvV CVD CKD5 pe

CKD5A | CKD5B
1089,77 + 805,42 0,000

CKD1-2 | CKD3-4

167,98 | 885,15 396,65 434,16

MMP-9 Ing/mL] | 45398 | +422,55 | +412.94 | 314,66 Sote | sossy | 0.000
e | [ 1SR B0 02 o e
OO TR A TR Y749 | +5661 | 0000
+
s | 15| S | e e
=Y - - - + 1,51 + 4,029 !
+
PONALigml] | %%y | S0 | o7 | os 0’%06_0‘0503 ZZZ?
’ - -7 + 0,06 +0,02 ’
+
aomaumo] | S S S | 1’52;303_0,520'36 Z,ZZZ
=Y - - -7 +0,28 + 0,355 ’
+
W) | 7888 1008 | 4y | rtoren ST
- - - - +1278,83 | +806,83 ’

Wyniki przedstawione jako Srednia + SD. Dla poréwnan pomiedzy wszystkimi grupami stosowano
test Kruskala-Wallisa. *Wyrézniono wartos¢ B, gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istot-
ne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05.

Metaloproteinaza 9 (MMP-9)

Najwyzsze stezenie MMP-9 w surowicy krwi wykazywali chorzy hemodializo-
wani grupy CKD5B. Roznili si¢ oni pod tym wzgledem w poréwnaniu z osoba-
mi grupy HV oraz CKD1-2 i CKD3-4. Na podstawie analizy wynikéw przed-
stawionych na rycinie 30. oraz zamieszczonych w tabeli 20. mozna zauwazyc,
ze roznice miedzy wszystkimi grupami analizowanymi tacznie w zakresie stezen
MMP-9 w surowicy byly statystycznie istotne. Wynikato to w gléwnej mierze ze



znamiennych réznic pomiedzy grupami HV i grupami CVD, CKD3-4, CKD5A
i CKD5B. We wszystkich tych grupach stezenia MMP-9 w surowicy krwi byly
wyzsze w poréwnaniu do HV. Pacjenci grupy CVD mieli podobne (nie réznia-
ce si¢ znamiennie statystycznie) stezenia MMP-9 w poréwnaniu z pacjentami
CKD3-4, CKD5A, CKD5B. Jednoczesnie zauwazalna byta tendencja narastania
stezenia MMP-9 w miare uposledzenia funkcji nerek. Ponadto, nie odnotowano
réznic pomiedzy grupami CKD5A i CKD5B.

2400 Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami: MMP-9 [ng/mL] P=0,000|
2200

2000
1800 |
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1400 + n
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Rycina 30. Zmiany stezen MMP-9 w surowicy krwi w badanych grupach.

Tabela 20. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej MMP-9

MMP-9 [ng/mL] HV CVD CKD1-2 CKD3-4 CKDS5A CKD5B
HV 0,000 NS 0,020 0,000 0,000
CVD 0,000 0,0026 NS NS NS
CKD1-2 NS 0,0026 NS NS 0,001
CKD3-4 0,020 NS NS NS 0,019
CKDS5A 0,000 NS NS NS NS
CKD5B 0,000 NS 0,001 0,019 NS

Wyrézniono wartos¢ B, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym po-
ziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocq testu Kruskala-
-Wallisa.
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Tkankowy inhibitor metaloproteinaz-1 (TIMP-1)

Najwyzszymi stezeniami TIMP-1 w surowicy krwi charakteryzowali si¢ pacjen-
ci z grupy CKD3-4, ktérzy w analizie poréwnawczej grup statystycznie istotnie
roznili sie¢ pod wzgledem tych stezen w poréwnaniu z grupami HV oraz CVD.
Na podstawie analizy wynikéw zamieszczonych w tabeli 19., tabeli 21. oraz na
rycinie 31. wida¢ wyraznie, Ze stgzenie TIMP-1 wzrastalo w miare narastania
uposledzenia czynnosci nerek az do etapu przed-dializacyjnego (CKD3-4), a na-
stepnie ulegato nieznacznemu obnizeniu u pacjentéw leczonych hemodializa.
Jednak roéznice pomiedzy grupa pacjentéw hemodializowanych a pozostalymi
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Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami:

TIMP-1 [ng/mL] P=0,000
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Rycina 31. Zmiany stezenn TIMP-1 w surowicy krwi w badanych grupach.
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Tabela 21. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej

zaleznej TIMP-1

TIMP-1 [ng/mL] HV CvD CKD1-2 CKD3-4 CKD5A CKD5B
HV NS 0,018 0,000 0,008 NS
CVD NS NS 0,006 NS NS
CKD1-2 0,018 NS NS NS NS
CKD3-4 0,000 0,006 NS NS NS
CKD5A 0,008 NS NS NS NS
CKD5B NS NS NS NS NS

Wyrézniono wartos¢ B gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym pozio-
mie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupa-
mi w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa.



grupami byly statystycznie nieistotne z jednym wyjatkiem, tj. r6znica pomiedzy
CKD5A a HV. Wyniki analizy poréwnawczej stezen TIMP-1 we wszystkich bada-
nych grupach zostaly przedstawione na rycinie 30. i w tabeli 21.

Wielkos¢ wskaznika MMP-9/TIMP-1

Analiza poréwnawcza wskaznika MMP-9/TIMP-1 w badanych grupach wykazata
statystycznie istotny wzrost jego wartosci wsrod pacjentéw hemodializowanych,
ktorzy zmarli w czasie rocznej obserwacji. Z kolei istotnie obnizone wartosci tego
wskaznika zaobserwowano w grupach CKD1-2 i CKD3-4. Wyniki przedstawio-
no na rycinie 32., 33. 1 w tabeli 22.

Zestawienie wynikow badan uktadu MMP-9 i TIMP-1 w badanych grupach
zostalo przedstawione na rycinie 32. Zauwazalne byty dwa wyrazne wzrosty ste-
zenia MMP-9. Jeden z nich (mniejszy) dotyczyl grupy CVD, a drugi (wigkszy)
grupy CKD5B. Przy czym réznice pomiedzy tymi grupami w zakresie stezen
MMP-9 i TIMP-1 byty statystycznie nieistotne.

Za pomocg metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo
przezycia. Ci spo$rod chorych dializowanych, tj. chorych z grupy CKD5, ktérzy
charakteryzowali si¢ wyzszymi lub réwnymi medianie wielko$ciami wskaznika
MMP-9/TIMP-1 w poréwnaniu do pozostatych chorych tej grupy, charaktery-
zowali si¢ obnizong przezywalnoscia (log-rank test, P = 0,001). Wykres funkcji
przezycia w grupie pacjentow dializowanych, w zaleznosci od wielkosci wskazni-
ka MMP-9/TIMP-1 zostal przedstawiony na rycinie 34.

' |Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réZnice pomiedzy grupami: MMP-3/TIMP-1 P=0,000

MMP-9ITIMP-1

HV CvVD CKD1-2 CKD3-4 CKD5A  CKD:B : n
+ Srednia
grupy T Sredniat0 95 Przedz. ufn.

Rycina 32. Zmiany wielkoéci wskaznika MMP-9/TIMP-1 w badanych grupach.
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Srednia; Was: Srednia+0 95 Przedz. ufn.  [Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami.
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Rycina 33. Zestawienie wynikéw badan uktadu MMP-9 i TIMP-1 w badanych grupach.
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Rycina 34. Wykres funkcji przezycia chorych hemodializowanych w zaleznosci od wielkosci wskazni-
ka MMP-9/TIMP-1. Wielko$¢ grupujaca dla MMP-9/TIMP-1 zostata dobrana w oparciu o wyliczona
mediane wartoéci tego wskaznika dla calej grupy CKD5 = 4,06. Linia przerywana jest charaktery-
styczna dla chorych grupy CKD5, ktérych wielko$¢ wskaznika byla nizsze od mediany. Z kolei linia
ciggta ukazuje kumulowang proporcje¢ przezycia dla chorych, ktorych wielko$¢ wskaznika byla wyzsza
lub réwna medianie. Réznice pomiedzy grupami byly istotne statystycznie (test log-rank) P = 0,001.



Tabela 22. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej MMP-9/TIMP-1

PT4|T4|;-91/ HY CVD CKD1-2 | CKD3-4 | CKDSA CKD5B
HV 0,000 NS NS NS 0,000
CVD 0,000 0,000 0,000 NS NS
CKD1-2 NS 0,000 NS NS 0,000
CKD3-4 NS 0,000 NS NS 0,000
CKD5A NS NS NS NS 0,04
CKDSB | 0,000 NS 0,000 0,000 0,04

Wyrézniono wartos¢ B, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym po-
ziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocq testu Kruskala-
-Wallisa.

Na podstawie wynikow zawartych w tabeli przezycia (Tabela 23) oraz analizy
regresji proporcjonalnego hazardu Coxa (Tabela 24) mozna wywnioskowa¢, ze
chory z podwyzszonym wskaznikiem MMP-9/TIMP-1 (mediana > 4,06) w suro-
wicy krwi ma zdecydowanie mniejsze szanse na przezycie w pordwnaniu z oso-
ba hemodializowang, ktora charakteryzuje si¢ nizszymi wskaznikami. I tak na
przyklad 12 miesiecy przezyje 100% chorych z nizszym wskaznikiem, a jedynie
47,4% chorych z wyzszymi wartosciami tego wskaznika. Wspdtczynnik hazardu
jest rowny 1,179, co oznacza, ze ci pacjenci dializowani, ktérzy charakteryzuja
sie wyzszymi warto$ciami wskaznika MMP-9/TIMP-1 maja 1,179 razy wyzsze
ryzyko zgonu w poréwnaniu z chorymi dializowanymi, ktérych wartodci tego
wskaznika sg nizsze niz mediana.

Tabela 23. Przezycie w grupie chorych hemodializowanych w zaleznoéci od wielkosci mediany
wskaznika MMP-9/TIMP-1

Przezycie [miesigce]
1 ] 2 [ s [ 8 [ 9 [ w0 | 1| n
MMP-9/ | <4,06 100%
TIMP-1 | >4,06 | 947% | 895 | 842 | 61,8% | 57,8%

52,6%

47,4%

Tabela 24. Przedstawienie wynikéw regresji proporcjonalnego hazardu Coxa dla wskaznika
MMP-9/TIMP-1

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa Chi2 = 9,119, P = 0,0025

Btad Beta 95% | Beta 95% | Wart| Wald

standardowy| dolna gorna t | Statyst. P HR 95% Cl

Zmienna | Beta

MMP-9/

TIMP-1 0,165 0,049 0,068 0,261 |3,33] 11,32 | 0,0007 | 1,179 | 1,071-1,298

95% CI - 95% przedziat ufnosci, HR - wspétczynnik hazardu.
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Analiza zalezno$ci pomigdzy wskaznikiem MMP-9/TIMP-1 a wybranymi pa-
rametrami (Tabela 25) ujawnita istnienie dodatnich korelacji pomiedzy wielko-
$cig badanego wskaznika a nadci$nieniem tetniczym, czasem leczenia dializami,
grubodcig blaszki miazdzycowej oraz stezeniem ferrytyny. Z kolei odwrotne za-
leznosci odnotowano pomiedzy wielko$cia wskazniki MMP-9/TIMP-1 a lecze-
niem statynami i ACEI, glikemia, stezeniem triacylogliceroli, catkowitym chole-
sterolem, HDL i LDL cholesterolem. Nie zaobserwowano natomiast istotnych za-
leznosci pomiedzy wielkoscig wskaznika a adekwatnoscig dializ, stezeniem HGB,
wielkoscig HCT, stezeniem Fe, albumin, biatka calkowitego, wapnia catkowitego,
iPTH oraz wielkosciag eGFR.

Tabela 25. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomig¢dzy wielko$cia wskaznika MMP-9/TIMP-1
w surowicy krwi a wybranymi parametrami

Parametr r P
nadcisnienie tetnicze 0,25 0,00
czas leczenia dializami [miesigce] 0,34 0,00
adekwatnos$¢ dializy -0,00 NS
IMT [mm)] 0,37 0,00
leczenie statynami -0,24 0,01
leczenie ACEI -0,23 0,01
glukoza [mg/dL] 0,27 0,00
HGB [g/dL] 20,07 NS
HCT [%] -0,15 NS
Fe [umol/L] -0,17 NS
ferrytyna [ng/mL] 0,40 0,003
triacyloglicerole [mg/dL] -0,23 0,04
catkowity cholesterol [mg/dL] -0,34 0,00
HDL cholesterol [mg/dL] -0,43 0,00
LDL cholesterol [mg/dL] -0,24 0,03
albuminy [g/dL] -0,19 NS
biatko catkowite [g/dL] -0,09 NS
wapn catkowity [mg/dL] 0,01 NS
iPTH [pg/mL] 0,01 NS
eGFR [ml/min/1,73m2] -0,13 NS

Wyrézniono wartos¢ B, gdy korelacje pomiedzy wielkoscig wskaznika MMP-9/TIMP-1 a wybranym
parametrem byly statystycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; 1 -
wspolczynnik korelacji Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.

W celu oceny zmienno$ci MMP-9/TIMP-1 wykonano analize regresji wielo-
czynnikowej metoda krokowa postepujaca, uwzgledniajac nastepujace zmienne:
wiek, BMI, nadcis$nienie tetnicze, czas leczenia HD, adekwatnos¢ dializy, IMT,
leczenie statynami, leczenie ACEI, glukoza, HGB, HCT, Fe, ferrytyna, triacylogli-
cerole, catkowity cholesterol, albuminy, biatko catkowite, wapn catkowity, iPTH,
eGFR, mocznik i uzyskano model, w ktérym znalaz! si¢ jedynie wiek, ktory thu-



maczyl zmienno$¢ wskaznika MMP-9/TIMP-1 w 58,2% (R* = 58,2%, blad stan-
dardowy estymacji = 40,678 P = 0,000).

Asymetryczna dimetyloarginina (ADMA)

Na podstawie analizy wynikow zebranych w tabeli 19. i przedstawionych na ry-
cinie 35. wida¢ wyraznie, ze najwyzsze stezenie ADMA w surowicy krwi wyka-
zywali chorzy z grupy CKD 3-4, CKD5A i CKD5B, cho¢ nie odnotowano sta-
tystycznie istotnych réznic pomiedzy tymi grupami (Tabela 26). Roznice zna-

2.8 —-—'Wynik testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami: ADMA [umol/L] P=0,00{]|

26 ¢

24 ¢
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20 ¢

ADMA [umoliL]
=

0.8 ¢

06

0.4

CKD1-2 CKD3-4 CKD5A CKD5B
grupy

Hv CvD = $rednia
T Sredniaz0,95 Przedz. ufn.

Rycina 35. Zmiany stezen ADMA w badanych grupach.

Tabela 26. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej ADMA

ADMA HV cvD CKD1-2 | CKD3-4 | CKDSA CKD5B
[umo/L]
HV NS NS 0,000 0,000 0,000

cvD NS NS 0,000 0,000 0,000
CKD1-2 NS NS 0,000 0,000 0,000
CKD34 | 0,000 0,000 0,000 NS NS
CKDSA | 0,000 0,000 0,000 NS NS
CKDSB | 0,000 0,000 0,000 NS NS

Wyrézniono wartos¢ B, gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym po-
ziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocq testu Kruskala-
-Wallisa, P = 0,0000.
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mienne statystycznie zaobserwowano pomiedzy grupami HV, CVD a pacjenta-
mi z grup CKD3-4, CKD5A i CKD5B. Ogdlnie zauwazalna byla tendencja do
wyzszych stezen ADMA wsrdd pacjentéw z wyraznie zaznaczong uposledzona
funkcja nerek. Istotna zaleznos¢ stezen ADMA od stopnia uposledzenia funkcji
nerek (P = 0,000, r = -0,707) zostala przedstawiona na rycinie 36.

Korelacja: r= - 7073
60 . . .

30t

ADMA [umoliL]

20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 0 30 60
eGFR [mL/min/1,73m?]

Rycina 36. Wykres rozrzutu wraz histogramami i zaznaczonym przerywanymi liniami 95% prze-
dzialem ufnosci, przedstawiajacy ujemna korelacje pomiedzy stezeniem ADMA [umol/L] a wiel-
koscig eGFR [mL/min/1,73m?].

Analiza zaleznosci pomiedzy stezeniem ADMA a wybranymi parametrami
(Tabela 27) ujawnila istnienie dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem ADMA
w surowicy krwi a czasem leczenia dializami, gruboscig blaszki miazdzycowej
oraz stezeniem ferrytyny i iPTH. Z kolei odwrotne zaleznosci odnotowano po-
miedzy stezeniem ADMA a leczeniem statynami, HGB, HCT, calkowitym chole-
sterolem, HDL i LDL cholesterolem oraz wielko$cig eGFR. Nie zaobserwowano
natomiast istotnych zaleznosci pomigdzy wielkosci3 ADMA a nadci$nieniem
tetniczym, adekwatnoscia dializ, leczeniem ACEI, glikemia, stezeniem triacylo-
gliceroli, albumin, biatka calkowitego i wapnia catkowitego.

Analiza zaleznosci pomigdzy stezeniem ADMA a wybranymi parametrami
(Tabela 27) ujawnila istnienie dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem ADMA
w surowicy krwi a czasem leczenia dializami, gruboscig blaszki miazdzycowej
oraz stezeniem ferrytyny i iPTH. Z kolei odwrotne zaleznosci odnotowano po-
miedzy stezeniem ADMA a leczeniem statynami, HGB, HCT, calkowitym chole-



sterolem, HDL i LDL cholesterolem oraz wielko$cig eGFR. Nie zaobserwowano
natomiast istotnych zaleznosci pomiedzy wielkosciag ADMA a nadci$nieniem
tetniczym, adekwatnoscia dializ, leczeniem ACEI, glikemia, st¢zeniem triacylo-
gliceroli, albumin, biatka calkowitego i wapnia catkowitego.

Tabela 27. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomiedzy stezeniem ADMA w surowicy krwi a wy-
branymi parametrami

Parametr r P
nadcis$nienie tetnicze -0,14 NS
czas leczenia dializami [miesigce] 0,47 0,00
adekwatnos$¢ dializy 0,14 NS
IMT [mm)] 0,48 0,00
leczenie statynami -0,20 0,03
leczenie ACEI -0,02 NS
glukoza [mg/dL] -0,05 NS
HGB [g/dL] -0,45 0,00
HCT [%] -0,49 0,00
Fe [umol/L] -0,36 0,00
ferrytyna [ng/mL] 0,59 0,00
triacyloglicerole [mg/dL] -0,18 NS
catkowity cholesterol [mg/dL] -0,26 0,02
HDL cholesterol [mg/dL] -0,25 0,03
LDL cholesterol [mg/dL] -0,22 0,04
albuminy [g/dL] -0,10 NS
biatko catkowite [g/dL] -0,40 NS
wapn catkowity [mg/dL] 0,19 NS
iPTH [pg/mL] 0,55 0,00
eGFR [ml/min/1,73m?] -0,71 0,00

Wyrézniono wartos¢ B, gdy korelacje pomiedzy stezeniem ADMA a wybranym parametrem byly sta-
tystycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; r — wspotczynnik kore-
lacji Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.

W celu oceny zmienno$ci ADMA wykonano analiz¢ regresji wieloczynni-
kowej metoda krokowa postepujaca, uwzgledniajac nastgpujace zmienne: wiek,
BMI, nadci$nienie tetnicze, czas leczenia HD, adekwatnos¢ dializy, IMT, leczenia
statynami, leczenie ACEI, glukoza, HGB, HCT, Fe, ferrytyna, triacyloglicerole,
catkowity cholesterol, albuminy, biatko catkowite, wapn catkowity, iPTH, eGFR,
mocznik i uzyskano model, w ktérym znalaz! si¢, podobnie jak to byto w przy-
padku wskaznika MMP-9/TIMP-1, jedynie wiek, ktéry ttumaczyt zmiennos¢
ADMA w 10,7% (R* = 10,7%, btad standardowy estymacji = 13,0 P = 0,000).

Za pomocg metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo prze-
zycia. Ci spo$réd chorych dializowanych, tj. chorych z grupy CKD5, ktérzy cha-
rakteryzowali si¢ wyzszymi lub réwnymi medianie stezeniami ADMA w suro-
wicy krwi w poréwnaniu do pozostatych chorych tej grupy, charakteryzowali si¢
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obnizong przezywalnoscig (test log-rank, P = 0,001). Wykres funkcji przezycia
w grupie pacjentéw dializowanych, w zaleznosci od wielkosci stezenia ADMA,
zostal przedstawiony na rycinie 37.

Na podstawie wynikow zawartych w tabeli przezycia (Tabela 28) oraz analizy
regresji proporcjonalnego hazardu Coxa (Tabela 29) mozna wywnioskowac, ze
chory z podwyzszonym stezeniem ADMA (mediana > 1,775) w surowicy krwi
ma zdecydowanie mniejsze szanse na przezycie w pordwnaniu z osobg hemo-
dializowang, ktora charakteryzuje si¢ nizszymi stezeniami. I tak na przykiad 12
miesigcy przezyje 100% chorych z nizszym stezeniem ADMA, a jedynie 61,5%
chorych z wyzszymi stezeniami ADMA. Wspoélczynnik hazardu jest réowny 3,95,
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Rycina 37. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zalezno$ci od wielko$ci steze-
nia ADMA. Wielko$¢ grupujaca dla ADMA zostata dobrana w oparciu o wyliczong mediang war-
tosci tego wskaznika dla catej grupy CKD5 = 1,775 umol/L. Linia ciagla jest charakterystyczna dla
chorych grupy CKDS5, ktorych wielko$¢ wskaznika byla nizsze od mediany. Z kolei linia przerywa-
na ukazuje kumulowang proporcje przezycia dla chorych, ktérych stezenia ADMA byly wyzsze lub
réwne medianie. Réznice pomiedzy grupami byly istotne statystycznie (test log-rank) P = 0,001.

Tabela 28. Przezycie w grupie chorych hemodializowanych w zaleznoéci od wielkosci mediany
ADMA

Przezycie [miesigce]
1 [ 2 [ s [ 8 | 9 [ 10 ] n [ n
ADMA | <1775 100%
[umol/L] | >1,775 | 96,1% | 92,3 | 884 | 76,9% | 69,2% | 653% 61,5%




Tabela 29. Przedstawienie wynikow regresji proporcjonalnego hazardu Coxa dla ADMA

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa Chi2 = 7,98, P = 0,005
. Btad Beta 95% | Beta 95% | Wart | Wald o
Zmienna | Beta standardowy dolna goérna t | Statyst. P HR 95%Cl
ADMA | 1,37 0,82 -0,23 2,97 1,67 | 2,81 |0,01]3,95|0,79-19,65

95% CI - 95% przedziat ufnosci, HR - wspotczynnik hazardu.

co oznacza, ze ci pacjenci dializowani, ktorzy charakteryzowali si¢ wyzszymi
stezeniami ADMA wykazywali 3,95 razy wyzsze ryzyko zgonu w poréwnaniu
z chorymi dializowanymi, ktérych stezenia ADMA byly nizsze od mediany wy-
znaczonej dla calej grupy CKD5.

Mieloperoksydaza (MPO)

Najwyzszymi stezeniami MPO w surowicy krwi charakteryzowali si¢ chorzy
z grupy CKD5B, cho¢ nie byto statystycznie istotnych réznic miedzy grupa-
mi pacjentéw hemodializowanych. Pacjenci z grupy CVD mieli zauwazalnie
wyzsze stezenia MPO w poréwnaniu do oséb HV i CKD1-2, lecz nie réz-
nity si¢ one znamiennie statystycznie w stosunku do wynikéw uzyskanych
w grupach CKD3-4 oraz CKD5B. Wida¢ natomiast byto tendencj¢ zmian
stezenia MPO w zaleznosci od stopnia uposledzenia funkcji nerek (CKD5B-
-CKD5B>CKD3-4>CKD1-2). Wyniki zostaly przedstawione na rycinie 38.
i w tabeli 28. Istnienie zaleznosci pomiedzy stezeniem MPO a wielko$cia

= Wynik testu Kruskala-Wallisa, roZznice pomiedzy grupami: MPO [ug/L] P=0,000|
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Rycina 38. Zmiany stezen MPO w badanych grupach.
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eGFR potwierdzono wykrywajac odwrotng, statystycznie istotna, zalezno$¢
pomiedzy tymi parametrami (P = 0,000, r = -0,48), ktdra zostala przedsta-
wiona na rycinie 39.

Analiza zaleznosci pomiedzy stezeniem MPO a wybranymi parametra-
mi (Tabela 29) ujawnila istnienie dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem

Tabela 28. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej MPO

MPO [ug/L] HvV CVvD CKD1-2 CKD3-4 CKDS5A CKD5B
HV 0,003 NS 0,003 0,000 0,000
CVD 0,003 NS NS NS 0,003
CKD1-2 NS NS NS 0,002 0,000
CKD3-4 0,003 NS NS NS 0,022
CKDS5A 0,000 NS 0,002 NS NS
CKD5B 0,000 0,003 0,000 0,022 NS

Wyrézniono wartos¢ B, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zaloZonym po-
ziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocg testu Kruskala-
-Wallisa.
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Rycina 39. Wykres rozrzutu wraz histogramami i zaznaczonym przerywanymi liniami 95% prze-
dziatem ufnosci przedstawiajacy ujemna korelacje pomiedzy stezeniem MPO [ug/L] a wielko$cig
eGFR [mL/min/1,73m?].



MPO w surowicy krwi a czasem leczenia dializami, gruboscia blaszki miaz-
dzycowej oraz stezeniem ferrytyny. Z kolei odwrotne zaleznosci odnotowano
pomiedzy stezeniem MPO a leczeniem ACEI, HGB, HCT, Fe, calkowitym
cholesterolem, HDL i LDL cholesterolem, stezeniem albumin oraz wielko$cia
eGFR. Nie zaobserwowano natomiast istotnych zaleznosci pomiedzy wiel-
koscia MPO a nadci$nieniem tetniczym, adekwatnoscig dializ, leczeniem
statynami, glikemia, st¢zeniem triacylogliceroli, biatka calkowitego, wapnia
calkowitego i iPTH.

Za pomocg metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo prze-
zycia. Podzielono chorych z grupy CKD5 w zaleznosci o stezenia MPO na dwie
grupy, tj. jedna ze stezeniami mniejszymi od mediany (wyliczonej dla calej grupy
CKD5 = 2352 ug/L), druga to chorzy wykazujacy stezenia wyzsze lub réwnie me-
dianie. Okazalo sig, Ze nie bylo istotnych réznic pomig¢dzy grupami odnosnie do
prawdopodobienstwa przezycia (test log rank P = 0,31), co zostalo przedstawione
na rycinie 40.

Tabela 29. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomiedzy stezeniem MPO w surowicy krwi a wy-

branymi parametrami

Parametr r P
nadcisnienie tetnicze 0,18 NS
czas leczenia dializami [miesigce] 0,45 0,00
adekwatnos¢ dializy -0,02 NS
IMT [mm] 0,30 0,00
leczenie statynami -0,06 NS
leczenie ACEI -0,19 0,04
glukoza [mg/dL] 0,05 NS
HGB [g/dL] -0,28 0,00
HCT [%] -0,31 0,00
Fe [umol/L] -0,31 0,03
ferrytyna [ng/mL] 0,34 0,01
triacyloglicerole [mg/dL] 0,00 NS
catkowity cholesterol [mg/dL] -0,22 0,05
HDL cholesterol [mg/dL] -0,29 0,017
LDL cholesterol [mg/dL] -0,22 0,05
albuminy [g/dL] -0,33 0,02
biatko catkowite [g/dL] -0,20 NS
wapn catkowity [mg/dL] -0,08 NS
iPTH [pg/mL] 0,18 NS
eGFR [ml/min/1,73m?] -0,48 0,00

Wyrézniono wartosé B, gdy korelacje pomiedzy stezeniem MPO a wybranym parametrem byly staty-
stycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; r — wspétczynnik korelacji
Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.
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Rycina 40. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zaleznosci od wielkosci ste-
zenia MPO. Wielko$é¢ grupujaca dla MPO zostata dobrana w oparciu o wyliczong mediane stezen
MPO dla calej grupy CKD5 = 2352 pg/L. Linia ciagla jest charakterystyczna dla chorych grupy
CKD5, ktorych stezenia byly nizsze od mediany. Z kolei linia przerywana ukazuje kumulowang
proporcje przezycia dla chorych, ktdrych stezenia byly wyzsze lub réwne medianie. Rdznice po-
miedzy grupami byly nieistotne statystycznie (test log-rank) P = 0,31.

Paraoksonaza-1 (PON-1)

Stezenie PON-1 w surowicy badanych oséb obnizalo si¢ zdecydowanie w mia-
re narastania progresji nerek, co zostalo pokazane na rycinie 41. i w tabeli 30.
Istotna statystycznie dodatnia korelacja (P = 0,00, r = 0,80) pomiedzy wielkoscia
eGFR a stezeniem PON-1 potwierdza istnienie tej zaleznosci (Rycina 42). Najniz-
sze stezenia PON-1 obserwowano wsrod chorych hemodializowanych. Z kolei
na wczesnych etapach choroby nerek (CKD1-2) obserwowano podobne stezenia
PON-1 w grupach CKD1-2 i CVD.

Analiza zalezno$ci pomiedzy stezeniem PON-1 a wybranymi parametrami
(Tabela 31) ujawnila istnienie dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem PON-1
w surowicy krwi a HGB, HCT, Fe, HDL-cholesterolem, biatkiem calkowitym
i wielkoscia eGFR. Z kolei odwrotne zaleznosci odnotowano pomiedzy steze-
niem PON-1 a nadci$nieniem tetniczym, czasem leczenia dializami, gruboscia
blaszki miazdzycowej, stezeniem ferrytyny oraz stezeniem iPTH. Nie zaobser-
wowano natomiast istotnych zaleznosci pomiedzy wielkosciag PON-1 a adekwat-
noscig dializ, leczeniem statynami, leczeniem ACEI, glikemia, stezeniem triacy-
logliceroli, calkowitego cholesterolu, LDL-cholesterolu, stezeniem albumin oraz
wapnia catkowitego.
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Rycina 41. Zmiany stezen PON-1 w badanych grupach.
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Rycina 42. Wykres rozrzutu wraz histogramami i zaznaczonym przerywanymi liniami 95% prze-
dziatem ufnosci, przedstawiajacy dodatnig korelacje pomigdzy stezeniem PON-1 [ug/mL] a wiel-
koscig eGFR [mL/min/1,73m?].
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Tabela 30. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej PON-1

PON-1 [pmol/mL] HV CVD CKD1-2 CKD3-4 CKD5A CKD5B
HV NS 0,03 0,000 0,000 0,000
CVD NS NS 0,000 0,000 0,000
CKD1-2 0,03 NS 0,04 0,000 0,000
CKD3-4 0,000 0,000 0,000 NS NS
CKDS5A 0,000 0,000 0,000 NS NS
CKD5B 0,000 0,000 0,000 NS NS

Wyrézniono wartos¢ B, gdy roznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym po-
ziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy
grupami w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocq testu Kruskala-
-Wallisa.

Tabela 31. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomigdzy stezeniem PON-1 w surowicy krwi a wy-

branymi parametrami

Parametr r P
nadcisnienie tetnicze -0,25 0,007
czas leczenia dializami [miesigce] -0,42 0,00
adekwatnos$¢ dializy 0,09 NS
IMT [mm] -0,43 0,00
leczenie statynami 0,078 NS
leczenie ACEI -0,00 NS
glukoza [mg/dL] 0,06 NS
HGB [g/dL] 0,55 0,00
HCT [%] 0,59 0,00
Fe [umol/L] 0,63 0,00
ferrytyna [ng/mL] -0,436 0,00
triacyloglicerole [mg/dL] 0,09 NS
catkowity cholesterol [mg/dL] 0,16 NS
HDL cholesterol [mg/dL] 0,29 0,01
LDL cholesterol [mg/dL] 0,03 NS
albuminy [g/dL] 0,11 NS
biatko catkowite [g/dL] 0,43 0,00
wapn catkowity [mg/dL] -0,15 NS
iPTH [pg/mL] -0,57 0,00
eGFR [ml/min/1,73m?] 0,80 0,00

Wyrézniono wartosc B, gdy korelacje pomiedzy stezeniem PON-1 a wybranym parametrem byly staty-
stycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; r — wspétczynnik korelacji
Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.

Za pomocg metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo
przezycia. Ci spo$rod chorych dializowanych, tj. chorych z grupy CKD5, ktérzy
charakteryzowali si¢ nizszymi od mediany stezeniami PON-1 w surowicy krwi
w poréwnaniu do pozostalych chorych tej grupy, charakteryzowali si¢ obnizo-



ng przezywalnoscig (test log-rank, P = 0,006). Wykres funkgcji przezycia w gru-
pie pacjentdéw dializowanych, w zaleznosci od wielkosci stezenia PON-1, zostal
przedstawiony na rycinie 43.

Na podstawie wynikow zawartych w tabeli przezycia (Tabela 32) oraz analizy
regresji proporcjonalnego hazardu Coxa (Tabela 33) mozna wywnioskowac, ze
chory z obnizonym stezeniem PON-1 (mediana < 0,07 umol/mL) w surowicy
krwi ma zdecydowanie mniejsze szanse na przezycie w poréwnaniu z osobg he-
modializowang, ktéra charakteryzuje sie¢ wyzszymi stezeniami. I tak na przyklad
11 miesiecy przezyje 86,6% chorych z wyzszymi stezeniami PON-1, a jedynie
33,3% chorych z nizszymi stezeniami PON-1. Wspoétczynnik hazardu jest réwny
6,85, co oznacza, ze ci pacjenci dializowani, ktdrzy wykazywali stezenia PON-1

09+

08¢

07 ¢

06

05+

Prawdopodobienstwo przezycia

04t

03¢

0.2

¢ 2z 4 &8 1012 M poNg<0,07 umolimL
Czas trwania obserwacji [miesigce] = = PON-1 > lub = 0,07 umol/mL

Rycina 43. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zalezno$ci od wielkosci ste-
zenia PON-1. Wielko$¢ grupujaca dla PON-1 zostala dobrana w oparciu o wyliczona mediane
wartosci tego wskaznika dla calej grupy CKD5 = 0,07 umol/mL. Linia ciagta jest charakterystyczna
dla chorych grupy CKDS5, ktorych wielkosci wskaznika byly nizsze od mediany. Z kolei linia prze-
rywana ukazuje kumulowang proporcje przezycia dla chorych, ktérych stezenia byly wyzsze lub
réwne medianie. R6znice pomiedzy grupami byly istotne statystycznie (test log-rank) P = 0,006.

Tabela 32. Przezycie w grupie chorych hemodializowanych w zaleznoéci od wielkosci mediany
PON-1

Przezycie [miesigce]
1 2 [ s | 8 | 9 10 [ 11 | 1n
PON-1 | 20,07 93,3% 86,6%
[umol/mL] | <0,07 91,6% | 83,3% | 66,6% 41,6% | 33,3%
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Tabela 33. Przedstawienie wynikow regresji proporcjonalnego hazardu Coxa dla PON-1

Regresja proporcjonalnego hazardu Coxa Chi2 = 7,62, P = 0,005

Btad Beta 95% | Beta 95% | Wart | Wald p HR 95%Cl

zmienna | Beta .
standardowy | dolna gorna t | Statyst.

PON-1 | 1,9 0,79 0,36 3,486 | 2,41 | 583 | 0,01 | 6,85 | 1,43-32,66

95% CI - 95% przedziat ufnosci, HR - wspotczynnik hazardu.

nizsze charakteryzowali si¢ 6,85 razy wyzszym ryzykiem zgonu w poréwnaniu
z chorymi dializowanymi, ktérych stezenia PON-1 byly wyzsze lub réwne me-
dianie wyznaczonej dla calej grupy CKD5.

6.1.4. Ocena ryzyka sercowo-naczyniowego

N — koricowy propeptyd natriuretyczny typu B (NT-proBNP)
W badanej populacji najwyzszymi stezeniami NT-proBNP w surowicy krwi charak-
teryzowali si¢ pacjenci z zaawansowang chorobg nerek. Poczawszy od CKD3-4 az
do grupy CKD5B chorzy mieli statystycznie istotne wyzsze stezenia w poréwnaniu
z osobami HV, CVD i CKD1-2 (Tabela 34). Na rycinie 44. i na podstawie analizy po-
réwnan wielokrotnych (Tabela 35) wida¢ takze wyraznie, ze réznice pomiedzy HV
i CVD cho¢ nie wykazywaly znamiennosci statystycznej (P = 0,053) byly zauwazalne.
Nie odnotowano statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupami CVD i CKD1-2.
Analiza zalezno$ci pomiedzy stezeniem NT-proBNP a wybranymi parametra-
mi (Tabela 36) ujawnila istnienie dodatnich korelacji pomiedzy stezeniem NT-
-proBNP w surowicy krwi a czasem leczenia dializami, grubos$cig blaszki miaz-
dzycowej, stezeniem ferrytyny i iPTH. Z kolei odwrotne zalezno$ci odnotowano
pomiedzy stezeniem NT-proBNP a stezeniem HGB, wielkoscig HCT, st¢zeniem
triacylogliceroli, catkowitym cholesterolem i LDL cholesterolem, st¢zeniem biat-
ka catkowitego oraz wielkoécia eGFR. Nie zaobserwowano natomiast istotnych
zalezno$ci pomiedzy wielkoscia NT-proBNP a nadcisnieniem tetniczym, ade-
kwatnoscig dializ, leczeniem statynami, leczeniem ACEI, glikemig, stezeniem Fe,
HDL-cholesterolu, albumin i wapnia catkowitego.

Tabela 34. Poréwnanie stezenia NT-proBNP w poszczegolnych grupach badawczych

Grupa pacjentéw z PChN
Zmienna HV CVD CcKD CKDS b
CKD1-2 | CKD3-4 CKD3A ‘ CKDSE
NT-proBNP| 9,35 | 44,92 | 46,92 131,34 224,05 £ 102,81 0,00
[fmol/mL] | +3,94 | £35,96| 38,23 | £103,108 | 221,46 + 108,82 ‘ 243,77 £93,78 | 0,00

Wyniki przedstawione jako Srednia + SD. Dla poréwnan pomiedzy wszystkimi grupami stosowano
test Kruskala-Wallisa. *Wyrézniono wartos¢ B, gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istot-
ne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05;



Za pomoca metody Kaplana-Meiera oszacowano prawdopodobienstwo przezycia.
Podzielono chorych z grupy CKD5 w zaleznosci od stezenia NT-proBNP na dwie gru-
pY; tj. jedna ze stezeniami mniejszymi od mediany (wyliczonej dla calej grupy CKD5
= 197,15 fmol/mL), druga to chorzy wykazujacy stezenia wyzsze lub réwne medianie.
Okazalo sig, ze nie bylo istotnych réznic pomiedzy grupami odnosnie do prawdopo-
dobienstwa przezycia (test log rank P = 0,20), co zostalo przedstawione na rycinie 45.

Tabela 35. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej Nt-proBNP

NT-proBNP [fmol/mL] HV CVD CKD1-2 | CKD3-4 CKD5A | CKD5B
HV NS 0,03 0,000 0,000 0,000
CVD NS NS 0,017 0,000 0,000
CKD1-2 0,03 NS 0,029 0,000 0,000
CKD3-4 0,000 0,000 0,029 NS NS
CKD5A 0,000 0,000 0,000 NS NS
CKD5B 0,000 0,000 0,000 NS NS

Wyrézniono wartos¢ B gdy réznice pomiedzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym pozio-
mie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupa-
mi w zakresie analizowanego parametru. Analizg przeprowadzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa.

Tabela 36. Jednoczynnikowa analiza korelacji pomigdzy stezeniem NT-proBNP w surowicy krwi

a wybranymi parametrami

Parametr r P
nadcisnienie tgtnicze 0,06 NS
czas leczenia dializami [miesigce] 0,45 0,00
adekwatnos¢ dializy 0,07 NS
IMT [mm] 0,29 0,00
leczenie statynami -0,09 NS
leczenie ACEI -0,08 NS
glukoza [mg/dL] -0,09 NS
HGB [g/dL] -0,41 0,00
HCT [%] -0,46 0,00
Fe [umol/L] -0,25 NS
ferrytyna [ng/mL] 0,46 0,00
triacyloglicerole [mg/dL] -0,24 0,03
catkowity cholesterol [mg/dL] -0,30 0,00
HDL cholesterol [mg/dL] -0,08 NS
LDL cholesterol [mg/dL] -0,30 0,00
albuminy [g/dL] -0,23 NS
biatko catkowite [g/dL] -0,34 0,01
wapn catkowity [mg/dL] 0,14 NS
iPTH [pg/mL] 0,52 0,00
eGFR [ml/min/1,73m?] -0,64 0,00

Wyrézniono wartos¢ B, gdy korelacje pomiedzy stezeniem NT-proBNP a wybranym parametrem byly
statystycznie istotne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05; r - wspotczynnik
korelacji Pearsona, NS - oznacza brak istotnosci statystycznej.
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Rycina 44. Zmiany stezenn Nt-proBNP w badanych grupach.
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Rycina 45. Wykres funkeji przezycia chorych hemodializowanych w zaleznosci od wielkosci ste-
zenia NT-proBNP. Wielko$¢ grupujaca dla NT-proBNP zostala dobrana w oparciu o wyliczona
mediane stezent NT-proBNP dla calej grupy CKD5 = 197,15 fmol/mL. Linia ciagla jest charaktery-
styczna dla chorych grupy CKD5, ktdrych stezenia byly nizsze od mediany. Z kolei linia przerywa-
na ukazuje kumulowang proporcj¢ przezycia dla chorych, ktérych stezenia byly wyzsze lub réwne
medianie. Roznice pomiedzy grupami byly nieistotne statystycznie (test log-rank) P = 0,20.



6.2. Badania proteomiczne

6.2.1. Wstepne wyniki

Wstepne wyniki przeprowadzone na osoczu 4 0séb — najbardziej
charakterystycznych przedstawicieli grup HV, CVD, CKD1-2 i CKD5

Badania wykonane zostaly przez dr M. Luczak w ramach przygotowania grantu nr
NN 402 2098 33

Wstepne wyniki uzyskane na podstawie analiz proteomu w grupie 4 oséb, ktdre
zakwalifikowano do czterech grup, tj. HV, CVD, CKD1-2 i CKD5. Ogélna cha-
rakterystyka tych osob z uwzglednieniem wywiadu i podstawowych parametréw
laboratoryjnych zostala przedstawiona w tabeli 3.

W ramach tych badan dokonano wstepnych poréwnan profiléw biatkowych
osocza 0sob bedacych przedstawicielami czterech grup badawczych. Profile bial-
kowe czterech osob zostaly przedstawione na rycinie 46.

Na podstawie wykonanych wstepnych analiz proteoméw zauwazono istotne
réznice pomiedzy badanymi profilami bialek. Stalo si¢ to gtéwna motywacja do
podjecia dalszych badan.
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Rycina 46. Por6wnanie profilow biatkowych osocza zdrowego ochotnika (HV), chorego z zaawan-
sowang postacig miazdzycy (CVD), chorego w stadium I przewleklej choroby nerk (eGFR 81,7
ml/min/1,73m?) (CKD1-2) i chorego w okresie schytkowej niewydolnosci nerek leczonego od 5
lat przewlekla powtarzang hemodializg (CKD5), strzatka pokazuje dodatkows izoforme albuminy
u chorego (CVD).
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Szczegdlnie istotne roznice zanotowano w przypadku osocza pacjenta dializo-
wanego (CKD?5), u ktérego akumulacja bialek byla niska.

Ponadto, zidentyfikowano kilka biatek, wérdd ktérych byty albumina, trans-
feryna, fibrynogen f i y oraz a-1mikroglobulina, ktérych profile réznily sie pod
wzgledem ilosciowym pomiedzy badanymi osoczami. Niektdre z nich wykazy-
waly réwniez istotne réznice jakosciowe.

Akumulacja transferyny

Akumulacja transferyny (masa czasteczkowa 79, 280 kDa, punkt izoelektryczny
6,81) w osoczu zdrowym (HV) byla zdecydowanie wigksza w poréwnaniu z aku-
mulacjg stwierdzona we wszystkich pozostatych grupach. Jesli chodzi o zmiany
jakosciowe, to w osoczu chorego CKD1-2 oprdcz gtéwnej plamki transferyny
obserwowano dwie jej dodatkowe izoformy (oznaczone na rycinie 47. strzatka-
mi). Bialka te charakteryzowal podobny punkt izoelektryczny, jednak réznily si¢
masa czgsteczkowy o kilka kDa w poréwnaniu z gtéwna forma transferyny (to
prawdopodobnie izoformy tego biatka o innych lub dodatkowych tancuchach
oligosacharydowych). Poréwnanie powierzchni i intensywnosci analizowanych
plamek transferyny zostalo przedstawione w tabeli 37.

Akumulacja B-fibrynogenu

Akumulacja p-fibrynogenu (masa czasteczkowa 56,5 kDa, punkt izoelektryczny
6,81) byla podobna w przypadku HV, CKD1-2, CVD. W osoczu biatko to wy-

Rycina 47. Poréwnanie profiléw biatkowych transferyny. Gléwna izoforma tego biatka zosta-
fa oznaczona numerem 19. Strzalkami oznaczono dodatkowe izoformy transferyny. Analiza
plamek bialka i jego izoform zostala wykonana przy uzyciu programu Image Master Platinum
(GE Healthcare).



Tabela 37. Poréwnanie powierzchni i intensywno$ci analizowanych plamek transferyny. Zastoso-
wano program Image Master Platinum (GE Healthcare)

Powierzchnia plamy transferyny [%vol]

nr plamy HV CKD5 CKD1-2 CVD
18 1,372 0 2,628 0
19 1,202 0,962 1,001 0,969
20 1,135 0 1,208 1,259

Intensywno$¢ plamy biatka

18 1,371 0 2,628 0
19 1,202 0,962 0,739 1,095
20 1,125 0 1,531 1,333

stepuje w postaci dwdch izoform, ktére majg takg samg mase czasteczkowa, lecz
réznig si¢ punktem izoelektrycznym. W osoczu pacjenta CKD1-2 stwierdzono
obecnos¢ 4 izoform tego biatka. Réznica ich mas czasteczkowych wynosita okoto
8 kDa, co moze sugerowa¢ zmiany na poziomie glikozylacji bialek. Profile bial-
kowe B-fibrynogenu zostaly pokazane na rycinie 48. Z kolei zestawienie wynikéw
analizy powierzchni i intensywnosci analizowanych plam, z podzialem na grupy
badanych, zostalo zebrane w tabeli 38.

Rycina 48. Poréwnanie profiléw biatkowych p-fibrynogenu. Gléwne izoformy tego biatka zostaly
oznaczone numerami 2 i 4. Analiza plamek bialka i jego izoform zostata wykonana przy uzyciu
programu Image Master Platinum (GE Healthcare).
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Tabela 38. Poréwnanie powierzchni i intensywnosci analizowanych plamek p-fibrynogenu

Powierzchnia plamy B-fibrynogenu [%vol]
nr plamy HV CKD5 CKD1-2 CVvD
2 0,996 0,992 1,009 1,002
4 0,857 1,07 1,014 1,055
Intensywnos¢ plamy biatka
2 0,946 0,533 1,304 1,215
4 0,799 0,443 1,508 1,248

Akumulacja y-fibrynogenu

W przypadku y-fibrynogenu (masa czasteczki 50 kDa, punkt izoelektryczny 5,7)
takze zaobserwowano wigkszg liczbe izoform u badanych chorych w poréwnaniu
z osoczem zdrowego ochotnika. W profilu osocza osoby zdrowej obserwowano
2 izoformy y-fibrynogenu, w profilu chorego CKD1-2 wykryto 4 izoformy tego
biatka, a u chorego CVD trzy izoformy. Zostalo to przedstawione na rycinie 49.
Natomiast zestawienie wynikéw analizy powierzchni i intensywnosci analizowa-
nych plam, z podzialem na grupy badanych, zostato zebrane w tabeli 39.
Dodatkowo, u chorego CVD wykryto obecno$¢ dwdch dodatkowych zmian
w proteomie w poréwnaniu do wynikéw uzyskanych w przypadku pozostatych
badanych: dodatkowsa izoforme albuminy ulegajacg akumulacji w bardzo wyso-

- P

L

Rycina 49. Poréwnanie profiléw biatkowych y-fibrynogenu. Gléwne izoformy tego biatka zostaly
oznaczone numerami 2 i 4. Strzatkami oznaczono dodatkowe izoformy y-fibrynogenu. Analiza
plamek biatka i jego izoform zostala wykonana przy uzyciu programu Image Master Platinum (GE
Healthcare).



Tabela 39. Poréwnanie powierzchni i intensywnosci analizowanych plamek y-fibrynogenu

Powierzchnia plamy y-fibrynogenu [%vol]
nr plamy HV CKD5 CKD1-2 CVD
2 0,908 1,043 1,074 1,159
4 1,074 1,077 1,05 0,962
Intensywno$¢ plamy biatka
2 0,937 1,043 1,073 0,946
4 0,951 1,069 1,005 0,928

kim stopniu (Rycina 46) oraz zwigkszong akumulacje mikroglobuliny (Rycina 50),
nalezacej do rodziny lipokalin i wykazujacej zdolno$¢ wigzania i transportowania
ligandow hydrofobowych, np. kwaséw ttuszczowych. Biatku temu przypisuje sie
réwniez role ochronng jako wychwytywacza matych toksycznych substancji.
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Rycina 50. Profile biatkowe mikroglobuliny. a) Poréwnanie profiléw bialkowych mikroglobuliny
nalezacej do rodziny lipokalin u czterech badanych oséb. b) Wizualizacja tréjwymiarowa plamek
biatkowych (spots) z zelu. Analiza plamek biatka i jego izoform zostata wykonana przy uzyciu pro-
gramu Image Master Platinum (GE Healthcare).



6.2.2. Wyniki gtéwnych badan proteomicznych przeprowadzonych
w ramach grantu. Wyniki cze$ciowo opublikowane [188]

Analiza poréwnawcza proteomoéw wszystkich badanych grup wykazata, istotne
réznice (w obrebie grup HV i CKD oraz grup HV i CVD). Réznice te dotyczyty
czterech bialek, tj. a-1-mikroglobuliny, apolipoproteiny A-IV (apo A-1V), fibry-
nogenu oraz haptoglobiny. Na rycinie 51. przedstawiono: rozklad wzglednych
akumulacji czterech biatek, ktérymi réznily si¢ proteomy pacjentéw w poréwna-
niu z proteomami 0s6b zdrowych (traktowanych jak kontrole).

Zaobserwowano relatywny wzrost akumulacji a-1-mikroglobuliny w osoczu
pacjentow z grup CKD w poréwnaniu do HV oraz korelacje¢ tych zmian z poste-
pem niewydolnosci nerek. Rozktad wzglednej akumulacji a-1-mikroglobuliny
w badanych grupach przedstawiono na rycinie 52. Z kolei na rycinie 53. uwidocz-
niono odwrotng zaleznos¢ pomiedzy wzgledng akumulacja a-1-mikroglobuliny
i wielkoscig eGFR (r = -0,8, P = 0,000).

Zauwazono rowniez istotny spadek akumulacji apolipoproteiny A-IV (apo A-IV)
w osoczu pacjentéw z CVD w poréwnaniu do HV, a z drugiej strony bardzo
gwaltowny wzrost akumulacji tego biatka u pacjentéw z CKD w poréwnaniu do
HV. Zmiany wzglednej akumulacji apo A-IV w osoczu badanych grup zostaly
zaprezentowane na rycinie 54. Intensywno$¢ zmian rowniez skorelowana byta
ze stopniem postepu PChN. Odwrotna statystycznie istotna zaleznos¢ pomiedzy
apolipoproteing A-IV a wielkoscig eGFR zostala pokazana na rycinie 55.

Srednia; Was: Srednia+0,95 Przedz. ufn. Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy

35 grupami: apolipoproteina IV P=0,0000,
alfa-1 mikroglobulina P=0,0000,
fibrynogen gamma B P=0,000,

30 haptoglobina P=0,000
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Rycina 51. Rozktad wzglednych akumulacji czterech biatek w osoczu, ktérymi réznily si¢ badane
proteomy. Wyniki przedstawiono jako $rednia + 95% CI.
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Wynik testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami: alfa-1 mikroglobulina P=0,000
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Rycina 52. Zmiany wzglednej akumulacji alfa-1-mikroglobuliny w osoczu badanych grup.

Korelacja: r= -,8009
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Rycina 53. Wykres rozrzutu wraz z histogramami i zaznaczonym przerywanymi liniami 95%
przedzialem ufnosci, przedstawiajacy ujemng korelacje pomiedzy wzgledng akumulacja a-1-
-mikroglobuliny w osoczu a wielko$cig eGFR [mL/min/1,73m?].
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Wyniki testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami: apolipoproteina A-IV P=0,000

08 r

apolipoproteina A-[V

06t

04r

0.2

HV CvD CKD1-2 CKD3-4 CKD5A CKD5B z .
+ Srednia
grupy T Sredniat0,95 Przedz. ufn.

Rycina 54. Zmiany wzglednej akumulacji apolipoproteiny A-IV w osoczu badanych grup.

Korelacja:r= - 7455
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Rycina 55. Wykres rozrzutu wraz z histogramami i zaznaczonym przerywanymi liniami 95% prze-
dziatem ufnosci, przedstawiajacy ujemna korelacje pomiedzy akumulacjg apolipoproteiny A-IV
w osoczu a wielko$cig eGFR [mL/min/1,73m?].
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Kolejnym réznicujacym biatkiem byta haptoglobina i fibrynogen, ktérych po-
ziom wzrastal w osoczu wszystkich badanych grup pacjentéw w poréwnaniu do

kontroli. Wyniki tych analiz zostaly zaprezentowane na rycinie 56. i 57.
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Rycina 56. Zmiany wzglednej akumulacji fibrynogenu gamma B w osoczu badanych grup.
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Rycina 57. Zmiany wzglednej akumulacji haptoglobiny w badanych grupach.
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Analiza zmian modyfikacji postranslacyjnych

Analiza zmian na poziomie modyfikacji potranslacyjnych wskazata na obecno$¢
dwdch odmiennych fosforylowanych biatek w grupach CKD5 oraz CVD, w po-
réwnaniu do zmian obserwowanych w pozostatych grupach. Wyniki te zostaly
potwierdzone za pomocg spektrometrii mas i analiz in silico z wykorzystaniem
programu Mascot™. Badania wykazaly, ze bialko wigzace witamine D w osoczu
HV oraz grup CKD1-2 i CKD3-4 posiadalo z reguly dwa lub trzy peptydy po-
tencjalnie fosforylowane, natomiast bialko to u pacjentéw CKD5 oraz pacjen-
tow CVD posiadalo zawsze od 13 do 16 peptydow potencjalnie fosforylowanych.
Uzyskane wyniki wskazuja, iz zmiany w poziomie fosforylacji moga by¢ zwigza-
ne z zaawansowaniem choroby sercowo-naczyniowe;.

Ponadto wykonano analize bialek niskoczasteczkowych z uzyciem filtréw
o dwoch punktach odcigcia, tj. 30 1 50 kDa. Wyizolowana populacja biatek nisko-
czasteczkowych analizowana byta z wykorzystaniem spektrometrii mas MALDI
z ominigciem etapu elektroforezy. Wyniki wielowymiarowej analizy gléwnych
sktadowych tej frakeji biatek (PCA) wykazaly wysokie podobienstwo pomiedzy
profilami pacjentow CKD1-2 oraz CVD, co zostalo pokazane na rycinie 58.

Znaleziono osiem bialek niskoczasteczkowych o nastepujacych masach: 2472,03;
4916,48; 2342,52; 4574,53; 4872,9; 4966,38; 4417,55 oraz 6246,43 Da., ktére rozni-
cowaly wszystkie grupy pacjentow. W niektorych przypadkach poziom akumulacji
tych bialek wzrastat u badanych pacjentéw w poréwnaniu do HV, w innych obnizat
sie. Jednak u wszystkich profil tych 8 biatek wykazywal bardzo duze podobienstwo
pomiedzy grupg CKD1-2 oraz CVD i istotnie roznit si¢ w grupie CKD5 w porow-
naniu z pozostalymi grupami. Zostalo to przedstawione na rycinach 59. i 60.
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Rycina 58. Wyniki wielowymiarowej analizy PCA uzyskanej z uzyciem programu ClinPro Tools
2.2. Kolor czerwony - CKD-5, 261ty - HV, niebieskie - CVD, zielony - CKD1-2.
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Rycina 59. Korelacja intensywnoéci sygnatéw dla dwéch wybranych peptydéw réznicujacych
4916,48 Da oraz 4574,53 Da. Kolor czerwony - CKD-5, z6tty — HV, niebieski - CVD, zielony -

CKD1-2.
3 ot 4573199 28-08-1AKE 2-10lys\1SLin
g 124
=

10

a5

2543.851
a5

2927183
2927183

3431169

4274 250

4128 077
a2

A A

S st
=3
:
£ 2]

154

2368.900
104
2921427
as]

3190468

3870 487

4571953

4344 847

po kalibracFiN 14 2-10s11SLin

000 000 %000 10000
miz

Rycina 60. Poréwnanie widm masowych biatek i peptydéw uzyskanych technika MALDI w zakre-
sie mas 2000-10000Da. Widma ukazujg wysoki stopien podobienstwa pomigdzy profilami biatek
niskoczasteczkowych osocza pacjentéw CVD (gérne widmo) i CKD1-2 (dolne widmo).
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6.3. Ocena grubosci blaszki miazdzycowe;j

Grubos¢ kompleksu btona wewnetrzna-btona srodkowa tetnicy szyjnej
(intima-media thickness, IMT)

Najwyzsze wartosci IMT (Rycina 61) w badanych grupach wykazywali pacjen-
ci hemodializowani, ktérzy zmarli w czasie 12-miesiecznej obserwacji. Z kolei
pozostali chorzy mieli podobne IMT i réznili si¢ jedynie w poréwnaniu z HV
i CKD5B (Tabela 40).

16 _'—‘Wynik testu Kruskala-Wallisa, réznice pomiedzy grupami: IMT [mm] P=0,|‘JO{J|

IMT [mm]
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Rycina 61. Zmiany IMT w badanych grupach.

W celu oceny zmiennosci IMT wykonano analize regresji wieloczynnikowe;j
metoda krokowa postepujaca, uzyskujac model, ktéry thumaczyt zmiennosé IMT
w 99,7% (R* = 99,7%, blad standardowy estymacji = 0,04, P < 0,001). W ,,najlep-
szym” modelu znalazly si¢ nastepujace parametry: PON-1, neopteryna, HDL-
cholesterol, eGFR. PO,, iPTH, NT-proBNP, hsCRP, BMI, leczenie HD, stezenie
ADMA, MPO. Istotny wplyw (P < 0,05) wywieraly PON-1, eGFR, PO, iPTH,
NT-proBNP, hsCRP, BMI, ADMA i MPO. Wyniki analizy zostaly przedstawione
w tabeli 41.



Tabela 40. Przedstawienie warto$ci P dla poréwnan wielokrotnych (dwustronnych) dla zmiennej
zaleznej IMT [mm]

IMT [mm] HV CVD CKD1-2 CKD3-4 CKDS5A CKD5B
HV 0,002 0,01 0,000 0,003 0,000
CVD 0,002 NS NS NS 0,000
CKD1-2 0,01 NS NS NS 0,000
CKD3-4 0,000 NS NS NS 0,000
CKD5A 0,003 NS NS NS 0,000
CKD5B 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

Wyrézniono wartos¢ B gdy réznice pomigdzy grupami byly statystycznie istotne, przy zatozonym pozio-
mie istotnosci statystycznej P < 0,05; NS - oznacza brak statystycznie istotnych réznic pomiedzy grupa-
mi w zakresie analizowanego parametru. Analize przeprowadzono za pomocg testu Kruskala-Wallisa.

Tabela 41. Podsumowanie wynikéw regresji wielorakiej dla zmiennej zaleznej IMT (F = 101,84,
Blad std. estymacji: 0,041, P < 0,001)

wspotczynnik beta P

PON1 [ug/mL] -0,75 0,001

neopteryna [nmol/L] 0,00 0,937

HDL cholesterol [mg/dL] -0,06 0,151

eGFR 0,377 0,006

PO4 [mg/dL] 0,722 0,000

iPTH [pg/mL] 0,722 0,000 _ _

NT-proBNP [fmol/mL] -0,333 0,004 R=99.86 | RI=99.7

hsCRP [mg/I] 0,422 0,002

BMI kg/m? 0,210 0,013

leczenie HD [miesigce] -0,040 0,66

ADMA [umol/L] 0,270 0,03

MPO [ug/L] 0,161 0,03

ferrytyna 0,187 0,10

Wyrézniono wartos¢ B, gdy korelacje pomiedzy IMT a wybranym parametrem byly statystycznie istot-
ne, przy zatozonym poziomie istotnosci statystycznej P < 0,05.

6.4. Badania systemowe

6.4.1. Udziat stresu oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju
miazdzycy

6.4.1.1. Model udziatu stresu oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju miazdzycy
oparty na sieciach Petriego

W tym podrozdziale zostanie przedstawiony formalny szczegdtowy model udzia-
tu stresu oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju miazdzycy (Rycina 62) oparty
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na sieciach Petriego. Model stanowi prezentacj¢ wspomnianego procesu, opisa-
nego w sposob nieformalny w podrozdziale 2.2.3. Zawiera on 43 miejsca (P =
{py Pi> --> Pio}) 151 tranzycji (T = {ty, t,, ..., t5}). Numery miejsc i tranzycji wraz
z przyporzadkowanymi im nazwami/charakterystykami zostaly przedstawione
odpowiednio w tabelach 42. i 43.
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Rycina 62. Model udzialu stresu oksydacyjnego w przebiegu miazdzycy przedstawiony za pomoca
sieci Petriego, z zaznaczeniem na kolorowo poszczegdlnych zbioréw MCT.
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Tabela 42. Charakterystyka miejsc modelu udziatu stresu oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju

miazdzycy przedstawionego za pomocg sieci Petriego na rycinie 62

Miejsce Nazwa miejsca Miejsce Nazwa miejsca
Po $rodbtonek w stanie zapalnym [ jony zelazowe (Fe?")
b proces zapalny D23 jony zelazawe (Fe?*)
b, VCAM-1 Pas anionorodnik ponadtlenkowy (O,")
p | koo wazeime mpidacedo | pgenec wodoru (0,
b4 monocyty w btonie $rodkowej [ anion hydroksylowy (OHY)
bs CCR2 b2y oksydaza NADPH
P makrofagi w btonie $rodkowej Das NADP*
b, makrofagi z r?gFe{Xoan; 2)ypu scavenger Prs NADPH
Ps crasteczkd gl:;epzrgtkesl;d?ccj); yhkowane Pso dysmutaza ponadtlenkowa (SOD)
kompleksy zmodyfikowanych lipoprotein
Py potaczonych z receptorami typu P31 nadtlenoazotyn (OONO)
scavenger na powierzchni makrofagdéw
Pro czasteczki Iliffg;;?knagsdyﬁkowane by katalaza
b M-CSF [ woda
b1a komorki piankowate D34 tlen
D13 MMP P35 cytokiny
Pis czynnik tkankowy [ L-arginina
Prs zmn|e]szen|fncizggli<)|l:vo’r\?vlé?lste] blaszki by kation wodorowy
Pis MCP-1 [ L-cytrulina
zaawansowana blaszka miazdzycowa,
D17 ciata apoptotyczne P39 ktérej rozwoj jest stymulowany przez
P1s ICAM-1 Pao iNOS
P19 selektyna E P NO
P20 pekniecie blaszki miazdzycowej [ wczesna blaszka miazdzycowa
wysoce toksyczny rodnik hydroksylowy
P21 (OH.)

Tabela 43. Charakterystyka tranzycji modelu udzialu stresu oksydacyjnego w powstawaniu i roz-

woju miazdzycy przedstawionego za pomoca sieci Petriego na rycinie 62

Tranzycja Nazwa tranzycji Tranzycja Nazwa tranzycji
aktywacja komoérek srodbtonka .
t ywaq ;’r”;zz z:;ZIny onkaprzez the aktywacja oksydazy NADPH
¢ zwiekszona ekspresja czasteczek ¢ proces katalizowany przez oksydaze
! adhezyjnych leukocytow 7 NADPH
weczesna rekrutacja leukocytow i ich reakcie szlaku
naptyw do tworzacych sie zmian I
S . pentozofosforanowego,
t, miazdzycowych, proces przylegania ts W nastenstwie ktorvch powstaie
monocytéw do $rodbtonka — taczenie P NADPrIz,| P |
VCAM-1iVLA4
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cd. tabeli 43.

pod wptywem VCAM-1

Tranzycja Nazwa tranzycji Tranzycja Nazwa tranzycji
t3 penetrac a mono;ytéw d,o btony ty reakcja redukcji zelaza
$rodkowej naczyn
dostarczenie atoméw wodoru
t, taczenie MCP-1 z CCR2 tso i elektronéw potrzebnych do syntez
nowych zwiazkow przez NADP+
ts ekspresja CCR2 ts rekcja katalizowana przez SOD
monocyty nabywajg wiasnosci -
t, makrofagow tkankowych t; wykorzystanie jonu wodorowego
uruchomienie mechanizméw
t, ekspresja receptoréw zmiatajacych t33 obronnych organizmu aktywujacych
dysmutaze ponatlenkowa
faczenie zmodyfikowanych lipoprotein reakcja powstawania
¢ i receptorow zmiatajacych znajdujacych : nadtlenoazotynu zachodzaca
8 sie na powierzchni komérek 3 przy udziale NO i anionorodnika
jednojadrzastych ponadtlenkowego
zwiekszona synteza anionorodnika
ponadtlenkowego pod wptywem
‘ peroksydacja lipidow porzez rodnik ¢ zmiany rownowagi redoks
? hydroksylowy 3 w komérkach bedacej nastepstwem
dziatania wielu czynnikow
patofizjologicznych
¢ roces glikaii ¢ peroksydacja lipidow pod wptywem
10 P gikaqg 3 nadtlenoazotynu
; stymulacja powstawania kolonii ; roces zapaln
" makrofagdw 37 P painy
t przeksztatcenie makrofagéw t reakcja katalizowana przez katalaz
2 obtadowanych CE w komérki piankowate 38 ) wana p <
wydzielanie przez komoérki piankowate uruchomienie mechanizméw
t3 czynnika zewnetrznego, MMPs oraz ts9 obronnych organizmu aktywujacych
stymulacja uwalniania cytokin katalaze
degradacja macierzy -~
b zewnatrzkomorkowej to zuzycie wody
aktywacja iNOS pod wptywem
cytokin uwalnianych w wyniku
ts wptyw diety bogatej w cholesterol th degranulacji mastocytéw pod
wptywem anionorodnika
ponadtlenkowego
aktywacja iNOS pod wptywem
tyg ekspresja MCP-1 ty cytokin uwalnianych przez komaérki
piankowate
synteza M-CSF przez komorki . S .
- ) BT . narastanie blaszki miazdzycowej
t; $rodbtonka i komaorki miesni gtadkich ty3 infiltracie leuk .
naczyh poprzez infiltracje leukocytow
tg przekszta::ec?;faI;c;rg;trstl;cp;r;kowatych (M reakcja katalizowana przez iNOS
t pobudzenie srédbtonka 'do syntezy ts uszkodzenie érodblonka
czasteczek adhezyjnych
transdukcja sygnatéw pomiedzy
tyo leukocytami i komorkami $rédbtonka tye synteza L-argininy




cd. tabeli 43.

Tranzycja Nazwa tranzycji Tranzycja Nazwa tranzycji
proces przylegania monocytow do ogtebianie si¢ zmian we wczesnej
@ $rodbtonka za posrednictwem selektyny ty pogie & !

E blaszce miazdzycowej

proces przylegania monocytéw do N .
ty $rodbtonka za posrednictwem tg akeywacia svl;o?:::nllegza'c\lzglowego
ICAM-1 wywolanap

procesy prowadzace do uszkodzenia synteza konstytutywna NO pod

s tio

blaszki miazdzycowej wptywem eNOS
pogtebianie sig zmian
thy kliniczne objawy miazdzycy tso w zaawansowanej blaszce

miazdzycowej
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6.4.1.2. Opis modelu udziatu stresu oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju
miazdzycy

Model przedstawiony na rycinie 62. jest prezentacja wybranych zjawisk bio-
chemicznych zachodzacych w trakcie udziatu stresu oksydacyjnego w procesie
powstawania i rozwoju miazdzycy. Aby proces zostal uruchomiony w szesciu
miejscach w sieci muszg znajdowac si¢ tokeny (znaczniki), tj. po dwa tokeny
w miejscach: p,, (wysoce toksyczny rodnik hydroksylowy (OHe)), p,, (jony zela-
zowe (Fe*")), p,, (jony zelazawe (Fe**)), p,; (nadtlenek wodoru (H,0,), p,, (anion
hydroksylowy (OH)), oraz jeden znacznik w p,, (L-cytrulina). Sg to tzw. ozna-
kowania poczatkowe sieci i odpowiadajg fizjologicznemu stanowi systemu. Staly
doptyw tokenéw w kluczowych dla sieci miejscach warunkuja tzw. tranzycje wej-
sciowe, ktdrych w sieci jest osiem, tj. ¢, (ekspresja CCR2), t,, (zjawisko glikacji),
ts (wplyw diety bogatej w cholesterol), t,, (synteza M-CSF przez komorki $réd-
blonka i komoérki migéni gladkich naczyn), t,, (reakcje szlaku pentozofosfora-
nowego, w nastepstwie ktorych powstaje NADPH), ¢,, (uruchomienie mechani-
zmow obronnych organizmu aktywujacych dysmutaze ponadtlenkowa), t,, (pro-
ces zapalny), t,, (uruchomienie mechanizméw obronnych organizmu aktywuja-
cych katalaze) i t,, (synteza konstytutywna NO pod wplywem eNOS). Ponadto
w modelu znajduja si¢ cztery tranzycje wyjsciowe, ktére odpowiadajg koricowym
zdarzeniom, do ktérych dazy modelowany proces, tj. t,, (dostarczenie atomow
wodoru i elektronéw potrzebnych do syntez nowych zwiazkéw przez NADP+),
t,, (zuzycie wody), t,, (poglebianie si¢ zmian we wczesnej blaszce miazdzycowej)
it,, (poglebianie si¢ zmian w zaawansowanej blaszce miazdzycowej).

Aby pojawilo sie zjawisko stresu oksydacyjnego w modelu, muszg zostaé
odpalone tranzycje t,, i t,;, ktére odpowiadaja procesom powstawania aniono-
rodnika ponadtlenkowego. To z kolei prowadzi do pojawienia si¢ znacznika
w miejscu p,, (anionorodnik ponadtlenkowy), ktdre jest miejscem logicznym, tj.
wystepuje co najmniej dwa razy w sieci. Znacznik w miejscu p,, jest potrzebny
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do uruchomienia dwdch tranzycji, tj. t,, (reakcja zachodzaca przy udziale NO
i anionorodnika ponadtlenkowego) oraz reakcji t,,, tj. redukeji zelaza Fe** do
Fe?*, ktora zostanie jednak uruchomiona tylko wtedy, gdy obok znacznika w p,,,
bedzie takze obecny znacznik w miejscu p,, (jony zelazowe (Fe**)). Poczatkowo
obecnos¢ znacznika w miejscu p,, zostala zapewniona w sieci dzigki znakowaniu
poczatkowemu, wkrétce jednak, jesliby nie zostala odpalona tranzycja t,, (reak-
cja Fentona) proces w tym miejscu zatrzyma sie. Podobnie stanie si¢ wtedy, gdy
zabraknie tokenéw w miejscu p,,. Aby tak si¢ nie stalo w tym drugim przypadku,
w sieci zabezpieczono staly doptyw tokendéw do miejsca p,, poprzez tranzycje
wejsciows t,,. Z kolei, aby w sieci stale wyptywaly tokeny z miejsca p,; niezbed-
ne do odpalenia tranzycji t,, musi zajs¢ proces t,,, tj. reakcja katalizowana przez
dysmutaze¢ ponadtlenkowa (SOD). Reakcja ta zajdzie w sieci tylko wtedy, gdy
zostang uruchomione mechanizmy obronne organizmu, tj. odpalona zostanie
tranzycja wejsciowa t,,;, ktdra warunkuje staly naptyw tokenéw do miejsca p,,
(dysmutaza ponadtlenkowa) dla podtrzymywania reakgji ¢,,. Tak wigc dwa to-
keny, ktore wyplyna z miejsc p,, (jony zelazawe (Fe**) i p, (nadtlenek wodoru
(H,0,) sa warunkiem niezbednym, aby w sieci zostala odpalona tranzycja ¢,
w ktorej nastepstwie pojawiaja si¢ wspomniane jony Zelazowe, jon wodorotleno-
wy (p,,) oraz wysoce toksyczny rodnik hydroksylowy (p,,). Obecno$¢ tokenow
w miejscu p,; nie oznacza automatycznie zachodzenia reakeji Fentona, poniewaz
moze sie zdarzy¢, ze znaczniki z tego miejsca zostang wykorzystane do zajscia
reakcji katalizowanej przez katalaze (t,;), w wyniku ktorej w sieci pojawi si¢ p,,
(czasteczka tlenu) i p,, (woda). To, ktora ze wspomnianych reakcji zajdzie, jest
w sieciach Petriego wyborem losowym, opartym na rachunku prawdopodobien-
stwa. Token znajdujacy si¢ w miejscu p,, moze zosta¢ wykorzystany do odpalenia
dwdch tranzycji, tj. t,, (reakcja katalizowana przez iNOS), w wyniku ktérej poja-
wig sie znaczniki w miejscach p,, (tlenek azotu) oraz p,, (NADP+) albo tranzycji
t,, (proces katalizowany przez oksydaze NADPH), w nastepstwie ktorej w sieci
pojawi si¢ dodatkowy anionorodnik ponadtlenkowy (p,,). Jednoczesna obecnos¢
znacznika w tym miejscu oraz w miejscu p,, umozliwi odpalenie tranzycji t,,,
niezbednej do pojawienia si¢ nadtlenoazotynu (p,,) w sieci oraz bedacej jednym
z kilku mozliwych zrédet znacznikéw dla cytokin (p,;) (obok ¢, tj. aktywacja
iNOS pod wplywem cytokin uwalnianych w wyniku degranulacji mastocytéw
pod wplywem anionorodnika ponadtlenkowego, ¢,, (wydzielanie przez komor-
ki piankowate czynnika zewnetrznego, MMPs oraz stymulacja uwalniania cyto-
kin)). P;, jest miejscem logicznym i token w nim si¢ znajdujacy moze zostaé wy-
korzystany do uruchomienia tranzycji t,, tj. peroksydacji lipidéw oraz do uru-
chomienia ¢,,, tj. aktywacji iNOS, ale tylko wtedy w tym drugim przypadku, jesli
istnieje token w miejscu p,, tj. cytokiny. Cytokiny w sieci pojawiajg sie w wyniku
przeptywu tokena z p,,, ktérego obecnos¢ w tym miejscu umozliwia zajscie reak-
cji aktywacja iNOS pod wptywem cytokin uwalnianych w wyniku degranulacji
mastocytéw pod wplywem anionorodnika ponadtlenkowego (t,;) oraz wskutek



uruchomienia tranzycji ¢,,, warunkujacej wydzielanie przez komoérki piankowate
czynnika zewnetrznego, MMPs oraz odpowiadajacej za stymulacje uwalniania
cytokin z komoérek piankowatych (p,,).

Odpalenie tranzycji t,, przyczynia si¢ w konsekwencji do uruchomienia pro-
ceséw prowadzacych do uszkodzenia blaszki miazdzycowej (t,,) i klinicznych
objawéw miazdzycy (t,,). Tranzycja t,, jest tranzycja wyjSciowa. Aby pojawily si¢
w sieci komorki piankowate (p,,), musi zosta¢ uruchomiona tranzycja t,,, tj. prze-
ksztalcanie makrofagéw obladowanych CE w komorki piankowate, odpowiada-
jaca za przeplyw znacznika z miejsca p, (czasteczki lipoprotein zmodyfikowane
przez oksydacje) poprzez t, (faczenie zmodyfikowanych lipoprotein i receptoréow
zmiatajacych znajdujacych sie na powierzchni komoérek jednojadrzastych), p,
(kompleksy zmodyfikowanych lipoprotein potaczonych z receptorami typu sca-
venger na powierzchni makrofagéw) do t,,. Przeptyw tokenéw z p,, odbywa sie
dwutorowo. Z jednej strony zasilajg one miejsce p,, (ciala apoptotyczne) poprzez
uruchomienie tranzycji t,, (przeksztatcenie komorek piankowatych w ciata apop-
totyczne), co w konsekwencji prowadzi do poglebiania uszkodzenia $rédbtonka
i progresji miazdzycy (p,,). Z drugiej strony stanowia one Zrédlo tokenoéw po-
trzebnych dla odpalenia ¢, (aktywacja oksydazy NADPH) i pojawienia si¢ oksy-
dazy NADPH (p,,) w sieci. Uruchomienie proceséw katalizowanych przez oksy-
daze NADPH (t,,) jest w sieci mozliwe tyko wtedy, gdy jednoczes$nie naptyna
tokeny do miejsc p,, (oksydaza NADPH) i p,, (NADPH). Uruchomienie tranzycji
t,, (procesy katalizowane przez oksydaz¢ NADPH) stanowi zrédlo dla przeply-
wu tokenéw do p,, (anion ponadtlenkowy (O,")) oraz p,, (NADP") i p,, (kation
wodorowy).

Waznym miejscem logicznym w sieci jest miejsce p,, ktéremu odpowiadaja
czasteczki lipoprotein modyfikowane przez oksydacje. Pojawienie si¢ znacznika
w tym miejscu umozliwia, obok wspomnianego uruchomienia tranzycji t,, od-
palenie tranzycji ¢, (ekspresja MCP-1) i umozIliwia w ten sposéb pojawienie si¢
w sieci czgsteczki MCP-1 (p,,). Tokeny niezbedne do uruchomienia tranzycji ¢,
(faczenie MCP-1 z CCR2) monocyty nabywaja wlasnosci makrofagéw tkanko-
wych) naptywaja jednoczesnie z miejsc p; (CCR2) i p,, (MCP-1), i umozliwiaja
uruchomienie tranzycji t, (faczenie MCP-1 z CCR2), poprzez ktéra nastepuje
przeplyw tokenéw do miejsca p, (monocyty w blonie srodkowej).

Nalezy podkredli¢, ze zgodnie z zasadg aktywacji tranzycji, tranzycja t, uru-
chomi sie tylko wtedy, gdy naptyna do niej réwnoczesnie znaczniki z trzech
miejsc, czyli p, (makrofagi z receptorami zmiatajagcymi SRA lub CD36 na swojej
powierzchni), p, (czasteczki lipoprotein zmodyfikowane przez oksydacje) oraz
D1, (czasteczki lipoprotein zmodyfikowane przez glikacje). Z kolei obecnos¢ toke-
na w miejscu p, (makrofagi z receptorami typu scavenger (SRA, CD36)) zalezy od
tego, czy znaczniki znajda si¢ w miejscu p, (cytokiny), bo jesli tak — to uruchomia
one tranzycje t,, — odpowiednik stymulacji srédbtonka do syntezy bialek adhe-
zyjnych i w konsekwencji spowoduja naptyw znacznikéw do miejsca p, (czastecz-
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ki adhezyjne VCAM-1). Pojawienie si¢ tokenéw w miejscu p, zalezy gtéwnie od
pobudzenia $rodblonka do syntezy czasteczek adhezyjnych (t,,), aktywacji §rod-
blonka przez proces zapalny (t,), ale takze od wpltywu diety bogatej w cholesterol
(t,5). Warunkuje ono uruchomienie reakgji f, (wczesna rekrutacja leukocytow
iich naplyw do tworzgcych sie zmian miazdzycowych, proces przylegania mono-
cytéow do $rédblonka - faczenie VCAM-1 i VLA4) lub t,, (transdukcja sygnatow
pomiedzy leukocytami i komoérkami srédbtonka pod wptywem VCAM-1), ktdre
obok t,, (proces przylegania monocytéw do $rodblonka za posrednictwem selek-
tyny E) i t,, (proces przylegania monocytéw do srodbtonka za posrednictwem
ICAM-1) stanowia zrédfo naptywu tokenéw do miejsca p, (leukocyty wczesnie
naplywajace do zmienionego $rédblonka). Tokeny obecne w miejscu p, stuza do
uruchomienia tranzycji ¢, (penetracja monocytéw do blony srodkowej naczyn)
i po kolei kilku tranzycji polaczonych ze sobg ciggiem przyczynowo-skutkowym,
tj. t, (monocyty nabywaja wlasnosci makrofagéw tkankowych), ¢, (ekspresja re-
ceptoréw zmiatajacych) i t, (faczenie zmodyfikowanych lipoprotein i receptoréw
zmiatajacych znajdujacych si¢ na powierzchni komorek jednojadrzastych). Zmo-
dyfikowane przez oksydacje czasteczki liporotein — miejsce p, to miejsce logiczne
i pojawia si¢ dwukrotnie w sieci (jeden raz jako zrédlo znacznikéw dla tranzycji
t,, (pobudzenie srédblonka do syntezy czasteczek adhezyjnych), drugi raz jako
zrédlo tokenow niezbednych do uruchomienia tranzycji ¢, (faczenie zmodyfiko-
wanych lipoprotein i receptoréw zmiatajacych znajdujacych si¢ na powierzchni
komorek jednojadrzastych). Aby tokeny znalazly si¢ w miejscu p,, musza zosta¢
uruchomione tranzycje t,, (peroksydacja lipidéw pod wplywem nadtlenoazo-
tynu) lub t, (peroksydacja lipidéw porzez rodnik hydroksylowy). Tranzycja t,g,
uruchamia si¢ tylko wtedy, gdy obecne s3 jednoczesnie tokeny w miejscu p,,
(NADPH) i miejscu p,,, (nadtlenoazotyn (OONO")).

Proces zapalny pojawia si¢ w sieci dzigki uruchomieniu tranzycji wejsciowej
t,,, ktora zapewnia staly doptyw znacznikéw do sieci, co z kolei uruchamia tran-
zycje t, (aktywacja komorek srodblonka przez proces zapalny) i ¢, (zwigkszona
ekspresja czasteczek adhezyjnych leukocytow).

6.4.1.3. Analiza modelu udziatu stresu oksydacyjnego w powstawaniu i rozwoju
miazdzycy

Analiza strukturalna

Model przedstawiony na rycinie jest dyskretna (nieciagla) siecig Petriego, w ktorej

miary na wszystkich tukach sg réwne 1. Tego rodzaju modele mozna analizowac¢

za pomocg odpowiednich metod matematycznych i informatycznych, opisanych

szczegdtowo w podrozdziale 5.2.4., ktérych wykorzystanie umozliwia odkrycie

pewnych wlasno$ci modelowanego systemu biologicznego. Innymi stowy, na pod-

stawie analizy wlasnosci zaproponowanego modelu formalnego mozna dokona¢

odkry¢ dotyczacych wlasnosci odpowiadajacego mu procesu biologicznego.



Zaproponowany model nie zawiera informacji na temat szybkosci zachodze-
nia reakcji/proceséw ani na temat biochemicznych stezen/aktywnosci poszcze-
golnych substancji/czasteczek bioragcych w nim udzial. Stad, nie dostarcza on
informacji na temat zaleznosci ilo§ciowych, lecz jedynie na temat zaleznosci ja-
kosciowych wystepujacych w modelowanym procesie.

Wybrane wlasnosci strukturalne modelu zebrano w tabeli 44.

Tabela 44. Wybrane wlasnosci strukturalne modelu przedstawionego na rycinie 62

Wihasnos¢ sieci Opis
Zwyczajnosé Sie¢ jest zwyczajna, poniew,ai na wszystkich tukach waga jest
réwna 1.
Jednorodnos¢ Wagi tukow wyjsciowych dla kazdego miejsca sq takie same.
Czystosc Sie¢ nie ma tukéw odczytu.
Sie¢ nie jest zachowawcza, znajduja sie w niej tranzycje, ktorych
Zachowawczos¢ suma wag na wejsciowych tukach nie jest réwna sumie wag na
tukach wyjsciowych.
Sie¢ nie jest ograniczona, poniewaz taczy si¢ z ,zewnetrznym
$wiatem” poprzez tranzycje poczatkowe i koncowe. Tranzycje
Ograniczono$¢ poczatkowe zapewniajg staty doptyw znacznikéw do zajscia
reakgji. Nie ma wiec ograniczen jesli chodzi o ilo$¢ znacznikow
W sieci.
Obecnos¢ t-niezmiennikow Sie¢ zawiera 42 minimalne t-niezmienniki (x;X,,).
Pokrycie sieci przez t-niezmienniki Sied jest pokryta przez t-niezmienniki.
Obecnosc p-niezmiennikow Sie¢ zawiera 2 minimalne p-niezmienniki (y;-y,).
Siec nie jest pokryta przez p-niezmienniki, co jest prawidtowa
Pokrycie sieci przez p-niezmienniki wiasnoscig sieci w sytuacji gdy sie¢
nie jest ograniczona.

Analiza niezmiennikow (inwariantow)

Model zawiera jedynie dwa p-niezmienniki (y,-y,), ktérych charakterystyke
przedstawiono w tabeli 45. Niezmienniki te reprezentuja dwie cykliczne prze-
miany zachodzace w sieci, tj. procesy utleniania i redukcji zelaza oraz reakcje
katalizowane przez iNOS.

Tabela 45. Charakterystyka p-niezmiennikow sieci przedstawionej na rycinie 62

p-niezmienniki Miejsca Charakterystyka
Y1 P2z P23 redukcja i utlenianie zelaza
Y2 P36r P3s cykl cytrulina/L-arginina

Model jest pokryty przez 42 minimalne t-niezmienniki (x,-x,,) przedsta-
wione w tabeli 46. jako suma zbioréw MCT i pojedynczych tranzycji, ktére nie
znalazty si¢ w zbiorach MCT. Pokrycie sieci przez t-niezmienniki oznacza, ze
wszystkie tranzycje sg istotne dla zachowania réwnowagi w sieci. Jesli by tak nie
byto, oznaczaloby to, ze w sieci s3 miejsca, w ktérych dochodzi do gromadzenia
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Tabela 46. T-niezmienniki (suma zbioréw MCT i pojedynczych tranzycji, ktére nie znalazly sie
w zbiorach MCT) pogrupowane w sze$¢ klastréw uzyskanych przy wykorzystaniu algorytmu UPG-
MA i ustalonego do$wiadczalnie punktu odcigcia [77]

t-niezmienniki =
[zbiory MCT + p’ojed?'ncze Zbiory MCT Pojedynczg tranzxcje, ktore nie t-klastry
tranzycje, ktdre nie znalazty sie w zbiorach MCT
znalazty sie w zbiorach MCT]
X my, My, My Ly 134 Ty
X, mj, My, Ms, My U 13, 1 T34, Ty
X3 my, My, Ms, My L3, Ly Lap B34 Ly
X4 mj, ms, Mg, My by, 13, T T34, T34, Lyay Loy Tsp
Xs mj, Ms, Mg, My 13, g, Loy L34 T36, Laay Ly, Tsp
X mj, ms, Mg, My Ty, 13, T, T3y, T34, Lypy Tap, Tsp
X7 mj, Ms, Mg, My U3, T, Loy T34 U3 Typs Tap o
Xg my, ms, Mg, My Ty, 13, T, T3y, Ty, Tay Ty, Tsp
Xy mj, Ms, Mg, My U3, T, Loy T34 Lapy oy Ty, Usp
X190 mj, Mg, My T 3, T, Tys, T34 Lipy Bsp
X11 m;y, Mg, My 3, T Uis, T34 Tap, Usp
X12 my, mg, My, My By g
X13 my, Mg, My 1 B3 Ty, Ty, T3y, Ty
X14 mj, Mg, My t3, 1 Uy, Lo, T30, Typ G
Xis my, Ms, Mg, My 1y U3, Ty, T34 U3 Loy Ty
X14 my, Ms, Mg, My t3, T, Tap T34 T34 Ly, Ty
X17 my, Mg, Mg, My tZ: t}: té’ t34’ t36: t41: t42
X1g mj, Ms, Mg, My t3, L, Tagy T34 T36, Lygy Ty
X19 mj, Ms, Mg, My o 3, Ty T3g, Ty, Lypy Ty, Tsp
X20 mj, Ms, Mg, My 13, g, Lagy T34 Ty, Laay Ty, Tsp
X1 mj, M3, Mg, My Uy 13 1 U3, Ty
X22 my, M3, Mg, My t3, Ly Lap B34 L2
X23 mj, My, Mg, My 34 Ty, tsp
Xa4 my, My, Ms, My, My, My T34 Ty
X5 mj, My, Ms, My, My, My L, T34 Ty
X26 mj, M3, Mg, My by, 3, L, T3y, Typ, Lsp
Xa7 mj, M3, Mg, My 13, T, Too, T34 Laay Tsp
Xzs mj, Ms, My, My by, 3, T, T3y, T36, Ly
Xz9 mj, Ms, My, My, My Ty, T34, T3¢ Ty
X39 mj, Ms, My, My U3, T, oo, T34 U3 Ty
X31 mj, Mg, My, My 20, T34 T36, Ty c
X32 mj, Ms, My, Mg, My o B3 Ty, Typ, Uysy Tso :
X33 mj, Ms, My, My t3, T, Tao, Ty, Lgsy Tsp
X34 m;, Ms, Mz, My, My ot Lyg tso
X35 mj, Ms, My, My, My oo tar, ys, Tsp
X36 Myo t s
G
X37 My b5 T
X38 ms, My, My ) T34 36 oo c
X39 ms, My, My 20, L34, T3¢ Tao *
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cd. tabeli 46.

t-niezmienniki =
[zbiory MCT + pojedyncze . Pojedyncze tranzycje, ktére nie .
tranzycje, ktére nie Zbiory MCT znalazty sie w zbiorach MCT thdastry
znalazty sie w zbiorach MCT]

X40 ms, My t,
G5

X41 ms, My, to

X4 - s Tyg, Tsp [

sie w nieskoficzono$¢ znacznikéw. Model nie zawiera tukéw odczytu, tzn. ta-
kich potaczen, w ktorych substrat nie jest wcale zuzywany i dlatego wspomniane
t-niezmienniki sg jednocze$nie niezmiennikami wykonywalnymi.

Wspomniane zbiory MCT tworzy sie w celu utatwienia analiz, co jest szcze-
golnie istotne w przypadku rozbudowanych sieci, tj. takich z duzg liczba tranzycji.
Zbiory MCT obliczono wykorzystujac algorytm opisany m.in. w [95]. Wiekszos¢
t-tranzycji uszeregowano w 10 zbioréw MCT (m,-m,), a ich charakterystyke
biologiczng zamieszczono w tabeli 47. Te tranzycje, ktére nie znalazly sie w zbio-
rach MCT zostaly przedstawione w tabeli 46.

Kazdy z t-niezmiennikéw odpowiada biologicznym procesom. Aby bylo ta-
twiej nada¢ im biologiczny sens, szczegdlnie przy duzej liczbie t-niezmiennikéw,
jak miato to miejsce w przypadku analizowanego modelu, grupuje si¢ te niezmien-
niki w klastry. Klastry sa odpowiednikami podproceséw i powinny by¢ mozliwie
jak najbardziej homogenne. W celu okreslenia optymalnej liczby klastréw wyko-
rzystano, w przypadku prezentowanego modelu, standardowy algorytm UPGMA
opierajacy si¢ na metodzie $rednich polaczen i ustalono wspoélczynnik odcigcia

Tabela 47. Charakterystyka zbioréw MCT sieci przedstawionej na rycinie 52

Zbiory MCT Tranzycje Charakterystyka
t;, tg oy tigs Lo zaburzenia réwnowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej, skutkujace
m tys, b 17y oo modyﬁkac]ami |ipidéw, nastgpowym Yvychwytyw?lniem ich przez
! t300 t31, t32) L33 receptory zmiatajace komdrek jednojadrzastych i powstawaniem
[P komérek piankowatych
m, ti3, tigr b3, tags Ly | Procesy prowadzace do pojawienia sie klinicznych objawow miazdzycy
m; to, ty, 37 synteza VCAM-1 przez zmieniony zapalnie $rodbtonek naczyniowy
m, t4 ts, the wigzanie MCP-1z CCR2
naptyw coraz wigkszej ilosci monocytow w okolice zmienionego
ms tior by, by zapalnie $rédbtonka naczyniowego i przyleganie ich do srédbtonka

pod wptywem selektyn E oraz ICAM-1
rozktad nadtlenku wodoru do wody i tlenu odbywajacy sie pod

Me fio> baor Lio wptywem katalazy

m, i, tyy stymulacja kolonii makrofagow pod wptywem M-CSF

Mg tg s przeksztatcenie komérek piankowatych w ciata apoptotyczne

m, tg tss synteza anionorodnika ponadtlenkowego NADPH zalezna
pogtebianie sie zmian we wczesnej blaszce miazdzycowej, gtownie

Mg U3 Lyy

wywotane infiltracj leukocytow
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w dendrogramie na poziomie A = 0,3 (rycina 63). Pozwolilo to na wygenerowanie
szesciu klastrow (c,—c,), ktérym przypisano znaczenie biologiczne. Dendrogram
przedstawiono na rycinie 63., a charakterystyke biologiczng poszczegélnych kla-
strow zebrano w tabeli 48.

Odleglos¢ pomiedzy dwoma grupami klastrow, tj. c,—c, oraz c,—c, jest bliska 1,
co oznacza, Ze nie ma istotnych statystycznie zaleznoéci pomig¢dzy tymi dwoma
grupami klastréw. W skladzie klastréw c, i ¢, znalazl sie najwigkszy zbior MCT, tj.
m,, ktory zawiera tranzycje odpowiedzialne za zaburzenia réwnowagi oksydacyj-
no-antyoksydacyjnej, skutkujace modyfikacjami lipidéw, nastgpowym wychwy-
tywaniem ich przez receptory zmiatajace komorek jednojadrzastych i powsta-
waniem komorek piankowatych, stymulowanych obecnos$cig nadtlenoazotynu.
W obu klastrach, obok m, znalazl si¢ takze dwuelementowy zbiér MCT - m,,
odpowiadajagcy NADPH zaleznej syntezie anionorodnika ponadtlenkowego. Po-
nadto w sklad klastra c;, co miato miejsce w przypadku kazdego t-niezmiennika
tego klastra, weszly dwie tranzycje, tj. t,, (reakcja powstawania nadtlenoazotynu
zachodzaca przy udziale NO i anionorodnika ponadtlenkowego) i ¢,, (aktywacja

Tabela 48. Charakterystyka t-klastrow

Klaster Charakterystyka

konkurowanie NO i SOD o anionorodnik ponadlenkowy, zaburzenia rownowagi oksydacyjno-
antyoksydacyjnej powoduijg przesuniecie rownowagi w kierunku wykorzystania anionorodnika
ponadtlenkowego przez NO w zwiekszonych ilosciach syntetyzowanego po wptywem
G iNOS, co skutkuje powstaniem nadtlenoazotynu, modyfikacjami lipidow, nastepowym
wychwytywaniem ich przez receptory zmiatajace komorek jednojadrzastych i powstawaniem
komérek piankowatych, uwalnianie cytokin istotnych m.in. dla aktywacji iNOS odbywa sie
pod wptywem komérek piankowatych, stymulowanych obecnoscia nadtlenoazotynu
konkurowanie NO i SOD o anionorodnik ponadlenkowy, zaburzenia réwnowagi
oksydacyjno-antyoksydacyjnej powoduja przesunigcie réwnowagi w kierunku wykorzystania
anionorodnika ponadtlenkowego przez NO w zwiekszonych ilosciach syntetyzowanego
po wptywem iNOS, co skutkuje powstaniem nadtlenoazotynu, modyfikacjami lipidéw,
1oy nastgpowym wychwytywaniem ich przez receptory zmiatajace komoérek jednojadrzastych
i powstawaniem komérek piankowatych, uwalnianie cytokin istotnych m.in. dla aktywacji
iNOS odbywa si¢ po degranulacji komérek tucznych, naptywa coraz wigksza ilos¢
monocytéw w okolice zmienionego zapalnie $rodbtonka naczyniowego i przyleganie ich do
$rodbtonka pod wptywem selektyn E oraz ICAM-1

pogtebianie sie zmian we wczesnej blaszce miazdzycowej wywotane infiltracjg leukocytéw,
zaréwno proces przylegania monocytéow do $rédbtonka za posrednictwem VCAM-1 jak
i wezesna rekrutacja leukocytow i ich naptyw do tworzacych sie zmian miazdzycowych
z taczeniem VCAM-1 i VLA4 odbywaja sie przy udziale diety bogatej w cholesterol

naptyw coraz wigkszej ilosci monocytéw w okolice zmienionego zapalnie $rédbtonka
naczyniowego i przyleganie ich do $rodbtonka pod wptywem selektyn E oraz ICAM-1, co
odbywa sie przy udziale peroksydacji lipidéw wywotanej przez nadtlenoazotyn i przyczynia
si¢ do postepu miazdzycy
progresja miazdzycy pod wptywem procesu zapalnego, ktéry stymuluje komorki $rodbtonka
do wezesnej rekrutacji leukocytdw i ich naptywu do tworzacych sig zmian miazdzycowych,
nastepuje taczenie VCAM-1 i VLA4 oraz dochodzi pod wptywem VCAM-1 do transdukgiji
sygnatéw na linii leukocyty—komorki $rodbtonka naczyniowego
aktywacja srédbtonka pod wptywem NO i pogtebianie sie zmian
w zaawansowanej blaszce miazdzycowej
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Rycina 63. Dendrogram t-niezmiennikéw (x,-x,,) uszeregowanych w sze$¢ klastréw przy wyko-
rzystaniu standardowego algorytmu do grupowania (UPGMA), wspolczynnik odciecia A zostal
ustalony doswiadczalnie w ten sposdb, aby otrzymane klastry mialy sens biologiczny [77].

iNOS pod wplywem cytokin uwalnianych przez komdrki piankowate). Oznacza
to, Ze te dwie tranzycje sg szczeg6lnie istotne dla podprocesu, ktérego reakcje
(tranzycje) znalazty sie w tym klastrze. Nalezy zauwazy¢, ze tranzycja t,, stanowi
element réznicujacy te dwa bardzo podobne do siebie klastry ¢, i ¢, i nie we-
szta w sklad Zadnego niezmiennika innego klastra. Z kolei, w sktadzie wszyst-
kich t-niezmiennikéw klastra ¢,, obok wspomnianych zbioréw m, i m,, znalazt
sie zbior m., tj. naptyw coraz wiekszej ilosci monocytéw w okolice zmienionego
zapalnie $rodblonka naczyniowego i przyleganie ich do $rédbtonka pod wply-
wem selektyn E oraz ICAM-1. Pojedyncza tranzycja, tj. ¢,, odpowiadajaca pro-
cesowi aktywacji iNOS przy udziale cytokin uwalnianych w wyniku degranulacji
mastocytéw pod wplywem anionorodnika ponadtlenkowego, ktéra znalazta sie
we wszystkich t-niezmiennikach klastra c,, co przy jednoczesnym braku ¢,,, r6z-
nicuje klastry ¢, i ¢,. Dla omawianych podproceséw zebranych w tych klastrach
wydaje si¢ by¢ istotne, w jaki sposob nastepuje aktywacja iNOS pod wplywem
cytokin, tj. czy cytokiny powstaja w wyniku degranulacji komoérek tucznych, czy
pod wplywem cytokin uwalnianych przez komoérki piankowate.
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Zkoleinastepnetrzyklastry, tj. c,, ¢,ic,, reprezentujg procesy prowadzace do po-
glebiania si¢ zmian we wczesnej blaszce miazdzycowej (kazdy z t-niezmiennikow
zawiera zbidr tranzycji m ;). Ponadto, t-niezmienniki zgrupowane w klastrze c,
w swojej strukturze zawieraja tranzycje ¢, odpowiadajaca wptywowi diety bo-
gatej w cholesterol, oraz jedng z dwdch tranzycji, tj. t,, (transdukcja sygnalow
pomiedzy leukocytami i komérkami §rédblonka pod wptywem VCAM-1) lub
t, (wczesna rekrutacja leukocytéw i ich naptyw do tworzacych si¢ zmian miaz-
dzycowych, proces przylegania monocytéow do srodblonka - taczenie VCAM-1
i VLA4). Wptyw diety bogatej w cholesterol (t,5), ktéry w modelowanym systemie
odpowiada zaburzeniom metabolizmu lipidéw, obok m, i t,, $wiadczy o silnym
zwigzku pomiedzy tymi zamodelowanymi procesami, czyli poglebianie si¢ zmian
we wczesnej blaszce miazdzycowej wywolane infiltracja leukocytéw, proces przy-
legania monocytéw do srédbtonka za posrednictwem VCAM-1, a takze wczesna
rekrutacja leukocytow i ich naptyw do tworzacych si¢ zmian miazdzycowych
z faczeniem VCAM-1 i VLA4 odbywaja si¢ w obecnosci zaburzen metabolizmu
lipidéw. Jest to o tyle istotne, ze tranzycja t,, pojawia si¢ jedynie w klastrze c, oraz
w przypadku czterech t-niezmiennikéw (x,,, x,,, x5, x,,) zgrupowanych w kla-
strze ¢,. Cecha charakterystyczng tych niezmiennikéw jest ich podobna budowa.
Wszystkie z nich opieraja si¢ na trzech zbiorach MCT, sposréd ktérych dwa sa
takie same, tj. m, (zaburzenia rownowagi oksydacyjno-antyoksydacyjnej) i m,
(synteza anionorodnika ponadtlenkowego) oraz na pojedynczych tranzycjach,
z ktérych pigé, tj. t,, L, s Ly, £, jest wspdlnych. Wynika z tego fakt, ze w przy-
padku zaburzen lipidowych moze zachodzi¢ penetracja monocytéw do blony
srodkowej naczyn (t,), procesy zwigzane z nabywaniem wilasnosci makrofagéw
tkankowych (¢), cho¢ te zaburzenia lipidowe nie s3 warunkiem niezbednym dla
ich zaistnienia. W wielu t-niezmiennikach znajduja si¢ bowiem obok siebie tran-
zycje t, i t, przy braku t,,. Podsumowujac wyniki klastrowania w zakresie klastra
¢;, mozna pokusi¢ si¢ o stwierdzenie, Ze by¢ moze zaburzenia lipidowe nie s3
niezbedne dla zapoczatkowania miazdzycy, ale na pewno sg kluczowe dla pogle-
biania si¢ zmian we wczesnej blaszce miazdzycowe;.

Kolejny klaster - ¢, (naptyw coraz wigkszej ilosci monocytéw w okolice zmie-
nionego zapalnie $rédblonka naczyniowego i przyleganie ich do $rédbtonka pod
wplywem selektyn E oraz ICAM-1, co odbywa si¢ przy udziale peroksydacji li-
pidéw wywolanej przez nadtlenoazotyn i przyczynia si¢ do postepu miazdzycy)
opiera si¢ na trzech zbiorach MCT, tj. m., m, i m,, oraz zawiera wspolne tranzycje:
tip Ly L. Obok naptywu monocytéw w okolice zmienionego zapalnie rédblonka,
syntezy anionorodnika ponadtlenkowego oraz poglebiania si¢ zmian we wczesnej
blaszce miazdzycowej wspdlistnieja reakcje powstawania nadtlenoazotynu zacho-
dzace przy udziale tlenku azotu, peroksydacja lipidéw oraz synteza NO pod wply-
wem eNOS. Istnieje wiec pewna wspdtzaleznos¢ tych wspomnianych proceséw.

Klaster ¢, (progresja miazdzycy pod wplywem procesu zapalnego, ktory sty-
muluje komorki §rédblonka do wezesnej rekrutacji leukocytéw i ich naptywu



do tworzacych si¢ zmian miazdzycowych, nastepuje taczenie VCAM-1 i VLA4
oraz dochodzi pod wptywem VCAM-1 do transdukgji sygnatéw na linii leuko-
cyty-komorki §rédblonka naczyniowego) jest matym klastrem skladajacym sig
z dwdch t-niezmiennikéw, ktdre sg identyczne jesli chodzi o zbiory MCT, tj. oba
opierajg si¢ na zbiorach m, i m,, a r6znig si¢ pojedynczymi tranzycjami, tj. w jed-
nym wystepuje tranzycja t, (wczesna rekrutacja leukocytéw i ich naptyw do two-
rzacych sie zmian miazdzycowych, proces przylegania monocytéw do $rédbton-
ka - laczenie VCAM-1i VLA4), a w drugim t,, (transdukcja sygnaléw pomiedzy
leukocytami i komoérkami srédblonka pod wptywem VCAM-1).

Ostatni klaster ¢, (aktywacja $rédblonka pod wpltywem NO i pogtebianie
sie zmian w zaawansowanej blaszce miazdzycowej) jest utworzony przez jeden
t-niezmiennik oparty na trzech tranzycjach, tj. aktywacji srodbtonka naczynio-
wego wywolanej przez NO (t,,), syntezie konstytutywnej NO pod wpltywem eNOS
(t,,) oraz poglebianiu si¢ zmian w zaawansowanej blaszce miazdzycowej (t,).

6.4.2. Dysfunkcja srodbtonka naczyniowego w aspekcie miazdzycy

6.4.2.1. Model dysfunkgji srédbtonka naczyniowego w miazdzycy oparty na
sieciach Petriego

W podrozdziale tym zostanie zaprezentowany formalny szczegdétowy model
udziatu dysfunkcji srédblonka w powstawaniu i rozwoju miazdzycy (Rycina 64)
oparty na sieciach Petriego. Model ten stanowi prezentacje wspomnianego pro-
cesu, opisanego w sposdb nieformalny w podrozdziale 2.7.3. Sktada si¢ on z 50
miejsc (P = {py Py ---> Pso}) 1 51 tranzycji (T = {t,, t,, ..., t;,}). Numery miejsc
i tranzycji wraz z przyporzagdkowanymi im nazwami/charakterystykami zostalty
przedstawione odpowiednio w tabelach 49. i 50.

Tabela 49. Charakterystyka miejsc modelu dysfunkeji §rodblonka naczyniowego w miazdzycy
przedstawionego za pomocg sieci Petriego na rycinie 64

Miejsce Nazwa miejsca Miejsce Nazwa miejsca
niskie stezenie tlenku azotu kompleks selektyny P i liganda dla tej
Po powstajacego w $rodbtonku [ selektyny
naczyniowym (selektyna P - PGSL-1)
b, niski wzrost cGMP Doy endotelina 1 (ET-1)
b, niska aktywacja Ca?* — ATP-azy Py synteza biatka ?gl;);:v)vujqcego ptytki
staby rozkurcz komérek miesni )
Ps gladkich naczyh bas PECAM-1
. enzym katalizujgcy metylacje biatkowej
b4 pobudzone makrofagi P30 argininy (PRMT)
bs ADMA P eNOS
D NADPH [ L-cytrulina
by L-arginina P33 LDL cholesterol
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cd. tabeli 49.

Miejsce Nazwa miejsca Miejsce Nazwa miejsca

s kalmodulina [ tlenek azotu (NO)
Py tetrahydrobiopteryna [ FMN

duze naprezenia styczne oddziatujace
Pro na s’c}i)ar?y naczyrZ krwionos'nydlfjl Pse FAD

agonisci rozszerzajacy naczynia zmodyfikowana czasteczka LDL
Pri krwionos$ne P37 (ox-LDL)
biatka wewnatrzkomérkowe (m.in.
Pz kompleks kalmodulina-kaweolina P3g widkna aktyny, czynniki sygnalizacyjne:
filamina, paksylina i inne)
P13 kaweolina P39 eksponowany czynnik vWWF
P nadtlenoazotyn (OONO) P40 eksponowany kolagen
Pis pobudzenie $rédbtonka naczyniowego Par plytki krwi przylegache do érodbionka
naczyniowego
silny skurcz komorek

Prs miqs?lni gladkich naczyn P ADP
b1y ROS [ serotonina
Pis cytokiny Paa ATP
P1s ICAM-1 Das podwyzszone stezenie tromboksanu
P2 selektyny E [ $rodbtonek naczyniowy
P selektyny P [ iINOS
b2 VCAM-1 Dis tlen

kompleks selektyny E i liganda dla tej
D23 selektyny Das miazdzyca

(selektyna E - ESL1)

Das proces zapalny Pso zwiekszone stezenie ADMA

przylegajace leukocyty do $rodbtonka
Pas naczyniowego

Tabela 50. Charakterystyka tranzycji modelu dysfunkcji srodblonka naczyniowego w miazdzycy
przedstawionego za pomocg sieci Petriego na rycinie 64

Tranzycja Nazwa tranzycji Tranzycja Nazwa tranzycji
przechodzenie leukocytow przez
ty synteza NO pod wptywem eNOS th bariere
$rodbtonka

mate ilosci NO dyfunduja

t, z komorek $rédbtonka do komédrek ty;
migs$ni gtadkich naczyn

zmniejszenie aktywnosci kinazy

ekspresja PECAM-1 na komérkach
$roédbtonka, leukocytach i ptytkach krwi

t, biatkowe] G ts synteza biatek
t, qbni?eme czynnego wychwytu t proteoliza
jondw wapnia z sarkoplazmy
t, aktywacja syntezy iNOS ts0 synteza eNOS
nasilenie zjawiska stresu
ts oksydacyjnego, zwigkszone t3 procesy nasilajace synteze ADMA
powstawanie ROS
t, powstawanie NADPH t modyfikacja czasteczek LDL pod

wptywem ROS
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cd. tabeli 50.

Tranzycja Nazwa tranzycji Tranzycja Nazwa tranzycji
t, pobudzenie makrofagow t obnizenie stqien::ol\;o pod wptywem
tg dysfunkcja/aktywacja srédbtonka ts4 reakcje/procesy v wyniku keoryeh
powstaje tlen
Wwzrost stezenia wapnia w cytozolu
ty komérek érédblonka tss synteza cholesterolu LDL
procesy zwigzane z metabolizmem
tio homocysteiny prowadzace do t3 reakcje prowadzace do powstania FAD
powstania tetrahydrobiopteryny
t wpfyyv'duzych naprezen styc znych t37 reakcje prowadzace do powstania FMN
na $ciany naczyn krwionosnych
; pobudzenie syntezy agonistow ; pobudzenie VCAM-1 pod wptywem
12 naczynio-rozszerzajacych 38 ox-LDL
ts wigzanie kalmoduliny z kaweoling ts przyleganie p’rytek do srédbionka
naczyniowego
hamowanie NOS przez ADMA
rozpad kompleksu . o o
[ - . tyo i w konsekwencji obnizenie
kalmodulina—kaweolina 1 .
stezenia NO
synteza biatek wewnatrzkomorkowych
tis nitrozylacja i nitrowanie biatek i (m.in. wtokien aktyny, czynniki
sygnalizacyjne: filamina, paksylina i inne)
wydzielanie réznych czynnikdw przez
te wykorzystanie kaweoliny ty ptytki przylegajace do srodbtonka
naczyniowego
skurcz migs$ni gtadkich naczyn pod . .
ty wptywem zmniejszonych stezern NO ts akeywacja plytek krwi
kotwiczenie leukocytéw do btony .
} ! odstoniecie kolagenu w uszkodzonym
tig wewnetrznej naczyn pod wptywem tyy ¢rédblonku
VCAM-1
wigzanie selektyny E ze swoim . .
ty ligandem (ESL-1) na powierzchni tys odsfoniecie czyr]nlrka VW
. w uszkodzonym srodbtonku
leukocytow
tho wptyw procesu zapalnego i udziat komorek srodbtonka
kotwiczenie leukocytéw do btony
ty wewnetrznej naczyn pod wptywem ty synteza NO pod wptywem iNOS
ICAM-1
wigzanie selektyny P ze swoim
t, ligandem (PSGL-1) na powierzchni s synteza cytokin
leukocytow
przyleganie leukocytow do
t3 $rodbtonka poprzedzone toczeniem ty progresja miazdzycy
sie leukocytéw
skurcz migséni gtadkich naczyn synteza i nastepnie wydzielanie
thy krwiono$nych wywotany endoteling tso substancji biologicznie czynnych przez
i tromboksanem pobudzony $rédbtonek
transmigracja leukocytow reakcja, w ktérej L-cytrulina ulega
tys poprzedzona ich przyleganiem do tsy przemianie do L-argininy poprzez

komorek $rédbtonka

przytaczenie atomu azotu.
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Rycina 64. Model prezentujacy wybrane zagadnienia zwigzane z dysfunkcja srédbtonka naczynio-
wego w aspekcie powstawania i rozwoju miazdzycy [76].

6.4.2.2. Opis modelu dysfunkgji Srédbtonka naczyniowego.

Model oparty na sieciach Petriego przedstawiony na rycinie 64. zostal zbudowa-
ny w taki sposdb, aby zaprezentowac wybrane zjawiska biochemiczne zachodzace
w trakcie dysfunkcji $rédblonka naczyniowego, ktdre sg kluczowe dla procesu
powstawania i rozwoju miazdzycy. Staly doptyw tokenéw w waznych dla sieci
miejscach warunkuje, czesciowo juz wczesniej opisanych, szesnascie tranzycji
wejsciowych, tj. ¢, (powstanie NADPH), t,, (procesy zwigzane z metabolizmem
homocysteiny prowadzace do powstania tetrahydrobiopteryny), ¢,, (wptyw du-
zych naprezen stycznych na $ciany naczyn krwionosnych), ¢,, (pobudzenie synte-
zy agonistow naczynio-rozszerzajacych), t,, (wigzanie kalmoduliny z kaweolinag),
t,, (wplyw procesu zapalnego), t,, (ekspresja PECAM-1 na komérkach $rédbton-
ka, leukocytach i ptytkach krwi), ,, (synteza biatek), ¢,, (reakcje/procesy w wyni-
ku ktérych w organizmie powstaje tlen), ¢,; (synteza cholesterolu LDL), ¢, (reak-
cje prowadzace do powstania FAD), t,, (reakcje prowadzace do powstania FMN),
t, (synteza biatek wewnatrzkomérkowych (m.in. wiékien aktyny, czynniki sy-
gnalizacyjne: filamina, paksylina i inne)), ¢,, (odstoniecie kolagenu w uszkodzo-
nym $rodbtonku), ¢, (odstoniecie czynnika vWF w uszkodzonym $rédblonku),
t,, (udzial komorek srodblonka). Ponadto w modelu znajduja si¢ trzy tranzycje
wyjsciowe, do ktorych dazy modelowany proces, tj. t,, (przyleganie leukocytow



do $rédblonka poprzedzone toczeniem sie leukocytow), ¢, (wykorzystanie ka-
weoliny) oraz najwazniejszy z punktu modelowanego zjawiska proces progresji
miazdzycy, t,,.

Aby proces zostal uruchomiony musi by¢ obecny token w miejscu p,,
(L-cytrulina). Z kolei gdy on si¢ zuzyje (token zasili proces ¢, (reakcja, w ktorej
L-cytrulina ulega przemianie do L-argininy poprzez przylaczenie atomu azotu),
to naplyw kolejnych tokenéw bedzie konsekwencja zachodzenia proceséw ¢,
(synteza NO pod wplywem eNOS), t,, (reakcje/procesy w wyniku ktérych po-
wstaje tlen), ¢,, (synteza NO pod wplywem iNOS). Z kolei aby zostata w sieci od-
palona tranzycja t, (synteza NO pod wplywem eNOS), musi zosta¢ uruchomio-
nych az osiem tranzycji, spos$rod ktorych szes¢ (t, t,, Ly, Ly 1 L) jest jedno-
cze$nie tranzycjami wejSciowymi, czyli nie limitujagcymi zachodzenia proceséw,
bo tokeny przez nie generowane sg zawsze. Naplyw tokenéw do miejsca p,, beda
modulowa¢ dwie tranzycje, tj. t,, (synteza eNOS) i t,, (synteza NO pod wplywem
iNOS). Tranzycja t,, wlasciwie tez zachowuje sie jak tranzycja wejéciowa, bo cho¢
nig nie jest to ma bardzo duza szans¢ na odpalenie (aktywacje¢), co gwarantuje jej
polaczenie z dwoma wejsciowymi tranzycjami (t,, i ¢,,), stad kluczowa pozosta-
je jedynie jedna tranzycja, tj. t,,. Aby mozliwy byl przeplyw przez nig tokenow,
zgodnie z zasadg aktywacji tranzycji, znaczniki musza pojawic¢ si¢ w miejscach
p, (L-arginina), p,, (iNOS) i p,; (tlen). Tlen bedzie istnial w sieci stale bo jest
polaczony z wejsciows tranzycja t,,. Stad miejsca p, i p,, beda tu kluczowymi
modulatorami. Naptyw do p, bedzie mozliwy wtedy, gdy w sieci bedzie odbywata
sie synteza cytokin (t,,) zachodzaca pod wplywem ¢, (nasilenie zjawiska stresu
oksydacyjnego, zwiekszone powstawanie ROS) i t,, (Wpltyw procesu zapalnego).

Aby w modelu pojawita sie dysfunkcja srédbtonka, czyli zostala odpalona
tranzycja t, tokeny (znaczniki), ktére sa dynamicznymi skladnikami sieci mu-
sza pojawi¢ sie w czterech miejscach wejsciowych dla tej tranzycji, tj. w miejscu
D (ktory odpowiada komoérkom srédblonka naczyniowego w sieci), miejscu
D1 (duze naprezenia styczne oddziatujace na $ciany naczyn krwiono$nych) oraz
dwoch miejscach logicznych, tj. p,, (cytokiny) i p,, (zmodyfikowana czasteczka
LDL (ox-LDL)). Aktywacja (dysfunkcja) srédbtonka powoduje przeptyw znacz-
nika do miejsca p,, (odpowiednik pobudzonych komoérek srodblonka naczynio-
wego), co z kolei dostarcza tokendw dla procesu ¢, (synteza i nastgpnie wydzie-
lanie substancji biologicznie czynnych przez pobudzony $rédbtonek). Proces
ten jest kluczowy dla dynamiki calej sieci, stad bowiem przeptywaja tokeny do
siedmiu miejsc, tj. p,, (ROS), p,, (ICAM-1), p,, (selektyny E), p,, (selektyny P),
P, (VCAM-1), p,, (endotelina 1 (ET-1)), p,, (synteza biatka aktywujacego ptyt-
ki (PAF)), ktore sa dostawcami tokenéw niezbednymi dla podtrzymania obec-
nosci miazdzycy w sieci (p,,) i jej progresji (t,,). Aby jednak nastapilo zjawisko
progresji miazdzycy w sieci nie wystarczy dynamiczny element obecny w miej-
scu p49, musza by¢ uruchomione procesy, ktére dostarcza tokenéw do miejsc
P, (ROS), p,, (cytokiny), p,, (LDL-cholesterol) i p,, (zmodyfikowana czasteczka
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LDL (ox-LDL)). Procesy, ktore dostarczg tokenéw do wspomnianych miejsc to
m.in. t,, (wplyw procesu zapalnego) i ¢, (nasilenie zjawiska stresu oksydacyj-
nego, zwigkszone powstawanie ROS). Nasilenie proceséw zapalnych i zjawiska
stresu oksydacyjnego w sieci doprowadzi do aktywacji syntezy iNOS (t,), dzieki
ktorej zwigkszy si¢ zdecydowanie ilos¢ tlenku azotu w sieci (p,,), ktéry do tej
pory dostarczany byl jedynie dzieki konstytutywnej aktywnoéci eNOS (proces
t,). Zwiekszona dostepnos¢ NO w sieci doprowadza do sytuacji, ze gdy tylko po-
jawi sie token w miejscu ROS, czyli gdy zaistnieje zjawisko stresu oksydacyjnego,
powstanie nadtlenoazotyn (p,,), ktory z kolei uruchomi tranzycje ¢, (nitrozylacja
i nitrowanie biatek). Doprowadzi to do zmniejszenia stezenia NO (p,), ktore do-
datkowo bedzie zmniejszane gdy tokeny pojawig si¢ w t,, (hamowanie NOS przez
ADMA i w konsekwencji obnizenie stezenia NO). Zmniejszona ilos¢ NO dopro-
wadzi do odpalenia ¢, (mate ilosci NO dyfunduja z komoérek srédbtonka do ko-
morek miesni gladkich naczyn), a nastepnie ¢, (zmniejszenie aktywnosci kinazy
bialkowej G) i ¢, (obnizenie czynnego wychwytu jondw wapnia z sarkoplazmy),
co w koncu spowoduje naptyw tokenéw do miejsca t,, (skurcz miesni gladkich
naczyn pod wplywem zmniejszonych stezenn NO) i w konsekwencji pojawi sie
miazdzyca w sieci. Do powstania miazdzycy doprowadzg takze procesy t, (trans-
migracja leukocytéw poprzedzona ich przyleganiem do komérek §rédbtonka),
t,s (przechodzenie leukocytéw przez bariere srodbtonka) i ¢, (aktywacja plytek
krwi), ktérych uruchomienie zostato zapoczatkowane opisanym juz procesem t,,
(synteza i nastepnie wydzielanie substancji biologicznie czynnych przez pobu-
dzony srédbtonek).

6.4.2.3. Analiza modelu dysfunkgji srédbtonka naczyniowego

Analiza strukturalna

Zaprezentowany model jest dyskretng siecig Petriego z miarami na wszyst-
kich lukach réwnymi 1. Podobnie jak w poprzednich modelach, nie zawiera on
informacji na temat szybkosci zachodzenia poszczegélnych proceséw, ani na te-
mat stezen/ aktywnosci czasteczek biorgcych w nim udzial. Dlatego na podstawie
analizy zachowania tego modelu mozna jedynie bada¢ pewne zaleznosci jako-
$ciowe. Sie¢ jest zwyczajna, jednorodna, czysta, nie jest zachowawcza, nie jest
ograniczona (zawiera tranzycje wejsciowe i wyj$ciowe), ma 8 minimalnych t-in-
wariantow (x,-x,) i jest przez nie pokryta, nie zawiera natomiast p-minimalnych
niezmiennikow i nie jest przez nie pokryta.

Sie¢ zawiera 9 zbiorow MCT, ktorych szczegdtowa charakterystyka zostala
przedstawiona w tabeli 51.

T-niezmienniki zostaly pogrupowane w t-klastry przy pomocy algorytmu
UPGMA, co zostalo zaprezentowane na rycinie 65. Z kolei charakterystyka
t-niezmiennikow zostala pokazana tabeli 52.

t-niezmienniki sg przedstawione jako suma zbioréw MCT i pojedynczych
tranzycji, ktore sie w tych zbiorach nie znalazly.



Tabela 51. Charakterystyka zbioréw MCT sieci przedstawionej na rysunku

Zbiory MCT Tranzycje Charakterystyka
m tg, thg, taas tazs toay togy tag procesy w sposéb bezposredni zwiazane z dysfunkcja
! i tas tags tas $rédbtonka naczyniowego
m, to, Ly tros tray tigs t3or taer tay procesy zaangazowane w synteze NO
procesy nasilajace tworzenie blaszki miazdzycowej (proces
ms L5, 17, Tyos U325 T35y Tags Lo zacalny i ksydacyi
palny i stres oksydacyjny)
procesy prowadzace do skurczu miesni gtadkich naczyn
m, th by ta tigs toe b Krvionoénych eiszenie éwiath .
ych (zmniejszenie $wiatta naczynia)
procesy wptywajace na zachowanie leukocytéw w procesie
ms tigs Ty1y Tysy o7y g miazdz
ycy

m, thes thos t31, tao wptyw ADMA na powstawanie NO
m; ty tyy procesy wptywajace na iINOS
msg to, thy procesy modulujace wewnatrzkomérkowe stezenie wapnia
mq ts, ts; nitrozylacja

X1

X3

Xs

X7

X4

Xe

Xg

X2

Rycina 65. Dendrogram: t-inwarianty modelu dysfunkcji $rédblonka naczyniowego w miazdzycy

pogrupowane w Kklastry.

Tabela 52. Charakterystyka t-niezmiennikéw sieci przedstawionej na rycinie 64

t-niezmienniki Zbiory MCT Pojedyncze tranzycje, ktore nie znalazty sie w zbiorach MCT

X ms, My l3g

X, ms,Ms,Ms ti1 g

X3 My, M3,My, Mg T, b3 ag

X, My,M3,my,m 1y T3y Tae

Xs My,M3,My,Mg,My iy Lag

Xe My, M3.My, Mg, Mg tin Lag

X7 ms,my,mz,mg L

Xg ms,my,mg,my; b
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Na podstawie uzyskanych wynikéw oraz analizy zachowania sieci mozna za-
uwazyc¢, ze wszystkie t-niezmienniki zawierajg w swym sktadzie zbiér m, (proce-
sy nasilajace tworzenie blaszki miazdzycowej — proces zapalny i stres oksydacyj-
ny). Procesy te w sposéb bezposredni wplywaja na wszystkie zjawiska, jakie maja
miejsce w sieci.

Najwieksze roznice w odleglosci na dendrogramie daja si¢ zauwazy¢ pomie-
dzy x, i pozostalymi t-niezmiennikami. Niezmiennik ten jako jedyny ma w swej
strukturze zbidr m, (procesy w sposob bezposredni zwiazane z dysfunkcja $rod-
blonka naczyniowego). Réwniez oddalony od pozostalych inwariantéw jest
x,, ktéry obok zbioréw m, (procesy nasilajace tworzenie blaszki miazdzycowej
— proces zapalny i stres oksydacyjny) i m, (procesy wplywajace na zachowanie
leukocytéw w procesie miazdzycy) zawiera, jako jedyny z minimalnych t-in-
waraintoéw, tranzycje t,, (pobudzenie VCAM-1 pod wplywem ox-LDL). Wida¢
na tej podstawie, ze to pobudzenie jest niezwykle wazne dla proceséw zapalnych,
oksydacyjnych i ma wptyw na zachowanie leukocytéw w miazdzycy.

Ponadto niezmienniki x, i x; oraz x, i x, s3 ze soba silnie strukturalnie zwig-
zane, co mozna zauwazy¢ na rycinie 65. i tylko nieznacznie réznia si¢ miedzy
soba. Niezmiennik x; zawiera zbiér m, (procesy modulujace wewnatrzkomor-
kowe stezenie wapnia) ktérego nie ma niezmiennik x;, ale z drugiej strony nie
zawiera pojedynczej tranzycji t,, (udzial komoérek sréddbtonka), ktéra posiada
niezmiennik x,. Natomiast niezmiennik x, ma dodatkowy zbiér m,, ktérego nie
ma niezmiennik x,, ale nie zawiera pojedynczej tranzycji t,, (wigzanie kalmodu-
liny z kaweoling).

W niezmiennikach x;, x, wspélwystepuja obok siebie zbiory m, (procesy pro-
wadzace do skurczu miesni gladkich naczyn krwionosénych) i m, (wptyw ADMA
na powstawanie NO), co jest zjawiskiem oczywistym, z drugiej strony pozwala
zalozy¢, ze model zostal poprawnie zbudowany, a modelowane w nim zjawisko
odzwierciedla charakter i ztozonos¢ procesu, jaki wystepuje w organizmie czfo-
wieka.



/. Dyskusja

Gléwng ideg pracy bylo ukazanie ztozonosci procesu, jakim jest miazdzyca, ze
szczegélnym naciskiem polozonym na oceng zaburzen obserwowanych wsréd
pacjentoéw z narastajacym uposledzeniem funkcji nerek.

W celu zrozumienia odmiennoséci miazdzycy towarzyszacej PChN, w roz-
prawie zaprezentowano wybrane aktualne koncepcje wyjasniajace patomecha-
nizmy lezace u podtoza tzw. ,tradycyjnej” miazdzycy, ktorej przedstawicielami
w rozprawie byli pacjenci z grupy CVD, tj. chorzy z chorobg wienicows, nad-
ci$nieniem tetniczym i przynajmniej jednym ostrym incydentem wiencowym
w wywiadzie. O trudno$ciach zwigzanych z podjetym zagadnieniem $wiadczy
fakt, iz pomimo trwajacych ponad 200 lat badan i wykorzystania najnowocze-
$niejszych technik badawczych, nadal naukowcy maja wiele watpliwosci, czasem
wrecz kluczowych np. nie ma jednomyslnosci wérdd badaczy, co do kolejnosci
zachodzenia poszczegolnych zjawisk lezacych u podtoza miazdzycy. W ogdlnosci
istnieje zgodno$¢ w kwestii elementéw skladowych, ktére muszg zaistniec, aby do
miazdzycy doszto, wsrdd ktorych sg proces zapalny, stres oksydacyjny, zaburze-
nia immunologiczne i zaburzenia lipidowe [14]. Czy miazdzycy da si¢ uniknac,
czy jest ona nierozlacznie zwigzana z, konserwatywnym i niedostosowanym do
wspolczesnych warunkéw srodowiskowych, genomem wspdlczesnego czlowie-
ka? Czy moze jak proponuje Grundtman jest ona pewng konsekwencja natu-
ralnej ludzkiej odpornosci anty-HSP? A moze wing nalezaloby obarczy¢ rozpo-
wszechnione w ludzkiej populacji patogeny, takie jak np. Chlamydia pneumoniae
czy Escherichia coli? Aby mdc w pelni rozeznac si¢ w tej wielowatkowosci nalezy
spojrze¢ na zjawisko miazdzycy w sposob bardziej calosciowy. Jest to zapewne
trudniejsze anizeli badanie poszczegdlnych jej etapéw. Ogarna¢ zlozonos¢ pro-
cesu i jednoczesnie nie zatraci¢ informacji o jego elementach sktadowych. Ta-
kie podejscie proponuja biologia i medycyna systemowa, dla ktérych czlowiek
to ,,system’, zespot molekut, grup czasteczek, tkanek oraz narzadéw wzajemnie
ze sobg powigzanych i na siebie oddzialujacych. W tym kontekscie nie da sie
»Wyjac” jednej molekuly i jej odrebnie analizowac, bo utraci sie wtedy cenne in-
formacje na temat uwarunkowan, ktérym ona podlega. Mozna to zrobi¢ jedynie
pod warunkiem, Ze potraktujemy taka analize jako zrdédio informacji. Biologia
i medycyna systemowa, proponujac takie kompleksowe podejscie do analizowa-
nych zjawisk, wymagaja jednoczes$nie dostarczania coraz bardziej precyzyjnych
danych, aby jak najdokfadniej zamodelowa¢ dany proces. Albowiem, im wiecej
danych zostanie uwzglednionych w modelu, tym jego dzialanie w wierniejszy
sposob bedzie odzwierciedlato rzeczywisto$¢, a poczynione na tej podstawie
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analizy beda bardziej wartosciowe. Moze sie jednak okaza¢, ze takie podejscie
w pewnym sensie przekracza mozliwosci ludzkiego umystu. Po prostu mozemy
nie by¢ w stanie tego wszystkiego ogarna¢. Biologia/medycyna systemowa daje
nam do celéw analitycznych pewne narzedzia, jednym z nich sg wykorzystane
w rozprawie sieci Petriego, w ktérych kluczowym elementem analiz jest etap bu-
dowy sieci, wymagajacy relatywnie duzej wiedzy w danej dziedzinie.

W rozprawie skupiono sie przede wszystkim na analizie molekularnego pod-
toza miazdzycy w przewleklej chorobie nerek, z uwzglednieniem zmian jakie za-
chodza w zaleznosci od stopnia upos$ledzenia funkeji nerek. Przestanki do pod-
jecia tego tematu wynikaly z faktu, iz pomimo wielkiego postepu, jaki dokonat
sie w dziedzinie badan nad powstawaniem miazdzycy (teoria lipidowa, teoria
oksydacyjna, teoria uszkodzenia srodbtonka, zapalna i ujednolicona teoria po-
wstawania miazdzycy), nadal przyczyna nasilenia miazdzycy u chorych z PChN
pozostaje nie w pelni wyjasniona. A jak wiadomo PChN, niezaleznie od etiolo-
gii, charakteryzuje sie przyspieszonym rozwojem miazdzycy oraz zaawansowana
przebudowa naczyn i migsnia sercowego. Zagadnienie to jest tym bardziej istot-
ne, ze poglebienie wiedzy w jego zakresie moze przyczynic si¢ do poprawy roko-
wania wéréd chorych z PChN, u ktérych $miertelnos¢ z powodéw sercowo-na-
czyniowych przewyzsza 30-300-krotnie $Smiertelno$¢ w ogolnej populacji [66].
Trudnosci podjetego tematu wynikajg z koniecznosci uwzglednienia zlozonosci
miazdzycy i ztozonosci przewleklej choroby nerek, w przebiegu ktérej dochodzi
do narastania zaburzen gospodarki wodno-elektrolitowej i kwasowo-zasadowej,
zaburzen gospodarki wapniowo-fosforanowej, zaburzenia metabolizmu weglo-
wodanéw, niedokrwisto$¢, zaburzen lipidowych oraz przewlektych proceséw za-
palnych, ktére szczegdlnie zaczynaja by¢ widoczne juz w 3. stadium PChN. Czy
w obliczu tak wielu dodatkowych czynnikéw miazdzyca w PChN jest nadal ta
samg tradycyjng miazdzycy, czy moze nalezaloby uzywa¢ terminu ,,miazdzyca
zwigzana z PChN” (ang. chronic kidney disease-related atherosclerosis), jak zapro-
ponowano w [188], aby podkresli¢ odmiennos¢ tego procesu? Badacze sg zgodni
co do tego, ze te wspomniane procesy roznig si¢ miedzy sobg. Odmiennosci wy-
nikajg raczej ze zmian w strukturze blaszki miazdzycowej, a nie réznic w zakresie
objetosci lub ilosci blaszek w naczyniach [65]. Zauwazalne réznice dotycza réw-
niez manifestacji klinicznej. Miazdzyca w PChN wystepuje 30-krotnie czgiciej,
a $miertelno$¢ wywolana jej powiklaniami jest kilkadziesiat razy wieksza wsréd
chorych z PChN w poréwnaniu z populacja zdrowych oséb.

Aby dowiedzie¢ si¢ wiecej na temat podioza molekularnego proceséw, przy-
czyniajacych si¢ do powstawania miazdzycy u chorych z PChN, w ramach pro-
jektu, ktory byt podstawa napisania tej rozprawy, zrealizowano cztery nastepuja-
ce zadania badawcze:

a) ocena stanu zapalnego i poziomu stresu oksydacyjnego w grupie chorych

z przewlekla chorobg nerek;



b) identyfikacja bialek odgrywajacych istotng role w procesie powstawania
miazdzycy w przewlektej chorobie nerek i pordwnanie otrzymanych wynikéw
z tymi uzyskanymi od chorych z niestabilng chorobg wienicowa i/lub zawatem
serca w wywiadzie, lecz bez klinicznych i laboratoryjnych cech uposledzenia
funkcji nerek oraz od zdrowych ochotnikéw - w badaniach wstepnych za-
uwazono bowiem istotne zmiany w proteomie chorych;

c) analiza modyfikacji posttranslacyjnych zachodzacych pod wptywem miaz-
dzycy w przewleklej chorobie nerek oraz w grupie chorych z niestabilng cho-
robg wienicowg i/lub zawaltem serca w wywiadzie;

d) stworzenie modeli stresu oksydacyjnego i dysfunkcji srédblonka naczyniowe-
go przy uzyciu sieci Petriego.

Oméwienie wynikéw zadania badawczego pt. Analiza stanu
zapalnego i poziomu stresu oksydacyjnego w grupie chorych
z przewlektq chorobq nerek

Profil lipidowy
Zanim zostanie przedstawione omdéwienie wynikéw tego zadania, przyjrzymy sie
miazdzycy wsrdd badanych os6b w kontekscie obserwowanych zaburzen profilu
lipidowego i zmian grubosci blaszki miazdzycowe;.

Na podstawie wynikéw uzyskanych w badaniu wida¢ wyraznie, ze chorzy
z PChN réznili sie profilem lipidowym miedzy soba oraz w poréwnaniu do grup
HV i CVD. Pacjenci grup CKD1-2 i CKD3-4 cechowali si¢ wyzszymi stezeniami
LDL-cholesterolu w surowicy krwi w poréwnaniu z chorymi hemodializowany-
mi i nie réznili sie pod tym wzgledem w stosunku do chorych grupy CVD, czyli
tych z tzw. tradycyjnymi czynnikami ryzyka. Jednoczesnie charakteryzowali si¢
nieco podwyzszonymi wartosciami cholesterolu calkowitego (powyzej wartosci
rekomendowanych) i TAG oraz zdecydowanie podwyzszonymi stezeniami LDL-
-cholesterolu. Przy czym nalezy zaznaczy¢, ze roznice w zakresie wspomnianych
parametréw, poza stezeniem LDL-cholesterolu, byly w grupach CVD, CKD1-2
oraz CKD3-4 nieistotne statystycznie. Jesli chodzi o stezenie cholesterolu frakcji
HDL, to odnotowano we wszystkich grupach srednie stezenie tej frakcji chole-
sterolu przekraczajace wartos¢ 40 mg/dL, co jest wielko$cig pozadang. Zdrowi,
osoby z grup CKD1-2 i CKD3-4 wykazywali szczegélnie wysokie stezenia chole-
sterolu frakcji HDL w surowicy krwi (§rednie stezenia powyzej 50 mg/dL). Z kolei
najnizsze stezenia cholesterolu frakcji HDL mieli chorzy z grup CVD i CKD5B.
Zaburzenia lipidowe obserwowane w grupach CKD1-2 i CKD3-4 rdznily si¢ nie-
co od tych obserwowanych w badaniu Cardiovascular Heart Study [273], gdzie
stezenie LDL-cholesterolu w grupie chorych z PChN o umiarkowanym stopniu
zaawansowania choroby nerek nie réznilo si¢ istotnie w poréwnaniu ze stezenia-
mi obserwowanymi wérdd osob z prawidlowa funkcjg nerek (w obecnym badaniu
to byl parametr, ktéry w grupach o umiarkowanym nasileniu choroby, byt najbar-

157



158

dziej podwyzszony). Ponadto w tym wspomnianym badaniu chorzy wykazywali
istotnie wyzsze stezenia TAG i nizsze HDL-cholesterolu w poréwnaniu z grupa
bez uposledzonej funkcji nerek (w obecnym badaniu stezenie TAG bylo poréw-
nywalne, a stezenie cholesterolu HDL nizsze od obserwowanego w grupie HV,
lecz w granicach wartosci prawidtowych). Uzyskane w ramach obecnego projektu
wyniki byly zblizone do tych obserwowanych w badaniu ARIC (The Atheroscle-
rosis Risc In Communites), gdzie wérdd chorych bedacych w stadium 3-4 PChN,
zauwazono istotnie wyzsze stezenie calkowitego cholesterolu i TAG oraz istotnie
nizsze stezenie HDL-cholesterolu w stosunku do wynikéw obserwowanych wsréd
0sob bez PChN [136, 214]. Jedli chodzi o interpretacje podwyzszonego stezenia
LDL-cholesterolu obserwowanego w obecnym badaniu wsrdd chorych w stadiach
1-4 PChN, to prawdopodobnie te podwyzszone stezenia wynikaly z zaburzen li-
pidowych, ktére musialy sie pojawi¢ zanim osoby zaczely chorowaé na PChN.
Podwyzszone stezenie cholesterolu LDL nie jest bowiem typowe dla dyslipide-
mii obserwowanej w PChN, ktérej podloze jest szczegélnie ztozone. Vaziri dla
podkreslenia odrebnosci zmian obserwowanych wsrod pacjentéw z najbardziej
zaawansowang postacia PChN uzywa okre$lenia ,uremic dyslipidemia” [307].
Jak zaznaczono, dyslipidemia w niewydolnosci nerek ma specyficzny charakter,
niezalezny od wyjsciowej przyczyny uszkodzenia nerek. W PChN dochodzi do
uposledzonego metabolizmu lipoprotein spowodowanego zmniejszeniem aktyw-
nosci enzymow, takich jak lipaza lipoproteinowa, acylotransferaza lecytyna: cho-
lesterol, acetylotransferaza acylo-CoA oraz watrobowa lipazy triglicerydowa [236,
237]. Obecnie spadek aktywnosci tych enzymow tlumaczy si¢ obecnoscia kraza-
cych w ustroju substancji o wlasciwos$ciach inhibitoréw dla tych enzymoéw, ktére
nie s wystarczajaco usuwane z organizmu w sytuacji uposledzonej funkcji nerek.
W konsekwencji dochodzi do zmniejszonego rozkladu triglicerydéw i hipertrigli-
cerydemii. Dodatkowo zmiany aktywnosci lipazy lipoproteinowej powoduja, ze
przy niezmienionej syntezie watrobowej VLDL dochodzi do zaburzenia na etapie
przeksztalcania VLDL w IDL, a te z kolei z powodu zahamowania watrobowej
lipazy nie przechodzg dalej w lipoproteiny LDL. Dodatkowo w mocznicy obser-
wuje sie zwigkszenie stezenia lipoproteiny a, cechujacej si¢ wysoka metaboliczna
aktywnoscig, ktéra obok nadmiaru TAG sprzyja przyspieszonemu powstawaniu
zmian miazdzycowych w naczyniach. Ponadto, w obliczu zaburzen receptoréw
watrobowych dla lipoprotein, zauwazalne jest przesunigcie rownowagi na korzys¢
LDL przetadowanych TAG, tj. matych gestych LDL, co obok wcze$niej wspomnia-
nych zaburzen powoduje przynajmniej 3-krotnie szybszy rozwdj blaszki miazdzy-
cowej. Niektorzy badacze podkreslajg, ze mechanizmy prowadzace do dyslipide-
mii mogg by¢ bardziej ztozone i wskazujg m.in. na role insulinoopornosci oraz
zwigkszonej lipolizy. Wydaje sie, ze zmiany miazdzycowe w PChN s3 raczej wyni-
kiem zaburzen sktadu lipidow niz nastepstwem zwiekszenia ich stezen.

W obecnym badaniu zaburzenia lipidowe nie zawsze byly tak charaktery-
styczne, np. pacjenci hemodializowani charakteryzowali si¢ zdecydowanie ob-



nizonym stezeniem TAG i stezeniem calkowitego cholesterolu w surowicy krwi,
w pordéwnaniu z pozostalymi badanymi. Najnizsze stezenie calkowitego chole-
sterolu wykazywali chorzy z grupy CKD5B, ktérzy jednoczesnie charakteryzo-
wali si¢ najnizszymi stezeniami TAG w surowicy krwi. Co ciekawe, zaburzeniom
tym towarzyszyl najnizszy $redni wskaznik BMI, zblizony do tego obserwowa-
nego w grupie zdrowych, lecz nizszy w stosunku do chorych z grup CKD1-4
i CVD oraz najgrubsza blaszka miazdzycowa oceniona na podstawie wielkosci
IMT. Wyglada na to, ze nie mozna wszystkich zgonéw sercowo-naczyniowych
w grupie chorych hemodializowanych ttumaczy¢ jedynie w sposéb klasyczny, tj.
obecnoscig tradycyjnych czynnikéw ryzyka, wéréd ktorych waznymi czynnikami
sg zaburzenia gospodarki lipidowej, z wysokimi stezeniami cholesterolu LDL na
czele. U badanych chorych hemodializowanych ten czynnik nie wystepowal, co
wcale oczywidcie nie wykluczato w ich przypadku mozliwosci powstania zmian
miazdzycowych, ktére paradoksalnie byly w tej grupie najbardziej nasilone spo-
$rod wszystkich badanych grup (najwyzszy wskaznik IMT). Skad ten paradoks?
Wspomniano o tym na poczatku rozprawy. Wérdd pacjentéw hemodializowa-
nych obserwuje si¢ zjawisko ,,odwréconej epidemiologii chordb sercowo-naczy-
niowych”, bedace najczesciej wyrazem ich niedozywienia. Po$rednie informacje
o niedozywieniu mozna uzyskac¢ na podstawie analizy wielko$ci wskaznika BMI.
Tak jak juz wspominano, chorzy dializowani charakteryzowali si¢, podobnie jak
osoby zdrowe, prawidlowymi, lecz zarazem najnizszymi wartosciami wskaznika
BMI wsrod wszystkich badanych chorych. Gdy przyjrzymy si¢ obu podgrupom
CKD5, mozna zauwazy¢, Ze najnizsze, lecz ciagle prawidtowe wartosci wskazni-
kéw BMI wykazywali chorzy dializowani, ktérzy przezyli 12-miesigczny okres
obserwacji. Z kolei wyniki tych pacjentéw dializowanych, ktérzy zmarli w cig-
gu 12-miesigcznej obserwacji byly u czesci w granicach wartosci prawidiowych,
lecz $rednia dla calej podgrupy oscylowata wokdt wartosci BMI $wiadczacych
o lekkiej nadwadze. Dodatkowo nie zaobserwowano réznic pomigdzy badanymi
osobami w zakresie stezenia albumin w surowicy, a jak wiadomo, istnieje bezpo-
sredni zwiagzek pomigdzy stezeniem albumin a niedozywieniem biatkowo-kalo-
rycznym. Nie ma wigc podstaw do stwierdzenia, ze chorzy dializowani zakwali-
fikowani do obecnego badania, byli niedozywieni, tym bardziej, ze obok prawi-
dfowego lub jedynie nieco podwyzszonego wskaznika BMI charakteryzowali si¢
prawidlowym stezeniem albumin w surowicy krwi. Nalezy tu podkresli¢, ze czes¢
badaczy wystepowanie otylosci, a nawet nadwagi wérdd chorych hemodializowa-
nych uznaje za ceche korzystng i wigzaca sie z lepszym rokowaniem. W obecnym
badaniu lekka nadwaga wéréd hemodializowanych pacjentéw wiazata si¢ z gor-
szym rokowaniem. Trzeba tu jednak zaznaczy¢, ze mogly mie¢ na to wpltyw male
liczebnosci grup CKD5A i CKD5B oraz stosunkowo niewielkie roznice w zakre-
sie wartosci wskaznika BMI, ktére oscylowaly, jak juz wspominano, wokdt gérnej
granicy normy (CKD5A) lub niewielkiej nadwagi (CKD5B). Z drugiej strony,
jesli te wartosci wskaznika BMI odniesiemy do wynikéw uzyskanych w pozosta-
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tych grupach chorych z PChN oraz w grupie CVD, to wida¢ wyraznie, ze chorzy
z tych wspomnianych grup charakteryzowali si¢ w wigkszosci przypadkow zde-
cydowang nadwaga lub nawet otylo$cig. Mozna wigc na tej podstawie stwierdzi¢,
ze istnieje tendencja do obnizania si¢ wielko$ci wskaznika BMI wsrod pacjentéow
hemodializowanych. Oczywiscie idealnie byloby, gdyby mozna przesledzi¢ zmie-
niajace si¢ wartosci BMI u tych samych os6b w zaleznosci od stopnia uposle-
dzenia ich funkcji nerek, wtedy bardziej kategorycznie mozna by wnioskowa¢
o zmniejszaniu si¢ BMI wsrod pacjentéw leczonych hemodializa.

Z kolei, gdy przyjrzymy sie grupom CKD1-2 i CKD3-4 mozna zauwazyc, ze
pod wzgledem parametréw lipidowych oraz wielkos$ci wskaznika BMI nie roznity
sie one istotnie pomiedzy sobg, ani w poréwnaniu z chorymi z ostrym incyden-
tem wiencowym w wywiadzie, lecz bez choroby nerek (grupa CVD). Oczywiscie
nalezy podkresli¢, ze wszelkie obserwowane zmiany w profilu lipidowym byty
czesciowo korygowane pod wplywem leczenia statynami, a u czesci chorych
takze fibratami, przy czym wplyw lekéw we wszystkich badanych grupach byt
podobny, poniewaz chorzy byli kwalifikowani do badania w ten sposéb, aby nie
roznili si¢ istotnie statystycznie sposobem leczenia.

Grubos¢ kompleksu intima-media

Gdy przeanalizujemy wyniki badania IMT we wszystkich grupach, to wida¢
wyraznie, ze mozna je podzieli¢ na 3 duze grupy: grupa charakteryzujaca
sie najnizsza, prawidtowa wielkoscig IMT ($rednia 0,4 mm) - osoby z grupy
HV, grupa z wartosciami IMT oscylujacymi w granicach wysokich wartosci
prawidlowych (srednia 0,8 mm), gdzie znalezli si¢ pacjenci CKD1-2, CKD3-4
i CKD5A oraz ostatnia grupa, tj. CKD5B ($rednia 1,25 mm). Uzyskane wyni-
ki $wiadcza o pogrubieniu IMT jedynie wéréd chorych z grupy CKD5B, nato-
miast u zadnej z badanych oséb, na podstawie uzyskanych wynikéw IMT, nie
mozna stwierdzi¢ obecnosci blaszki miazdzycowej, ktora zgodnie z wytycznymi
Europejskiego Towarzystwa Kardiologicznego i Europejskiego Towarzystwa
Nadcis$nienia Tetniczego nalezy rozpoznawac, gdy grubos¢ kompleksu intima-
media przekracza 1,5 mmn [192]. Z drugiej strony, wytyczne wspomnianych To-
warzystw pozwalajg zdiagnozowa¢ obecno$¢ blaszki miazdzycowej takze wtedy,
gdy obserwuje si¢ pogrubienie > 5 mm lub zwigkszenie grubosci o 50% w sto-
sunku do sasiedniej $ciany tetnicy. Takich analiz w obecnym projekcie nie wyko-
nano, stad trudno w sposéb kategoryczny stwierdzi¢, ze chorzy grupy CKD5B nie
mieli blaszki miazdzycowej, tym bardziej, ze ich przyczyny zgonu przynajmniej
u 7 sposrdd 11 oséb $wiadczyly o ,miazdzycowej przyczynie zgonu (6 udaréw
niedokrwiennych, 1 zawat serca i 4 niewydolno$ci krazenia). Nalezy tu podkre-
8li¢, ze wyniki, wspominanego juz wczesniej, badania ARIC, ktére objeto 7289
kobiet i 5552 mezczyzn w wieku 45-64 lat, ujawnily, ze wielko§¢ IMT wigksza od
1 mm moze by¢ silnym predyktorem zawatu serca lub zgonu w okresie 4-7 lat
zaréwno wérod mezczyzn, jak i u kobiet [136, 214]. Dodatkowo, wytyczne Euro-



pejskich Towarzystw Nadci$nienia Tetniczego i Kardiologicznego okreslity IMT
przekraczajaca 0,9 mm jako wielko$¢ $wiadczaca o uszkodzeniu narzagdowym
u pacjentéw z nadci$nieniem tetniczym [142]. W tym kontekscie wida¢ wyraz-
nie, ze charakteryzujac sie najwyzszym wskaznikiem IMT grupa CKD5B mia-
ta ryzyko zgonu sercowo-naczyniowego zdecydowanie podwyzszone. Grubos¢
IMT wplywata takze bezposrednio na przezycie chorych hemodializowanych
i przy zastosowanym punkcie odciecia réwnym 0,9 mm zauwazono statystycz-
nie istotne réznice pomiedzy grupami pacjentéw hemodializowanych z < i > 0,9
mm IMT. Przezycie 12-miesigczne w grupie = 0,9 mm IMT ksztaltowalo si¢ na
poziomie jedynie 28,57%, natomiast w drugiej grupie, tj. < 0,9 mm - na poziomie
100% (wyniki nie zaprezentowane w rozprawie). Co zdecydowato o zwigkszo-
nej grubosci kompleksu intima-media w grupie chorych hemodializowanych?
Odpowiedz na to pytanie uzyskamy analizujac wyniki regresji wielorakiej dla
IMT. W najlepszym modelu opisujacym zmiennos$¢ grubosci blaszki miazdzy-
cowej znalazly si¢ nastepujace parametry: PON-1, neopteryna, HDL-choleste-
rol, eGFR, PO4, iPTH, NT-proBNP, hsCRP, BMI, ADMA, MPO i ferrytyna, przy
czym ferrytyna, HDL-cholesterol i neopteryna nie wykazywaly cech istotnosci
statystycznej. Wymienione parametry ,,tlumaczyly” zmiennos¢ IMT az w 99,7%.
Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, ze stres oksydacyjny oraz
procesy zapalne i zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej byly tutaj klu-
czowymi czynnikami, ktére w sposob bezposredni wplynety na grubos¢ blaszki
miazdzycowej i przynajmniej u czgéci chorych mogly by¢ przyczyna zgonu.

Proces zapalny

Przyjmuje sie, ze procesem, ktory inicjuje rozwdj miazdzycy jest nieswoiste
uszkodzenie srédblonka naczyniowego. W PChN jego przyczyne stanowi czesto
subkliniczny, uogdlniony proces zapalny, powszechny zwlaszcza w grupie cho-
rych hemodializowanych, a takze towarzyszacy mu stres oksydacyjny [88, 324].
Aktywacje $rédblonka moga powodowaé enzymy uwalniane z pobudzonych
leukocytow, prozapalne cytokiny, gléwnie IL-1, IL-6 i CRP. Taka przewlekajaca
sie aktywacja w konsekwencji prowadzi do jego nieadekwatnej i nieskoordyno-
wanej odpowiedzi na dzialajacy bodziec, co m.in. objawia si¢ produkcja ROS,
np. OONO:'. Jesli bodziec dziata dtugotrwate lub wspdlistnieje kilka czynnikéw,
takich jak przewlekle zapalenie, nadcisnienie tetnicze, hiperhomocysteinemia,
jak ma to miejsce w PChN, dochodzi do uszkodzenia srédblonka z czg¢$ciowa
lub catkowitg utratg jego funkgcji, takze tych przeciwzakrzepowych i profibryno-
litycznych. Wszystko to sprzyja aktywacji, adhezji, i migracji leukocytow w gtab
$ciany naczyniowej. Dodatkowo, z powodu uposledzonej produkeji $rédbton-
kowych czynnikéw rozszerzajacych naczynia, zaczynajg przewazaé substancje
kurczgce naczynia. Wszystko to sprzyja miazdzycy. Cechy wzmozonego odczynu
zapalnego obserwuje si¢ zaréwno w grupie chorych z podwyzszonym ryzykiem
chordb sercowo-naczyniowych na podtozu zmian miazdzycowych, jak i réwniez
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chorych ze schytkowa niewydolnoscia nerek, leczonych dializami. Niewydolnos¢
nerek stymuluje procesy zapalne, nawet gdy ustanie dzialanie czynnika uszka-
dzajacego miazsz nerkowy. Samo nawet zmniejszenie czynnej masy nerek moze
indukowa¢ wydzielanie prozapalnych cytokin. Dodatkowo wszelkie utajone
ogniska infekeji, nawracajace zakazenia uktadu oddechowego lub moczowego,
obserwowane wsrod chorych z niewydolnoscia nerek, réwniez moga stymulowa¢
procesy zapalne. Ponadto, w czasie leczenia hemodializg dotacza si¢ do wymie-
nionych czynnikéw wplyw samego dostepu naczyniowego, ktéry moze by¢ zré-
dfem infekcji, szczegdlnie jesli chory dializowany jest na cewniku znajdujacym
sie w duzych naczyniach lub przy uzyciu zespolen naczyniowych utworzonych
ze sztucznych tworzyw. Réwniez bioniezgodne blony dializacyjne moga induko-
wac i podtrzymywac procesy zapalne w organizmie hemodializowanego chorego.
Dodatkowo produkty zaawansowanej glikacji bialek, ktérych podwyzszone ste-
zenie obserwuje si¢ wsrdd hemodializowanych wplywaja na wzrost uwalniania
przez makrofagi prozaplanych cytokin.

W obecnym badaniu w celu oceny stanu zapalnego zbadano trzy parametry,
tj. stezenie neopteryny, IL-18 oraz hsCRP. Parametry te wybrano nieprzypadko-
wo, ale aby dodatkowo oceni¢ aktywacje odpowiedzi immunologicznej wsrod
badanych (neopteryna, IL-18) oraz, aby przeanalizowa¢ zmiany najbardziej kla-
sycznego bialka ostrej fazy, czyli CRP. Analiza zbiorcza uzyskanych wynikow
ukazala bardzo wyraznie, ze chorzy grupy CKD5 charakteryzowali si¢ zdecydo-
wanie podwyzszonymi stezeniami neopteryny i IL-18. Z kolei réznice w zakresie
hsCRP byly nieznamienne, z wyjatkiem poréwnania pomiedzy HV a CKD5B,
ktore ujawnilo znamienne podwyzszenie stezenia hsCRP w grupie chorych he-
modializowanych.

Neopteryna

W przypadku neopteryny, zauwazalna byla znamienna réznica pomiedzy steze-
niami obserwowanymi w grupie CKD5 a resztg badanych, co bylo zgodne m.in.
z wynikami uzyskanymi przez Fuchsa i wsp. [325]. Wiadomo, ze neopteryna jest
wydalana z organizmu na drodze filtracji ktebuszkowej i poprzez aktywny trans-
port cewkowy [165]. Z jednej strony wysokie stezenia neopteryny, obserwowa-
ne wéréd hemodializowanych, byly zapewne rezultatem kumulacji tego biatka
na skutek uposledzonej funkcji nerek. W badaniu obserwowano wzrost stezenia
neopteryny w miare narastania uposledzenia funkcji nerek (dodatnia korelacja
pomiedzy neopteryna a eGFR). Z drugiej strony nalezy zauwazy¢, ze te zmiany
w stadiach 1-4 PChN byly nieznaczne, stad tak widoczna réznice w stezeniach
neopteryny pomiedzy grupami CKD1-4 a CKD5 nie mozna jedynie ttumaczy¢
uposledzong funkcja nerek. Zapewne dodatkowe czynniki musiaty tu mie¢ wptyw.
Aby je wykry¢ przesledzimy najpierw losy tego biatka w ludzkim organizmie.

W czasie trwania odpowiedzi typu komérkowego, aktywowane limfocyty T
uwalniajg interferon gamma, ktéry z kolei stymuluje ludzkie monocyty i ma-



krofagi do produkcji neopteryny, wolnych rodnikéw ponadtlenkowych oraz
TNEF-a, ktéry jest uwazany za kluczows cytokine odpowiedzialng za dysfunkcje
srédblonka naczyniowego [162, 325]. IFN-y jest bezposrednim modulatorem
syntezy neopteryny, z kolei TNF-aq, interleukiny, oraz lipopolisacharydy i czyn-
niki powodujace fagocytoze w sposob posredni, poprzez aktywacje IFN-y, po-
budzajg jej wytwarzanie [325]. Neopteryna powstaje z GTP w kilkuetapowym
procesie, ktory wydaje si¢ by¢ kluczowy dla jej funkcji. Z GTP najpierw powstaje
trifosforan dihydroneopteryny, ktéry nastepnie jest przeksztalcany albo w tetra-
hydrobiopteryne (gtéwny kofaktor dla eNOS), albo w dihydropteryne, ktora jest
w koncowym etapie utleniana do neopteryny. To, ktéry zwigzek powstanie, czy
dihydropteryna czy tetrahydropteryna, zalezy od aktywnosci enzymodw znajduja-
cych sie w monocytach/makrofagach. Zaobserwowano, ze aktywno$¢ enzymoéw
niezbednych dla powstania tetrahydrobiopteryny jest w monocytach/makrofa-
gach niska, stagd w wigkszosci powstaje dihydrobiopteryna a z niej neopteryna.
Gdy w aktywowanych monocytach/makrofagach brakuje tertrahydrobioptery-
ny, eNOS wykazuje jedynie aktywno$¢ oksydazows, tzn., ze ROS s3 generowa-
ne w zdecydowanie wigkszym stezeniu niz NO. Procesy te zostaly szczegdto-
wo przedstawione w modelu dysfunkcji srodblonka naczyniowego na rycinie
64. w rozprawie. Zauwazono, ze w PChN istniejg zaburzenia w metabolizmie
pterydyny [75], szczegdlnie wyraznie zaznaczone w grupie chorych z moczni-
ca. Nasilenie proceséw zapalnych w tej grupie chorych powoduje stymulacje
iNOS do syntezy NO. Z drugiej strony nalezy podkresli¢, ze aktywowane mo-
nocyty/makrofagi zwiekszaja uwalnianie neopteryny i tym samym dochodzi do
wzglednego zmniejszenia uwalniania tertrahydrobiopteryny. Pojawia sie wigc
rozbiezno$¢ pomiedzy aktywnoscig iNOS i eNOS [75]. U chorych z mocznica,
zaburzeniom w metabolizmie NO sprzyja zmniejszona podaz L-argininy oraz
przyspieszone utlenianie tetrahydrobiopteryny. Wracajac do samej neopteryny,
nalezy zaznaczy¢, ze jej podstawowym zadaniem jest modulacja stresu oksyda-
cyjnego w organizmie.

Wieloczynnikowa analiza regresji, ktérej wyniki zostaly szczegétowo przed-
stawione w [75] ukazala, ze istotny wplyw na stezenie neopteryny miaty naste-
pujace parametry: stezenie mocznika, IMT, ci$nienie skurczowe, stezenie ferry-
tyny, hsCRP, czas leczenia HD, wielkos¢ BMI i eGFR, przy czym wpltyw ferrytyny
i mocznika byt statystycznie istotny. Taki model thumaczyt zmienno$¢ neopte-
ryny az w 95,89%. Co ciekawe nie znalazly si¢ w nim m.in. wziete pod uwage
na etapie tworzenia idealnego modelu takie zmienne, jak: parametry gospodarki
lipidowej, glukoza, albuminy, bialko catkowite, wystepowanie choréb serca oraz
zawaldw i udarow [75]. Z kolei analiza wieloczynnikowa pokazala, ze na stezenie
neopteryny maja wplyw trzy parametry, tj. IMT, hsCRP i eGFR [75]. Zaobser-
wowano takze zaleznosci pomiedzy neopteryna a czasem leczenia dializami (ko-
relacja dodatnia) [75], cho¢ nie wszyscy badacze potwierdzili wystgpienie takiej
korelacji wsréd hemodializowanych.
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Podsumowujac te czes¢ dyskusji, mozna zauwazy¢, ze wielko$¢ stezenia neo-
pteryny moze $§wiadczy¢ posrednio o funkcji nerek, nasileniu immunologicznie
indukowanego stresu oksydacyjnego i proceséw zapalnych oraz dysfunkcji §rod-
blonka naczyniowego. Te trzy skladowe zapewne mialy wplyw na zmiany ste-
zenia neopteryny obserwowane wsrod badanych hemodializowanych chorych,
przy czym nie zaobserwowano znamiennych réznic pomiedzy grupami CKD5A
i CKD5B, cho¢ wiadomo, Ze neopteryna jest wykorzystywana m.in. do oceny
stopnia zaawansowania choréb sercowo-naczyniowych. Stad brak réznic miedzy
tymi grupami méglby zosta¢ wykorzystany do zakwestionowania jej uzyteczno-
$ci. Z drugiej strony bardzo mata liczebno$¢ omawianych grup nie uprawnia do
wyciaggania kategorycznych wnioskéw. Cho¢ wyniki badan dotyczacych zmian
stezen neopteryny w chorobie wienicowej sg niejednoznaczne. Auer [7], w bada-
niu przeprowadzonym na 116 osobach, w tym 25 z niestabilng choroba wienicows,
31 z objawami klinicznymi stabilnej choroby wiencowej oraz 60 zdrowych, nie
zauwazyl znamiennych statystycznie réznic w stezeniu neopteryny w badanych
grupach. Z drugiej strony wiadomo, Ze w chorobach sercowo-naczyniowych ob-
serwuje sie zwiekszong ilos¢ leukocytow, szczegdlnie monocytéw/makrofagow
oraz ich wzmozong aktywno$¢, ktéra wigze si¢ ze wzrostem stezenia neopteryny
[325]. Zauwazono, ze wzrost stezenia neopteryny moze by¢ nastepstwem peknie-
cia blaszki miazdzycowej, a takze moze odzwierciedla¢ ilo§¢ zmienionych miaz-
dzycowo tetnic [325]. W badaniu Ludwigshafen Risk and Cardiovascular Heart
Study [96], neopteryna okazala si¢ by¢ bardzo dobrym wskaznikiem catkowitej
oraz sercowo-naczyniowej $miertelnosci w grupie os6b poddawanych angiogra-
fii. W obecnym badaniu stezenie neopteryny w surowicy krwi w grupie dializo-
wanych chorych takze wigzalo sie ze zwiekszonym ryzykiem zgonu, w ktérym
wzgledny wspotczynnik ryzyka wynosit 1,003. W ciggu roku obserwacji chorzy
hemodializowani, charakteryzujacy si¢ podwyzszonym stezeniem neopteryny,
mieli prawdopodobienstwo przezycia na poziomie 81,4%, w poréwnaniu ze 100%
prawdopodobienstwem przezycia wsrdd chorych z nizszym stezeniem.

Interleukina-18

Kolejnym badanym parametrem byla IL-18. Stezenie tej cytokiny zmienialo si¢
w zaleznosci od funkeji nerek, cho¢ zdecydowane statystycznie istotne réznice
zauwazono jedynie pomiedzy chorymi z grupy CKD5B a pozostalymi badanymi
oraz pomiedzy CKD3-4 i HV. Chorzy z grupy CKD5B wykazywali zdecydowa-
nie najwyzsze stezenia IL-18 w surowicy krwi. Dlaczego tak znamienny wzrost
obserwowano jedynie w grupie CKD5B? Odpowiedz na to pytanie znajdziemy,
podobnie jak to bylo w przypadku neopteryny, we wspdlistniejacych obok siebie
zaburzeniach zapalnych, immunologicznych i obecnosci nasilonego stresu oksy-
dacyjnego w grupie hemodializowanych chorych. IL-18 jest plejotropowa cytoki-
na wytwarzang przez makrofagi oraz inne komoérki nalezace do rodziny IL-1. Pet-
ni m.in. role kostymulatora syntezy IFN-y, poniewaz odpowiada za pobudzanie



limfocytéw T i komoérek NK do wytwarzania IFN-y, w odpowiedzi na obecnos¢
patogenu [224, 225]. Makrofagi aktywowane przez IFN-y wywoluja synteze me-
taloproteinaz i neopteryny [7]. Dodatkowo IL-18 dziala synergistycznie z IL-12
i doprowadza do powstania limfocytéw Thl, wykazuje dzialanie prozapalne,
a takze nasila przyleganie czasteczek adhezyjnych. Wszystkie te procesy sg bar-
dzo istotne w przebiegu miazdzycy. Jak juz kilkakrotnie wspominano, miazdzyca
w PChN rdzni sie co najmniej pod wzgledem nasilenia zmian w naczyniach od
tej klasycznej stwierdzanej wsrdd chorych z prawidlows funkeja nerek. Z drugiej
strony wydaje si¢, ze nalezaloby tu jeszcze wyrdzni¢ miazdzyce chorych z PChN
niedializowanych i hemodializowanych. Sama przeciez hemodializa indukuje
pojawienie si¢ licznych zaburzen sprzyjajacych miazdzycy.

Aby przyjrze¢ sie blizej zaleznosciom, jakim podlega stezenie IL-18 przepro-
wadzono jednoczynnikowq analize korelacji. Na jej podstawie wykryto istnienie
wspolzaleznosci pomiedzy stezeniem IL-18 a BMI, czasem leczenia dializami,
gruboscig blaszki miazdzycowej, glikemig, leczeniem inhibitorami angiotensyny,
ferrytyna (zachowujaca si¢ w tej sytuacji jak dodatnie biatko ostrej fazy), steze-
niem iPTH, st¢Zeniem triglicerydéw, cholesterolu calkowitego i LDL-choleste-
rolu. Z kolei odwrotne zaleznosci odnotowano w przypadku leczenia statynami,
stezenia HGB, wielkosci HCT, stezenia zelaza, stezenia cholesterolu HDL, biatka
catkowitego oraz wielkosci eGFR. Cho¢, wlasciwie wigkszo$¢ z tych ujawnionych
korelacji byta zgodna z oczekiwaniami, to niektére wymagaja krotkiego komen-
tarza. Obserwowana w badaniu dodatnia zalezno$¢ pomiedzy przyjmowaniem
inhibitoréw konwertazy angiotensyny a stezeniem IL-18 jest zastanawiajaca, tym
bardziej, ze ACEI dzialajg korzystnie na srédblonek naczyniowy, nasilaja fibryno-
lize, dziatajg przeciwutleniajgco, hamujg powstawanie angiotensyny i zwiekszaja
aktywno$¢ bradykininy. Dlaczego zatem to korzystne dziatanie ACEI wigzalo si¢
z nasileniem zapalno-immunologicznych proceséw, ktérych jednym z ogniw jest
IL-182 By¢ moze byla to kwestia matej liczebnosci grupy badanych przyjmuja-
cych te leki i stad ta zaskakujgca korelacja, odmienna od tych obserwowanych
w innych badaniach [267]. Z kolei obserwowana dodatnia zaleznos¢ IL-18 ze ste-
zeniem iPTH jest w pewnym sensie oczywista. W badaniu wystepuja obok siebie
zmiany zapalno-immunologiczne, ktorych odzwierciedleniem sg obserwowane
zmiany stezen IL-18 polaczone z zaburzeniami gospodarki wapniowo-fosfora-
nowej. Przy tej okazji przyjrzymy si¢ tym zaburzeniom, poniewaz wywieraja one
istotny wplyw na zmiany miazdzycowe w PChN i na pewno mialy swéj udziat
w przypadku zmian obserwowanych wsréd badanych chorych. W przeprowa-
dzonym badaniu, w oparciu o wyniki przedstawione w celu charakterystyki grup
zauwazalne sg réznice w metabolizmie wapniowo-fosforanowym pomiedzy pa-
cjentami z PChN a pozostalymi badanymi oraz pomiedzy grupami CKD1-2,
CKD3-4 a CKD5. Wida¢ wyrazny narastajacy wzrost stezenia fosforanéw oraz
iPTH w surowicy krwi w miare pogarszania si¢ funkeji nerek, z kulminacja zmian
w grupie CKD5. Jesli chodzi o stezenie catkowitego wapnia, to pozostawalo ono
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we wszystkich grupach na poziomie stezen prawidlowych, co zapewne wynikato
z leczenia zaburzen wapniowo-fosforanowych wsrdéd chorych z PChN. Prawidlo-
we stezenia wapnia obserwowane wsrdd badanych chorych nie wykluczaly ist-
nienia zaburzen, poniewaz istotny dla ich stwierdzenia jest m.in. nieprawidlowy
iloczyn wapniowo-fosforanowy. Z drugiej strony widoczna byta niewielka ten-
dencja do wzrostu stezenia wapnia, szczegolnie w grupie CKD5, co w sytuacji le-
czenia weglanem wapnia moze $§wiadczy¢ o istnieniu przynajmniej u niektérych
chorych adynamicznej choroby kosci, z towarzyszacym obnizonym iPTH. Nale-
zy tu wspomnie¢, ze te gtéwne przedstawione zaburzenia sa elementem wtdrnej
nadczynnosci przytarczyc, gdzie wspolwystepuja obok siebie hiperfosfatemia,
hipokalcemia, niedobory 1,25 dihydroksycholekalcyferolu, zmniejszenie liczby
receptoréw wapniowych i receptoréw dla witaminy D oraz toksyny mocznicowe.
Przyczyniajg si¢ one do rozwoju osteodystrofii mocznicowej oraz do odkladania
wapnia w wielu tkankach migkkich i naczyniach krwionosnych [156]. Wapnienie
naczyn jest wypadkowa oddziatywania hiperfosfatemii indukujacej wzrost oste-
okalcyny, nasilajacej proliferacje naczyniowych miocytéw, oraz przyczyniajacej
sie do zwigkszonej sekrecji PTH, ktore to zjawiska powodujg wapnienie naczyn.
Czy jednak przyspieszone rozlegte zwapnienie naczyn mozna uznac za czynnik
ryzyka destabilizacji blaszek naczyniowych wéréd dializowanych? Dotychczas
sadzono ze tak, aczkolwiek ostatnio wigksze znaczenie przypisuje si¢ remodelin-
gowi naczynia zaleznemu od pobudzenia ukladu MMP [124], co zostanie szcze-
gétowo omoéwione w dalszej czesci dyskusji.

Kolejng istotng zaleznoscig wykazang w obecnym badaniu byla ujemna kore-
lacja pomiedzy IL-18 a stezeniem HGB oraz wielkoscig HCT. Stezenie HGB zna-
lazlo sie réwniez w modelu najlepiej opisujacym zmiennos¢ omawianej cytokiny,
gdzie obok HGB pojawily si¢ hsCRP, iPTH, leczenie statynami, leczenie ACEI,
calkowity cholesterol oraz eGFR, przy czym HGB, calkowity cholesterol i eGFR
nie wykazywaly statystycznej istotnosci. Zwiazki pomiedzy HGB i IL-18 ukazuja
istotna role niedokrwistosci w obrazie zaburzen obserwowanych w PChN.

W badaniu obserwowano laboratoryjne wykladniki niedokrwistosci w gru-
pach CKD3-4 i CKD5. Przy czym w grupie pacjentéw hemodializowanych byty
one najbardziej nasilone. Przyczyny niedokrwistosci w PChN sg ztozone. Przede
wszystkim kluczowe jest tu zmniejszone wytwarzanie erytropoetyny, powiazane
z hamowaniem syntezy erytrocytéw w szpiku przez toksyny mocznicowe, niedo-
borem czynnikéw krwiotworczych oraz skréconym czasem przezycia erytrocy-
tow. Istotny udzial maja tu takze czynniki zapalne, takie jak IL-1, TNF- o, ktére
hamuja erytropoeze szczegoélnie w jej pdznej fazie. Stan zapalny jest wspolnym
ogniwem patogenetycznym niedokrwisto$ci i niewydolnosci serca w PChN.
Wiadomo, ze niedokrwisto$¢ bardzo znamiennie wplywa na uklad krazenia,
powoduje niedostateczne utlenowanie tkanek, zwigcksza obciazenie wstepne
i zmniejsza obcigzenie nastepcze lewej komory, przyczyniajac si¢ w konsekwen-
cji do niewydolnosci serca. Silverberg wprowadzil termin cardio-renal-anemia



syndrome w celu podkreslenia udziatu tych trzech czynnikéw, tj. niedokrwisto-
$ci, niewydolno$ci migsnia sercowego oraz PChN w samonapedzajacym si¢ kole
patogenetycznym. W PChN niedokrwisto$¢ wiaze si¢ z uposledzeniem funkcji
hemodynamicznej, zmniejszonym stezeniem albumin, cholesterolu oraz mniej-
szym wskaznikiem BMI, co moze wskazywa¢ na czg$ciowo niedoborowy charak-
ter niedokrwisto$ci w tej grupie chorych. W obecnym badaniu niedokrwistosci
dodatkowo towarzyszyty zaburzenia gospodarki zelazowej, bedace gtéwnie efek-
tem stanu zapalnego. Chorzy charakteryzowali si¢ obnizonym stezeniem zelaza,
wywolanym uposledzeniem jego wchlaniania oraz zwigkszonym stezeniem fer-
rytyny (pozytywnego biatka ostrej fazy).

Wracajac do IL-18, nalezy zaznaczy¢, ze w obecnym projekcie zaobserwowa-
no istotny wptyw trzech zmiennych, tj. IMT, hsCRP i eGFR na stezenie IL-18.
Wraz ze wzrostem IL-18 obserwowano pogrubienie kompleksu intima-media,
(podobnie jak w: [177, 328]), narastanie uposledzenia funkcji nerek oraz nasi-
lenie proceséw zapalnych. Zauwazono takze ze wzrost stezenia IL-18 zwigzany
jest z czasem leczenia dializami, co bylo zgodne z doniesieniami innych badaczy
[86]. W celu oceny ryzyka sercowo-naczyniowego w grupie chorych hemodiali-
zowanych przeprowadzono analizy przezycia, w oparciu o wielkos¢ stezen IL-18
(punkt odciecia > 1411,5 pg/mL). Zauwazono, ze wzrost stezenia IL-18 w grupie
chorych hemodializowanych wigzat si¢ ze zwiekszonym ryzykiem zgonu w ciggu
12 miesiecy obserwacji, w poréwnaniu z osobami, ktérych stezenia IL-18 w suro-
wicy krwi byly nizsze, wspétczynnik hazardu réwny 1,0009. Wyniki te potwier-
dzily znaczenie IL-18 w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego. Podobne wyniki
uzyskali inni badacze 28, 44, 87, 191].

Biatko C-reaktywne

Kolejnym parametremzapalnymocenianym wrozprawiebylobiatko C-reaktywne,
zaliczane do tzw. nowych czynnikdéw ryzyka choréb sercowo-naczyniowych.
Niektorzy badacze sugeruja, ze bialko to jest raczej jedynie parametrem wskaz-
nikowym, inni wskazujg na nie jako na czynnik sprawczy proceséw zapalnych
[42]. CRP jest istotnym mediatorem oraz efektorem wielu zjawisk zwigzanych
z toczacym sie lokalnym procesem zapalnym. Wytwarzanie CRP przez watrobe
jest pobudzane przez IL-1, IL-6, glikokortykosteroidy oraz produkty aktywacji
dopetniacza. CRP wykazuje m.in. zdolnos¢ do wigzania szeregu antygendw drob-
noustrojéw, a takze komplekséw immunologicznych, dzigki czemu uczestniczy
zaré6wno w procesach odpornosci nieswoistej, jak i w ochronie przed procesem
autoimmunologicznym. Wedtug teorii ,,flip-flop”, w zwiazku ze zmiang uktadu li-
pidéw btony komdrkowej, CRP posiada zdolno$¢ przytaczania si¢ do powierzch-
ni uszkodzonych komoérek. Przez zmiang ukladu lipidéw rozumiane jest zaburze-
nie architektury i utrata symetrii fosfolipidow blony komdrkowej, w nastepstwie
ktérej dochodzi do ekspozycji uprzednio ukrytych ligandéw zdolnych do wigza-
nia CRP na powierzchni blony [6]. Obecnos¢ CRP na powierzchni komdrek po
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ekspozycji na niedokrwienie lub poddanych apoptozie sprzyja ich uszkodzeniu,
prowadzi do wiazania i aktywacji dopelniacza oraz zaleznego od jonéw wapnia
wigzania i agregacji czasteczek LDL i VLDL. CRP stymuluje takze uwalnianie
czynnika tkankowego przez makrofagi. Ztogi CRP w kompleksie z dopetniaczem
lub czgsteczkami LDL znajdowano w glebokich warstwach intimy naczyn krwio-
nos$nych, blaszkach miazdzycowych, komoérkach piankowatych oraz obszarach
mie$nia serca objetych zawatem. Podwyzszone stezenie CRP jest traktowane jak
wyznacznik subklinicznej postaci miazdzycy, a takze predyktor przysztych incy-
dentéw zawalu serca i udaru moézgu, niezaleznie od innych czynnikéw ryzyka
zaréwno u chorych dializowanych, jak i tych z mniejszym stopniem uposledzenia
funkcji nerek. Chociaz przyczyny uogolnionego przewlektego odczynu zapalne-
go u chorych ze schytkowa niewydolnoscig nerek sg ztozone, to sam odczyn za-
palny stanowi bodziec, ktéry uszkadza $ciane naczynia i przyspiesza miazdzyce.
W obecnym badaniu wielkosci stezenia hsCRP wsrod wszystkich badanych byty
zblizone, a jedyna statystycznie istotna réznica dotyczyta grup CKD5B i HV. Na
tej podstawie mozna by przypuszcza¢, ze poziom nasilenia zmian zapalnych byt
wsrod badanych chorych zblizony. Z drugiej strony nalezy zwréci¢ uwage na
wplyw lekéw, takich jak statyny czy ACEL ktdérych przyjmowanie w obecnym ba-
daniu $cisle odwrotnie korelowalo z wielko$cig hsCRP. Ponadto zaobserwowano
zalezno$¢ pomiedzy wzrostem stezenia hsCRP a obnizeniem wskaznika funkcji
nerek, obnizeniem st¢zenia biatka catkowitego, albumin, zelaza, oraz wspomnia-
nymi uprzednio lekami. Z kolei nie wykazano zaleznosci pomiedzy hsCRP a pa-
rametrami lipidowymi czy wapniowo-foforanowymi. Zastanawiajacym byt brak
wplywu hsCRP na przezycie wéréd hemodializowanych chorych, co mogto by¢
wywolane m.in. leczeniem statynami. Wiadomo, ze statyny wywieraja dzialanie
przeciwzapalne, a poprzez zmniejszenie syntezy TNF-a, IL-1 i IL-6, wplywaja na
stezenie CRP w surowicy.

Stres oksydacyjny

Sposréd parametréw stresu oksydacyjnego w badaniu analizowano nastepuja-
ce: MMP-9, TIMP-1, wskaznik MMP-9/TIMP-1, PON-1, MPO i ADMA. Wia-
domo, zZe wzmozona aktywnos$¢ wolnorodnikowa stwierdzana wéréd pacjentéw
z PChN jest wypadkowa zwiekszonej produkcji reaktywnych form tlenu i niedo-
statecznej aktywnosci enzymatycznych i nieenzymatycznych ukfadéw antyoksy-
dacyjnych. Przyczyny tej wzmozonej aktywnosci nie s do konca zrozumiate. Ich
wystepowanie tlumaczy si¢ gtéwnie zaburzeniami w gospodarce metalami $la-
dowymi (selen, cynk i miedz), przewleklym niedotlenieniem tkanek oraz obec-
noscia niektorych toksyn mocznicowych. Takze wspolistniejacy z choroba nerek
stan zapalny oraz niedozywienie moga odgrywac tu wazng role. Podnosi sie tez
kwestie przewodnienia, ktdre poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci btony $lu-
zowej jelit ulatwia przejscie bakterii ze $wiatla jelita do naczyn krwionosnych.
Dodatkowo zwigkszenie stezenia cytokin i metabolitéw kwasu arachidonowego,



obserwowane w przebiegu PChN, wywoluje pobudzenie granulocytéw, ktore
ulegaja nastepnie wybuchowi tlenowemu. W ten sposéb uwalniane sg ROS, ktdre
moga wywolywac wiele niekorzystnych zjawisk, gtéwnie w wyniku peroksydacji
lipidéw bton komérkowych. Zjawisko to jest szczegdlnie nasilone u pacjentéw
hemodializowanych, u ktérych zaréwno oddzialywanie $rodowiska mocznico-
wego, jak i sama hemodializa nasilajg to zaburzenie. Wzmozonej produkcji ROS
z jednej strony towarzyszy wspomniana uposledzona sprawnos¢ mechanizmoéw
antyoksydacyjnych widoczna zaréwno w przypadku erytrocytéw, jak i samego
osocza. Objawia si¢ ona m.in. obnizonym poziomem dysmutazy ponadtlenkowej
i katalazy.

Podsumowujac mozna zauwazy¢, ze stres oksydacyjny w chorobach nerek
moze by¢ nastepstwem zaréwno niewydolnosci ukladu antyoksydacyjnego, jak
i zwigkszonego wytwarzania ROS. Uzytecznym narzedziem do jakosciowego
i ilosciowego okreslania zjawisk wolnorodnikowych sg laboratoryjne markery
stresu oksydacyjnego.

MMP-9, TIMP-1, MMP-9/TIMP-1

Istotne znaczenie dla dalszego poglebiania zmian miazdzycowych ma aktywacja
miocytéw blony srodkowej, co przejawia sie ich proliferacjg i migracja w glab bto-
ny wewnetrznej naczynia. Uaktywnione miocyty, podobnie jak makrofagi, wyka-
zuj3 zdolno$¢ do fagocytowania lipidow zgromadzonych w blonie wewnetrznej,
co w konsekwencji powoduje ich transformacje w komorki piankowate. Aktywne
miocyty cechujg si¢ réwniez zdolnosciami do syntezy IL-1, TNF-a oraz elastyny,
kolagenu, proteoglikanéw, odkladanych w obrebie blaszki, co jest przejawem pro-
cesu naprawczego [197]. Akumulacja w blaszce macierzy pozakomoérkowej wyni-
ka z zachwiania réwnowagi miedzy jej produkcja oraz enzymatyczng degradacja
[83]. Rozpad skladowych macierzy pozakomdrkowej zachodzi przede wszystkim
dzieki produkcji metaloproteinaz, ktore trawig kolagen, elastyne i proteoglikany
[303]. Gléwnym zrédlem MMPs sg SMCs oraz makrofagi. Wéréd licznych enzy-
moéw z rodziny MMPs istotng role w chorobach uktadu sercowo-naczyniowego
odgrywaja MMP-2 i MMP-9 (nazywane tez Zelatynazami A i B) [51]. Aktywnos¢
proteolityczna MMPs podlega $cistej regulacji pod wptywem endogennych tkan-
kowych inhibitoréw metaloproteinaz (ang. tissue inhibitor of metalloproteinases,
TIMP). W tkankach MMPs wystepuja w kompleksach z inhibitorami (TIMPs).
Stosunek ekspresji MMP-9/TIMP-1 okre$la aktywnos¢ MMP-9 in vivo. Zabu-
rzenia rownowagi w ukladzie MMPs/TIMPs prowadza do nasilonej proteolizy,
uszkodzenia $rddbtonka oraz kumulacji skladnikéw macierzy zewnatrzkomor-
kowej, tj. bialek kolagenowych, biatek niekolagenowych i proteoglikanéw, co
w konsekwencji przyczynia si¢ do przebudowy struktury macierzy, a w pozniej-
szym okresie do pekniecia blaszki miazdzycowej [162]. Czynnik tkankowy, ktd-
ry inicjuje zewnetrzng kaskade krzepnigcia odgrywa centralng role w ostabianiu
pokrywy wldknistej przez stymulowanie proteinaz degradujacych matrix [180].
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Pekniecie blaszki zaczyna si¢ od peknigcia pokrywy wioknistej lub erozji we-
wnetrznej warstwy srodblonka. Powierzchnia blaszki miazdzycowej podlega nie-
ustannie dynamicznemu remodelingowi, poprzez nastepujace po sobie zjawiska
pekniecia, zakrzepicy i proceséw gojenia. Ostatnio zgromadzono wiele dowodéw,
ktore podkreslajg, iz najwazniejszym czynnikiem patogenetycznym destabilizacji
blaszki jest zwigkszona ekspresja MMP. W wielu chorobach nerek stwierdzono
wzrost ekspresji MMP-9. Wiadomo, ze proces zapalny wptywa na ekspresje i se-
krecje MMP. W najnowszych badaniach wykazano zwigzek TIMP-1 z ryzykiem
udaru moézgu i zawalu serca, niezaleznym od wielkosci stezenia CRP i innych
czynnikow ryzyka [107]. Podobng niezaleznoscig od uznanych parametréw ry-
zyka sercowo-naczyniowego charakteryzowal si¢ TIMP-1. Moze to $wiadczy¢
o tym, iz procesy zwigzane z metabolizmem MMP-9 i TIMP-1 sa wazne per se.
W obecnym badaniu obserwowano statystycznie istotne réznice w zakresie ste-
zen tego parametru pomiedzy grupami CKD1-2, CKD3-4 a CKD5. Natomiast
réznice pomiedzy grupami CKD5A i CKD5B byly nieznamienne statystycznie.
Z kolei chorzy CVD mieli zblizone st¢zenia do tych stwierdzanych wsréd pacjen-
tow CKD3-4 i CKD5A. Trzeba zaznaczy¢, ze wszyscy badani chorzy wykazywali
statystycznie istotnie podwyzszone stezenia w surowicy MMP-9 w poréwnaniu
z osobami zdrowymi. Tymczasem, jesli chodzi o inhibitor dla MMP-9, to w obec-
nym badaniu wida¢ bylo wzrost stezenn TIMP-1 we wszystkich grupach chorych
w poréwnaniu do HV. Przy czym réznice pomiedzy grupg CKD5B a pozostalymi
grupami w tym zakresie oraz wsréd grup z PChN byly statystycznie nieistot-
ne. Z kolei pacjenci CVD wykazywali jedynie znamienne réznice w poréwnaniu
z wynikami uzyskanymi w grupie CKD3-4. A chorzy grup CKD1-2, CKD3-4
i CKD5A roznili si¢ wielkoscig TIMP-1 w poréwnaniu do HV. Ciekawe w tej sy-
tuacji okazaly si¢ wyniki analizy wskaznika MMP-9/TIMP-1, ktory osiagal naj-
wyzsze wartosci w grupach CKD5B i CVD oraz zblizony w grupach CKD1-2
i CKD3-4. Mozna na tej podstawie zauwazy¢, ze wzrost wskaznika MMP-9/
TIMP-1 w grupach CVD i CKD5 byl zwigzany z nasileniem MMP-9 i wzglednie
stabszym wydzielaniem TIMP-1. Wyglada na to, Ze w obliczu wzrostu st¢zenia
MMP-9, wzmozone wydzielanie TIMP-1 nie bylo w stanie skompensowac duzej
aktywno$ci MMPs, szczegdlnie nasilonej u pacjentéw hemodializowanych. Za-
obserwowano, ze wielkos¢ wskaznika MMP-9/TIMP-1 w istotny sposéb wpty-
wala na przezycie chorych leczonych hemodializa, wspoétczynnik hazardu byt
réwny 1,179. Mozna wigc zauwazy¢, ze wzrost tego wskaznika wigzal si¢ z krot-
szym przezyciem wsrod chorych leczonych HD. Jednoczynnikowa analiza kore-
lacji pomigdzy MMP-9 i TIMP-1 wykazala istnienie wspoizaleznosci pomigdzy
MMP-9/TIMP-1 a czasem leczenia dializami, gruboscig blaszki miazdzycowej,
oraz stezeniem ferrytyny, ktéra pelnila role biatka ostrej fazy i moze dziata¢ pro-
oksydacyjnie poprzez uwalnianie Zelaza. Natomiast odwrotng zalezno$¢ zaob-
serwowano pomiedzy analizowanym wskaznikiem a leczeniem ACEI, statynami
oraz parametrami gospodarki lipidowej. Ciekawe wyniki uzyskano w analizie re-



gresji wieloczynnikowej. Sposrdd licznych parametréw, ktére wzieto pod uwage
aby stworzy¢ model najlepiej opisujacy zmiennos¢ MMP-9/TIMP-1, jedynie wiek
okazal si¢ by¢ znamienny. Z kolei Pawlak i wsp. [232] w przeprowadzonej analizie
wykazali u pacjentéw leczonych hemodializg zwigkszenie stezenia 3-chemokin
i wzrost stosunku TIMP-1/MMP-9, co pozostaje w sprzecznosci z wynikami uzy-
skanymi w obecnym badaniu. W obecnym badaniu obserwowano wzrost wskaz-
nika MMP-9/TIMP-1 wéréd hemodializowanych i pacjentéw grupy CVD.

ADMA

ADMA jest endogennym kompetycyjnym inhibitorem eNOS, dzieki czemu moze
powaznie modyfikowaé czynnos¢ $rédblonka. Wspélna lokalizacja NOS oraz
DDAH (enzymu katalizujacego reakcje przeksztalcania ADMA w cytruline i di-
metyloaminy) w wielu komérkach stata sie podstawa do sformutowania hipotezy,
zgodnie z ktdra stezenie ADMA wewnatrz komorki jest czynnikiem determinu-
jacym ilo$¢ tlenku azotu syntezowanego w danym mikrosrodowisku. Niektorzy
badacze uwazaja, ze stezenie ADMA w surowicy jest efektem ,przelania si¢”
tego aminokwasu z komorek §rodbtonka naczyn. W obecnym badaniu stezenie
ADMA bylo statystycznie istotnie wyzsze w grupach CKD3-4, CKD5A i CKD5B
w poréwnaniu z wynikami obserwowanymi w grupach CVD, CKD1-2 i HV.
Zapewne na taki wynik miata po czesci wplyw narastajaca uposledzona funkcja
nerek, ktdra jest kluczowa dla usuwania tego zwigzku z organizmu. W badaniu
ujawniono zalezno$¢ pomiedzy stezeniem ADMA a wielkoscig przesaczania kle-
buszkowego. Stezenie ADMA korelowalo (korelacja dodatnia) z czasem leczenia
dializami, gruboscig blaszki miazdzycowej, stezeniem ferrytyny oraz wielkoscia
iPTH. Z kolei odwrotne zalezno$ci ujawniono pomiedzy ADMA a leczeniem
statynami, stopniem niedokrwistosci (stezenie HGB i wielkos¢ HCT), stezeniem
zelaza, profilem lipidowym, z wyjatkiem TAG. Czyli w miar¢ zmniejszania si¢
stezenia HDL, LDL i calkowitego cholesterolu w surowicy krwi narastalo stezenie
ADMA. Mozna na tej podstawie wywnioskowa¢, ze miato tu miejsce zjawisko
»reverse epidemiology”, zgodnie z ktérym im pacjent ma wyzsze stezenie chole-
sterou w surowicy tym lepiej rokuje. Zastanawiajac si¢ nad przyczynami wzrostu
stezenie ADMA wsrod pacjentéw hemodializowanych warto doda¢, ze na steze-
nie ADM ma na pewno wplyw katabolizm bialek, szczegélnie nasilony w hemo-
dializie. Analiza regresji wieloczynnikowej, w ktorej uwzgledniono wiek, BMI,
wskazniki lipidowe, morfologii krwi, gospodarki zelazowej, wapniowo-fosfora-
nowej, mocznik, albuminy, bialko catkowite, IMT i eGFR ujawnila, zZe jedynie
wiek i tylko w 10,7% w statystycznie istotny sposéb ttumaczyt zmienno§¢ ADMA.
Co z pozostalymi prawie 90%. Wydaje si¢, Ze na uzyskany wynik miata wptyw
zbyt matla liczebnos¢ badanej grupy, bo trudno przypuszczaé, ze zapomniano
uwzgledni¢ jaki$§ kluczowy parametr. Ponadto w obecnym badaniu ujawniono
wplyw stezenia ADMA na przezycie wérdd pacjentéw hemodializowanych, HR
= 3,95, co oznacza, ze pacjent hemodializowany, ktérego stezenie ADMA w su-
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rowicy krwi bylo podwyzszone mial 3,95 razy wieksze ryzyko zgonu w okresie
12-miesiecznej obserwacji w poréwnaniu z hemodializowanym pacjentem, kté-
rego cechowalo nizsze stezenie ADMA w surowicy. I tak na przyklad 12 miesigcy
przezylo 100% hemodializowanych pacjentéw z nizszym ADMA i jedynie 61,5%
chorych hemodializowanych ze stezeniem ADMA wyzszym. Uzyskane wyniki
byty podobne do tych opisanych w ,,Lancet” przez Zoccaliego [331]. Zaobserwo-
wal on wraz z zespotem, ze ADMA jest najsilniejszym, niezaleznym czynnikiem
predykcyjnym zdarzen sercowo-naczyniowych i catkowitej umieralnosci chorych
leczonych przewlekla powtarzang hemodializa. Na poczatku tego badania chorzy
z najwyzszym stezeniem ADMA wykazywali trzykrotnie wieksze ryzyko zgonu
z przyczyn sercowo-naczyniowych niz pacjenci z wyjsciowo niskim stezeniem
ADMA w surowicy krwi.

MPO

Mieloperoksydaza byta kolejnym ocenionym w badaniu biatkiem. Jest ona en-
zymem zmagazynowanym w ziarnisto$ciach neutrofiléw i makrofagéw, ktory
katalizuje reakcje jonu chlorkowego i nadtleneku wodoru do antybakteryjnego
podchlorynu. MPO jest zaangazowana w proces inicjowania i rozwoju miazdzy-
cy na kilku jej etapach [233]. Bierze udzial m.in. w peroksydacji lipidow, wpty-
wa na dysfunkcyjne dzialanie HDL oraz na katalityczne zuzycie NO. Przyczynia
sie do dysfunkcji srodblonka, wedrowki leukocytéw oraz gromadzenia komoérek
piankowatych. Jej dzialanie polega m.in. na aktywacji MMP, promowaniu apop-
tozy komorek srodblonka. Wszystko to razem prowadzi do destabilizacji blasz-
ki miazdzycowej i przerwania jej ciaglosci, a co si¢ z tym wiaze do uwalniania
czynnika tkankowego i nastepowej aktywacji kaskady krzepnigcia. MPO dziala
w ten sposob, ze zuzywa NO i tym samym zmniejsza jego biodostepnos¢ i przy-
czynia si¢ do wszelkich zaburzen z tym zwigzanych. Zauwazono, ze MPO moze
by¢ wyktadnikiem ryzyka wiencowego niezaleznym od innych czynnikéw ryzy-
ka i marker6ow zapalnych, a takze ze ocena stezenia MPO niezaleznie od stezenia
biatka CRP i innych markeréw pozwala przewidzie¢ ryzyko sercowo-naczynio-
we. W obecnym badaniu najwyzszymi stezeniami charakteryzowali si¢ pacjenci
hemodializowani. Stezenie MPO wzrastalo w zaleznosci od stopnia uposledzenia
funkcji nerek (ujemna korelacja MPO i eGFR), cho¢ réznice pomigdzy chorymi
z PChN nie zawsze byly statystycznie nieznamienne. Nie zaobserwowano staty-
stycznie istotnych réznic pomiedzy grupami CKD5A i CKD5B. Stezenie MPO
w badaniu korelowato dodatnio z czasem leczenia HD oraz gruboscia blaszki
miazdzycowej (IMT). Z drugiej strony wykryto zaleznosci o charakterze ujemne;
korelacji pomiedzy MPO a leczeniem ACEI, stezeniem HGB, wielkodciag HCT,
stezeniem zelaza i ferrytyny, calkowitego cholesterolu, LDL-cholesterolu, albu-
min. Szczegolnie ciekawe sg zalezno$ci wykryte w przypadku albumin i para-
metréw gospodarki lipidowej. Ukazuja nam one zjawisko, w ktérym im nizsze
sg profile lipidowe tym wyzsze jest stezenie MPO u badanych. Znowu widzimy



proces odwrotny niz ma to miejsce w klasycznych chorobach sercowo-naczy-
niowych. Gdy do analizy korelacyjnej wybrano jedynie pacjentow CVD, to za-
uwazano zmiang charakteru zaleznosci, tj. wykryto dodatnig korelacj¢ pomiedzy
stezeniem catkowitego cholesterolu (wyniki niepokazane w rozprawie). Na tej
podstawie mozna méwic¢ o pewnej odrebnosci proceséw towarzyszacych miaz-
dzycy klasycznej i towarzyszacej PChN. Co ciekawe, w badaniu, wbrew przewi-
dywaniom nie odnotowano wplywu stezenia MPO na przezycie wsrdd hemodia-
lizowanych chorych.

PON-1

Ostatnim badanym parametrem w tym panelu byla paraoksonaza, enzym, ktére-
go gléwna rola polega na ochronie frakcji LDL przed utlenieniem pod wpltywem
ROS. W ten sposéb PON-1 zapobiega powstawaniu aterogennych czasteczek
ox-LDLihamuje procesy aterogenezy. Wiadomo, ze w populacji rozpowszechnio-
ne s3 dwie polimorficzne formy PON-1 o réznych aktywnosciach, istotne sg tez
wplywy srodowiskowe, wsrod ktorych sg dieta, alkohol, nikotyna. Wyniki badan
stezenia PON-1 w chorobie niedokrwiennej byly niejednoznaczne. W obecnym
badaniu stezenie PON-1 byto najbardziej obnizone w grupie chorych hemodiali-
zowanych. Nie odnotowano réznic w zakresie stezet PON-1 pomiedzy grupami
CKD3-4, CKD5A i CKD5B. Z kolei wspomniane grupy réznity si¢ w odniesieniu
do HV, CVD i CKDI1-2. Analiza jednoczynnikowa korelacji ukazala istnienie
zaleznosci (o charakterze dodatniej korelacji) pomigdzy PON-1 a eGFR, bial-
kiem calkowitym, HDL-cholesterolem, zelazem, hemoglobing i hematokrytem.
Natomiast ujemne korelacje zostaly stwierdzone w przypadku iPTH, ferrytyny,
obecnosci nadci$nienia tetniczego i dlugosci czasu leczenia dializami. Na ich
podstawie wida¢ wyraznie, ze nasilone procesy zapalno-oksydacyjne zmniej-
szaly stezenie tego enzymu. Ciekawych wynikéw dostarczyla analiza funkcji
przezycia wérdd hemodializowanych, gdzie HR = 6,85. Szansa na przezycie 12-
-miesigcznego okresu czasu w grupie z obnizonym PON-1 byla zdecydowanie
nizsza (33%) w odniesieniu do 0s6b z wyzszym stezeniem PON-1 (86,6%).

Ocena ryzyka sercowo-naczyniowego

NT-proBNP

Peptydy natriuretyczne, ktorych przedstawicielem jest NT-proBNP sg oligopep-
tydowymi neurohormonami uczestniczacymi w regulacji gospodarki wodno-
sodowej i utrzymaniu homeostazy uktadu sercowo-naczyniowego. Powoduja on
m.in. zwigkszenie filtracji klebuszkowej i zmniejszenie resorpcji zwrotnej sodu
w nerce oraz hamuja wydzielanie reniny i aldosteronu. Ponadto hamuja aktyw-
no$¢ wspolczulnego ukladu nerwowego i bezposrednio rozszerzaja naczynia
krwionosne. Stezenie NT-proBNP wzrasta w dysfunkgji skurczowej i rozkur-
czowej miesnia sercowego i koreluje ze stopniem zaawansowania niewydolnosci
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serca. Wzrost stezenia Nt-proBNP jest wyrazem aktywacji mechanizméw kom-
pensacyjnych, do ktérej dochodzi przed pojawieniem sie objawéw niewydolno-
$ci serca. W obecnym badaniu najwyzszymi stezeniami Nt-proBNP charaktery-
zowali sie pacjenci hemodializowani. Stezenie NT-proBNP korelowalo z czasem
leczenia dializami, gruboscig blaszki miazdzycowej, stezeniem ferrytyny i iPTH.
Mozna zauwazy¢, ze zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej (iPTH)
i nasilone procesy zapalne zapewne mialy wplyw na podwyzszone stezenie NT-
proBNP. Zaskakujacym wynikiem byt brak wplywu stezenia tego peptydu w su-
rowicy krwi na prawdopodobienstwo przezycia chorych hemodializowanych,
tym bardziej, ze wplyw ten byt udokumentowany w wielu badaniach. Wydaje sie,
ze kluczowe znaczenie mogta tu odgrywac bardzo mata liczebnos¢ poréwnywa-
nych ze soba grup.

W obecnym badaniu paradoksalnie, te parametry, ktére maja swoja ugrunto-
wang pozycje w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego, tj. hsCRP i NT-proBNP,
nie wykazywaly istotnego w grupie hemodializowanych chorych wplywu na
przezycie. Z kolei wybrane ocenione parametry wykazywaly istotny ststystycz-
nie wplyw na przezycie w grupie hemodializowanych chorych, neopteryna
zHR = 1,003 (95% CI 1,001-1,004), IL-18 z HR = 1,0009 (95% CI 1,0009-1,001),
MMP-9/TIMP-1 z HR = 1,179 (95% CI 1,071-1,298); ADMA z HR = 3,95 (95%
CI 0,79-19,65); PON-1 HR = 6,85 (95% CI 1,43-32,66), gdzie HR - to wspdt-
czynnik hazardu, a 95% CI to 95% przedzial ufnosci. Na podstawie tych wynikéw
mozna zauwazy¢, ze najwiekszy wplyw na 12-miesieczne przezycie chorych he-
modializowanych w obecnym badaniu mialy stezenie ADMA i PON-1.

Nalezy tutaj podkresli¢, ze sama PChN jest jednym z najwazniejszych czynni-
kow ryzyka choréb sercowo-naczyniowych. W badaniu wielko$¢ eGFR wplywala
istotnie na przezycie (P = 0,017, HR = 0,93, 95% CI 0,88-0,99).

Identyfikacja biatek odgrywajqcych istotng role w procesie powstawania miazdzycy
w przewlektej chorobie nerek i poréwnanie otrzymanych wynikéw z wynikami
uzyskanymi od chorych z niestabilng chorobq wiericowq i/lub zawatem serca

oraz zdrowych ochotnikéw — w badaniach wstepnych zauwazono bowiem istotne
zmiany w proteomie chorych

Sposéb badania proteomu rozni sie¢ w istotny sposéb od klasycznych technik
biochemicznych wykorzystywanych do badania bialek [161]. Stosowanie tra-
dycyjnych metod genomicznych jest w przypadku genomiki niewystarczajace,
gdyz biatko - egzekutor przemian biochemicznych, ulega licznym modyfika-
cjom i wchodzi w interakcje, ktorych nie da sie ustali¢ na podstawie sekwencji
jego genu [187]. Jednym z najbardziej popularnych podejs¢ proteomicznych jest
tzw. proteomika poréwnawcza, ktérg stosuje si¢ w celu znalezienia biomarke-
réw badanego procesu. Poprzez poréwnanie profili biatkowo-peptydowych pro-
by kontrolnej z proba badang uzyskuje si¢ informacje o zmianach jakosciowych
i ilosciowych wywotanych danym czynnikiem. W badaniach wstepnych wykryto



kilka biatek, tj. transferyne, y-fibrynogen, mikroglobuling, ktérymi réznily sie
cztery analizowane probki, jednak trudno ze wzgledu na matg liczebnos$¢ grupy
badanej analizowa¢ ujawnione zmiany, aczkolwiek wida¢ wyraznie, ze to s zmia-
ny $wiadczace o procesie zapalnym.

Natomiast ujawnione zmiany akumulacji biatek w obecnym projekcie swiad-
czg wyraznie o duzym udziale proceséw zapalno-immunologicznych oraz stresu
oksydacyjnego w miazdzycy chorych na PChN. Zmiany te nasilaja si¢ w miare
uposledzenia funkcji nerek, i sg najbardziej widoczne w grupie chorych dializo-
wanych, zwlaszcza tych, ktérzy zmarli w ciggu 12-miesiecznej obserwacji. Cie-
kawy jest fakt, Ze analiza poréwnawcza proteoméw grup CKD i HV oraz CVD
i HV ujawnila réznice we wzglednej akumulacji dokladnie tych samych czterech
bialek, tj. a-1 mikroglobuliny, apolipoproteiny IV, fibrynogenu i haptoglobiny.
Wykrycie tych samych bialek dowodzi, ze ewentualne réznice pomiedzy grupami
CKD i CVD beda w gléwnej mierze miaty charakter ilosciowy a nie jako$ciowy.
W przypadku alfa-1 mikroglobuliny, lipokaliny o wlasciwosciach immunoregu-
latorowych i antyoksydacyjnych, najwyzszy poziom akumulacji obserwowano
w grupie zmartych chorych hemodializowanych. Korelowal on ujemnie z funkcja
nerek oceniang na podstawie wielkosci eGFR. Alfa-1 mikroglobulina jest przez
wielu badaczy okreslana mianem ,$mietnika dla rodnikéw”, poniewaz wykazu-
je zdolnos$¢ wylapywania hemu i innych utlenionych czgsteczek, hamuje reakcje
oksydacji i dodatkowo jako reduktaza powoduje redukeje szkodliwych produk-
tow utleniania. Jej czwarty mechanizm anty-oksydacyjny jest zwigzany z jej nasi-
lonym dzialaniem, wywolanym zwrotnie na skutek wzrostu stezenia hemu i in-
nych pro-oksydantéw [227]. Z kolei wlasciwosci immunoregulatorowe tej malej
czasteczki wynikaja z jej zdolnosci do czesciowego zahamowania odpowiedzi im-
munologicznej limfocytéw i neutrofiléw [2]. Z drugiej strony nalezy pamietac, ze
a-1 mikroglobulina jest wydalana przez nerki, tak wiec w wyniku niewydolnosci
nerek jej stezenie w surowicy wzrasta. Prawdopodobnie nie byta to jednak jedyna
przyczyna obserwowanej wysokiej kumulacji tego biatka wsréd chorych CKD5.
Istotny wplyw miata takze jego funkcja antyoksydacyjna, zwazywszy na fakt, ze
zjawisko stresu oksydacyjnego bylo najbardziej nasilone wéréd hemodializowa-
nych chorych (najwyzsze stezenie ADMA, MPO, najwyzszy wskaznik MMP-9/
TIMP-1 oraz najnizsze stezenie PON-1).

Kolejnym biatkiem, ktére wykazywalo rézna wzgledna akumulacje w anali-
zach poréwnawczych proteomoéw grup CKD oraz CVD i kontroli byla apolipo-
proteina IV (apo A-IV). Glikoproteina ta jest wydzielana tylko i wylacznie przez
komorki jelita cienkiego w ludzkim organizmie w odpowiedzi na wchlanianie
kwasow ttuszczowych. Podobnie jak to byto w przypadku alfa-1 mikroglobuliny,
apo A-IV wykazuje wlasciwosci anty-oksydacyjne i anty-miazdzycowe (aktywuje
LCAT, moduluje aktywnos¢ lipazy lipoproteinowej oraz reguluje transport es-
trow cholesterolu z frakcji HDL cholesterolu na frakcje LDL-cholesterolu) [157].
Wzrost akumulacji apo A-IV w obecnym badaniu szczegélnie wyraznie byl wi-
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doczny w grupie chorych hemodializowanych, co zwazywszy na wlasciwosci
biologiczne tej czasteczki nie bylo wcale zaskoczeniem. Nasilone zjawisko stresu
oksydacyjnego i stanu zapalnego obserwowane w miare narastania upos$ledzenia
funkcji nerek prowokowato z pewnoscig organizm do zwigkszonej produkeji apo
A-1V. Z drugiej strony pojawialo si¢ od razu pytanie, dlaczego pacjenci z tak wy-
sokim stezeniem apo A-IV mieli najgrubsza blaszke miazdzycowa? Przeciez to
wlasnie podwyzszone stezenie apo A-IV powinno ich przed miazdzyca chronic.
Wyglada na to, ze pomimo usilnych staran ich organizm nie byl w stanie poradzi¢
sobie z zaburzeniami, ktére kumulowaly si¢ wraz z narastaniem uposledzenia
funkcji nerek. To niewystarczajace radzenie sobie organizmu z nasilonym zapa-
leniem i stresem oksydacyjnym w schylkowej niewydolnosci nerek wida¢ po raz
drugi w obecnym badaniu. Dla przypomnienia, podobne przypuszczenia mozna
bylo wysnu¢ na podstawie analizy wynikéow MMP-9, TIMP-1 i MMP-9/TIMP-1,
gdzie wzrost TIMP-1 byt niewystarczajacy, aby poradzi¢ sobie ze zwigkszong eks-
presja MMP-9. Z kolei w grupie CVD spadek akumulacji apoAIV byt bardzo zna-
mienny. Uzyskane, podobne wyniki wyniki, tj. wzrost stezenia apo A-IV w grupie
chorych z PChN niektérzy badacze probowali ttumaczy¢ zmniejszonym katabo-
lizmem nerkowym apo A-IV obserwowanym w przypadku niewydolnosci nerek
[157, 166]. Wplyw stosowanych lekow, gtéwnie statyn nie byl istotny (nie odnoto-
wano statystycznie znamiennych korelacji pomig¢dzy faktem przyjmowania statyn
a akumulacjg apo A-IV, a w analizie wieloczynnikowej dla apo A-IV znalazty si¢
jedynie eGFR i hsCRP (wyniki nie przedstawione w rozprawie). O braku wpty-
woOw statyn na satezenie apo A-IV donosil rowniez w swojej pracy Kollertis [157].
Wracajac do wynikéw wspomnianej analizy wieloczynnikowej wida¢ wyraznie,
ze tak jak to byto w przypadku wielu wczedniej analizowanych parametréw, na
obserwowane zmiany akumulacji apo A-IV w przypadku chorych z PChN mialy
na pewno wplyw uposledzona funkcja nerek (spadek eGFR) i nasilone procesy
zapalne (wzrost stezenia hsCRP). I cho¢ jak juz wspominano, w obecnej pracy
nie wykazano istotnego wzrostu stezenia hsCRP w surowicy badanych chorych
w poréwnaniu do 0s6b zdrowych, to jednak pewne zaleznosci pomiedzy klasycz-
nym markerem i zarazem ,sprawcg’ zmian zapalnych, tj. CRP a parametrami,
substancjami, na ktdre moze mie¢ wplyw zostaly zachowane. Z drugiej strony
obnizenie akumulacji apo-AIV w grupie pacjentéw CVD, czyli tych reprezen-
tujacych tzw., klasyczne czynniki ryzyka byly zastanawiajacy. By¢ moze u tych
pacjentéw, w obliczu wystepowania tradycyjnych czynnikéw ryzyka sercowo-
naczyniowego i podjetych dzialan profilaktycznych majacych na celu redukcje
modyfikowalnych czynnikéw ryzyka, w tym nadwagi i otylosci (obserwowanej
w badaniu wsrdd tych chorych), zastosowana dieta ubogolipidowa (chorzy otrzy-
mywali taka diete podczas pobytu w Oddziale Klinicznym Intensywnej Terapii
Kardiologicznej i Choréb Wewnetrznych) wptywala na zmniejszong sekrecje apo
A-IV w jelitach. Z drugiej strony moze apo A-IV byta po prostu wykorzystywa-
na do transportu zwrotnego cholesterolu, jak to thtumaczy Kronnenberg, i w ten



sposob po prostu zuzywana [167]. Podsumowujac mozna przyjac, ze na stezenie
apo A-IV w surowicy maja wplyw nadmiar przyjmowanych lipidy, ale w obliczu
narastajacego stresu oksydacyjnego nie jest to jedyny, albo co najmniej nie jest
to najwazniejszy czynnik stymulujacy sekrecje tej apolipoproteiny. W przypad-
ku pacjentdéw ze znacznym uposledzeniem czynnosci nerek ten czynnik, czesto
w ogoble moze nie wystepowac, w obliczu ich nieozywienia, mocznicy i zaburzen
wchlaniania.

Relatywny wzrost akumulacji haptoglobiny w obecnym badaniu byl szczegol-
nie widoczny w grupach CVD, oraz CKD1-2 i CKD3-4. Haptoglobina, naleza-
ca do pozytywnych bialek ostrej fazy, wigze hemoglobing i w ten sposéb usuwa
ja z krwioobiegu, chronigc w ten sposéb organizm przed stymulowanym przez
zelazo wytwarzaniem ROS. Zaobserwowano bowiem, ze wigzane hemoglobiny
przez haptoglobing zapobiega tworzeniu m.in. nadtlenkéw lipidowych oraz za-
pobiega syntezie prostaglandyn. Ponadto, biatko to hamuje aktywacj¢ neutrofi-
li poprzez zahamowanie ich chemotaksji, produkcji nadtlenkéw i degranulacji.
Jej wzrost $§wiadczy o silnych procesach zapalnych i nasilonym zjawisku stresu
oksydacyjnego, ktére stymulujg watrobe do produkcji haptoglobiny [131]. Jed-
noczesnie ten sam wzrost w przebiegu proceséw zapalnych jest traktowany jako
istotny element naprawy tkanek [131]. Z drugiej strony zastanawiajacym jest
fakt wzglednego obnizenia akumulacji haptoglobiny obserwowany w obecnym
badaniu w przypadku chorych hemodializowanych. By¢ moze istotne znaczenie
odgrywaja tu dwa dodatkowe czynniki. Pierwszym z nich jest dozylne leczenie
zelazem pacjentow dializowanych, gdzie haptoglobina jest w tej sytuacji synte-
tyzowana w duzych ilo$ciach, ale tez intensywnie jest wykorzystywana. Drugim
czynnikiem moze by¢ krétszy czas przezycia erytrocytéw w mocznicy i w tej
sytuacji dochodzi do ich szybszego rozpadu, a tym samym do zwigkszonego
zuzycia haptoglobiny. Jest to troche¢ sytuacja podobna do tej, jaka ma miejsce
w niedokrwisto$ci hemolitycznej, oczywiscie w mocznicy wystepuje ona na zde-
cydowanie mniejsza skale.

Ostatnim biatkiem, ktére wykazywalo rézna wzgledna akumulacje w anali-
zach poréwnawczych proteoméw grup CKD oraz CVD i kontroli byt fibrynogen.
Fibrynogen nalezy do bialek ostrej fazy wytwarzanych w watrobie. W procesie
krzepniecia przeksztalcany jest w fibryne. Wzrost wzglednej kumulacji fibryno-
genu obserwowany w grupie pacjentéw z CVD oraz CKD, réwniez mozna wy-
tlumaczy¢ nasilonym zjawiskiem stresu oksydacyjnego. Na wzrost stezenia tego
biatka moze mie¢ réwniez wptyw sama PChN, w ktoérej obserwuje sie tendencje
do hiperfibrynogenemii. Mechanizmy wplywu podwyzszonego stezenia fibryno-
genu na procesy miazdzycy sg cze$ciowo poznane [86]. Wiadomo, ze stymulu-
je on chemotaksje i proliferacje komoérek uczestniczacych w procesie tworzenia
blaszki miazdzycowej, nasila adhezje i agregacje ptytek krwi, zwigksza lepkos¢
krwi oraz wspoéldziala w procesie aterogenezy z lipoproteinami. Podwyzszone
stezenie fibrynogenu jest z jednej strony wyrazem wzmozonej krzepliwosci, ale
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takze, jako, ze fibrynogen to biatko ostrej fazy, wzrost jego stezenia $wiadczy
o nasilonym stanie zapalnym.

Analiza modyfikadji posttranslacyjnych zachodzqcych pod wptywem miazdzycy
w przewlektej chorobie nerek oraz wsréd pacjentéw z ostrym zespotem wiericowym
w wywiadzie, lecz bez klinicznych i laboratoryjnych cech uposledzenia funkji nerek

Modyfikacje posttranslacyjne biatek moga wplywa¢ na ich wilasciwosci che-
miczne i fizyczne, ich stabilno$¢ i aktywnos¢, a zatem na funkcje biatek. Prze-
prowadzona analiza modyfikacji posttranslacyjnych ukazata réznice pomiedzy
badanymi grupami w tym zakresie. Na poczatku wykryto dwa biatka o odmien-
nej fosforylacji w grupach CVD i CKD5 w poréwnaniu do pozostatych grup.
Bialkiem tym bylo biatko wigzace witamine D. Z kolei analiza bialek niskoczg-
steczkowych umozliwita ujawnienie o$miu niskoczasteczkowych bialek, ktore
réznicowaly wszystkie grupy pacjentéw. Jednak ze wzgledu na niedoskonatosci
techniczne wykorzystywanego sprzetu nie udalo sie na podstawie masy tych bia-
tek ustali¢ co to byly za biatka. Zauwazono jednak, ze profile tych o$miu biatek
byty bardzo podobne w grupach CKD1-2 i CVD oraz zdecydowanie odmien-
ne w grupie pacjentow hemodializowanych. Stad mozna zalozy¢, ze miazdzyca
u chorych CKD1-2 i CVD nie rézni sie, z kolei miazdzyca w CKD ma juz wiele
cech ,typowo nerkowej” miazdzycy. Obecnie w ramach innego projektu (grant
NCN, konkurs Opus 3), w ktérym autorka rozprawy petni role gtéwnego wyko-
nawcy, kontynuowane s3 badania w tym zakresie przy uzyciu najnowoczesniej-
szych narzedzi badawczych.

Stworzenie modeli stresu oksydacyneqo i dysfunkcji srédbtonka naczyniowego

przy uzyciu sieci Petriego

Dla celéw projektu stworzono dwa modele przy uzyciu sieci Petriego. Jeden mo-
del przedstawia stres oksydacyjny i zjawiska mu towarzyszace. Natomiast tema-
tem drugiego modelu byta dysfunkcja $rédbtonka.

Celem tego zadania bylo usystematyzowanie wiedzy w zakresie poruszanych
tematow i stworzenie modeli, ktére w najwierniejszy sposdb odzwierciedlatyby
opisywana rzeczywisto$c.

Na podstawie przeprowadzonej analizy wlasnosci tych modeli ukazano, ze
procesy zapalne, immunologiczne i stres oksydacyjny, wraz z zaburzeniami lipi-
dowymi wspolistniejg bardzo czgsto ze sobg i wlasciwie wszystkie sg niezbedne
dla powstania i rozwoju miazdzycy.

Epidemia choréb uktadu sercowo-naczyniowego stala si¢ jednym z najistot-
niejszych wyzwan przed jakimi staneta medycyna XX i poczatku XXI wieku.
W zakrojonych na szeroka skale badaniach klinicznych, poczynajac od Framin-
gham Heart Study, ustalono gléwne czynniki zwigkszajace zagrozenie chorobami



ukladu krazenia, w szczegdlnosci chorobg wiencows, ktére nazwano czynnikami
ryzyka choroby wiencowej (tzw. klasyczne czynniki ryzyka).

Nie ulega watpliwosci, ze chorzy z przewlekla chorobg nerek sa obciazeni
zwiekszonym ryzykiem sercowo-naczyniowym. Jednak obserwacje i badania
przeprowadzone w grupie chorych z PChN, szczegdlnie chorych dializowanych,
wskazuja na stabg lub zaburzong zaleznos¢ pomiedzy ryzykiem choroby wiernco-
wej a wybranymi klasycznymi czynnikami ryzyka.

Wydaje sie, ze wraz z poglebianiem si¢ niewydolnosci nerek relacje pomiedzy
klasycznymi czynnikami ryzyka a nowymi (czynniki zapalne, homocysteinemia,
zespol metaboliczny) oraz czynnikami ryzyka zwigzanymi z chorobg nerek (hi-
poalbuminemia, niedozywienie, mikroalbuminuria, niedokrwisto$¢, zaburzenia
gospodarki wapniowo-fosforanowej, zwapnienia naczyn w blonie srodkowej
(u chorych hemodialiozowanych, wzrost sit §cinania (ang. shear stress) [143]))
oraz predyspozycjami genetycznymi zmieniaja sie. Ktéry z nich jest wazniejszy?
Wydaje sig, ze mniej wiecej do 4 stadium PChN zaleznosci pomiedzy poszczegol-
nymi czynnikami a ryzykiem, jakiego sa przyczyna pozostaja zachowane. Relacje
te ulegaja natomiast wyraznej zmianie w 5. stadium PChN, gdzie wspdlistnieja
procesy zapalne, stres oksydacyjny, zaburzenia lipidowe charakterystyczne dla
mocznicy, niedokrwistos¢ i zaburzenia gospodarki wapniowo-fosforanowej. Nie-
wydolnos¢ nerek poprzez szereg odrebnosci, ktdre jej towarzysza, facznie z akty-
wacja ukladu renina-angiotensyna-aldosteron, zwapnieniami w blonie srodkowej
naczyn, nadkrzepliwoscia, ktorej sprzyjaja podwyzszone stezenie fibrynogenu
i inhibitora tkankowego aktywatora plazminogenu, dodatkowo sprzyja rozwo-
jowi miazdzycy. Sama zlozono$¢ miazdzycy w ztozonej zaawansowanej chorobie
nerek powoduje, ze wydaje si¢, ze powinno si¢ ja traktowac odrebnie, tj. nie jako
klasyczng miazdzyce, lecz jako miazdzyce towarzyszaca zaawansowanej chorobie
nerek.
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8. Whioski

1. Wraz z narastaniem stopnia uposledzenia funkeji nerek dochodzi do nasilenia
proceséw zapalno-immunologicznych i oksydacyjnych, co wida¢ szczegdlnie
wyraznie w grupie chorych leczonych hemodializg.

\®}

. Chorzy w poczatkowych stadiach przewleklej choroby nerek maja poziomy
stresu oksydacyjnego i proceséw zapalnych zblizone do tych obserwowanych
wsrod pacjentéw z ostrym incydentem wiencowym w wywiadzie, lecz bez
jawnej klinicznie i laboratoryjnie choroby nerek.

w

. Neopteryna, interleukina 18, asymetryczna dimetyloarginina, paraokso-
naza 1 oraz wskaznik metaloproteinaza 9/tkankowy inhibitor metaloprote-
inaz 1, moga by¢ wykorzystane do oszacowania prawdopodobienstwa 12-
-miesigcznego przezycia wérdd pacjentéw hemodializowanych.

4. Roznica we wzglednej akumulacji alfa-1 mikroglobuliny, apolipoproteiny
A-1V, fibrynogenu i haptoglobiny zaobserwowana zaréwno w proteomie cho-
rych z przewlekla chorobg nerek, jak i chorych z incydentem wiencowym
w wywiadzie, lecz bez jawnej klinicznie i laboratoryjnie choroby nerek, swiad-
czy o szczegdlnej roli tych biatek w procesie miazdzycy.

5. Alfa-1 mikroglobulina i apolipoproteina A-IV mogg stuzy¢ do réznicowania
proteomow pacjentéw z przewleklta chorobg nerek oraz chorych z ostrym in-
cydentem wiencowym w wywiadzie, lecz bez jawnej klinicznie i laboratoryj-
nie choroby nerek.

6. Zaproponowane, oparte na sieciach Petriego, modele dysfunkcji srédbtonka
naczyniowego oraz stresu oksydacyjnego w procesie powstawania miazdzycy,
moga w przysztosci postuzy¢ do precyzyjnego badania tych zaburzen w orga-
nizmie czlowieka.
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9. Streszczenie

Miazdzyca to zlozony proces zapalno-fibroproliferacyjny toczacy sie w btonie we-
wnetrznej duzych i §rednich naczyn tetniczych, w ktérym wspotwystepuja obok
siebie zaburzenia lipidowe, stan zapalny oraz stres oksydacyjny. Sytuacja staje si¢
jeszcze bardziej ztozona, gdy obok tzw. “klasycznej” miazdzycy i tradycyjnych
czynnikow ryzyka pojawi sie ztozona choroba, jaka jest przewlekta choroba nerek
(PChN). Réznorodnos¢ zjawisk, do ktérych dochodzi w trakcie tworzenia blasz-
ki miazdzycowej jest tak duza, ze uwzglednienie calej zlozonoéci analizowanego
zagadnienia moze wymagac zupelnie nowego podejscia. W rozprawie zastoso-
wano dwa podejscia, jedno klasyczne (kliniczne) i drugie systemowe.

Gléwnym celem badawczym rozprawy byla analiza molekularnych podstaw
powstawania miazdzycy w przewleklej chorobie nerek. Drugim celem byto stwo-
rzenie, w oparciu o sieci Petriego, modeli dysfunkcji srédbtonka i stresu oksyda-
cyjnego w miazdzycy.

Klasyczne podejscie byto realizowane w oparciu o analize zmian obserwowa-
nych u 75 0séb z réznym stopniem zaawansowania PChN podzielonych na trzy
réwnoliczne grupy (CKD1-2, CKD3-4, CKD5 (chorzy hemodializowani)) oraz
25 pacjentdéw z ostrym zespolem w wywiadzie, lecz bez choroby nerek (grupa
CVD). Grupe poréwnawcza utworzyto 25 zdrowych ochotnikéw (grupa HV).
Gléwnym kryterium wykluczenia z badania byla cukrzyca. Osoby byty dobrane
do grup w taki sposéb, aby nie réznily si¢ istotnie pomiedzy soba wiekiem, plcia
oraz przyjmowanymi lekami. Wszyscy badani byli nastepnie przez rok monito-
rowani pod wzgledem wystgpienia incydentu sercowo-naczyniowego zakonczo-
nego zgonem.

W badaniu wykonano nastepujace rodzaje analiz: badania laboratoryjne
- gléwnie przy uzyciu metody ELISA (zbadane parametry: a) markery proce-
séw zapalnych: neopteryna, IL-18, hsCRP, b) wskazniki stresu oksydacyjnego
(MMP-9, TIMP-1, MMP-9/TIMP-1, ADMA, MPO, PON-1) oraz ¢) NT-proBNP
jako marker ryzyka sercowo-naczyniowego), badania proteomiczne (dwukierun-
kowe (dwuwymiarowe) rozdzialy elektroforetyczne, polaczone z analizg spektro-
metryczng), ocene grubosci kompleksu intima-media tetnic szyjnych - IMT (za
pomoca USG), badania systemowe (sieci Petriego). Ponadto w kazdej z grup wy-
konano podstawowe badania laboratoryjne w celu ich scharakteryzowania.

Zaobserwowano, ze w miare narastania uposledzenia funkeji nerek wzrastaja
stezenia neopteryny, IL-18, ADMA, MPO, NT-proBNP oraz wielko§¢ wskaznika
MMP-9/TIMP-1 i IMT, czemu towarzyszy obnizone stezenie PON-1 w surowicy
krwi. Analiza proteomoéw chorych z grup CKD i CVD ujawnila réznice w zakre-
sie czterech biatek: a-1 mikroglobuliny, apo A-IV, haptoglobiny i fibrynogenu.
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Z kolei analiza krzywych przezycia pozwolita na wskazanie kilku parametréw, tj.
neopteryny, IL-18, ADMA, PON-1 oraz wskaznika MMP-9/TIMP-1, ktére moga
by¢ wykorzystane do oszacowania 12-miesiecznego przezycia wérdd pacjentéw
hemodializowanych.

Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzi¢, Ze miazdzyca w PChN
w poczatkowych stadiach jest podobna do tzw. ,klasycznej” miazdzycy. Nato-
miast zlozono$¢ miazdzycy w zaawansowanej chorobie nerek powoduje, ze na-
lezy ja traktowaé odrebnie, czyli jako miazdzyce towarzyszaca schytkowej nie-
wydolnosci nerek. Zaproponowane modele wybranych proceséw, oparte o sieci
Petriego, moga w przysztosci postuzy¢ do precyzyjnej analizy zaburzen towarzy-
szacych miazdzycy.



10. Summary

Atherosclerosis is a complex inflammatory-fibroproliferative process in the inti-
ma of large and medium-sized arteries, which is accompanied by lipids disorders,
inflammation and oxidative stress. The situation becomes even more complex
when the so-called "classical” atherosclerosis and traditional risk factors coexist
with so complex disease, such as chronic kidney disease (CKD). A variety of phe-
nomena that occur during the development of atherosclerotic plaque is so large
that taking into account the complexity of the analyzed issue may require a com-
pletely new approach. In this study two approaches, have been applied. One of
them is the classical (clinical) approach and the second is the systems one.

The main objective of the research has been to analyze the molecular basis of
the atherosclerosis in patients with CKD. The second goal of the study has been
to create the Petri nets based models of an endothelial dysfunction and an oxida-
tive stress in atherosclerosis.

The classical approach has been carried out on the basis of analysis of the
changes observed in 75 patients with varying severity of CKD, divided into three
equal groups (CKD1-2 CKD3-4 CKD5 (hemodialysis patients)) and 25 patients
with incident acute coronary syndrome in the past, but without kidney disease
(CVD group.) The control group consisted of 25 healthy volunteers (HV group).
Primary criterion for exclusion was diabetes mellitus. All subjects have been mat-
ched to the groups in a way to do not differ significantly from each other in terms
of age, sex, and drugs administered. All patients have been followed for one year
monitored for the occurrence of cardiovascular events complicated by death.

In this study the following types of the tests have been done, i.e. laboratory
tests — mainly performed by ELISA (examined parameters: a) markers of inflam-
mation: neopterin, IL-18, hsCRP, b) indices of oxidative stress (MMP-9, TIMP-1,
MMP -9/TIMP-1, ADMA, MPO, PON-1) and ¢) NT-proBNP as a marker of
cardiovascular risk), proteomic studies (bi-directional, (two-dimensional) elec-
trophoresis combined by spectrometric analysis), the assessment of the of the
carotid intima-media thickness - IMT (using USG) and the systemic approach
(Petri nets). In addition, in each group basic laboratory tests for their characteri-
stics have been performed.

In the study it has been observed that, an increase in serum concentration
of neopterin, IL-18, ADMA, MPO, NT-proBNP, and the MMP-9/TIMP-1 ratio
and IMT and a decrease in PON-1 serum concentration have been accompanied
by the kidney function decline. Proteome analyses in patients with CKD and
CVD groups have revealed differences in the four proteins: a-1 microglobulin,
apo A-IV, haptoglobin and fibrinogen. The analysis of the survival curves allowed
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the indication of several parameters, such as: neopterin, IL-18, ADMA, PON-1
and MMP-9/TIMP-1 ratio which can be used to estimate 12-months survival of
hemodialysed patients.

Based on the obtained results it can be concluded that atherosclerosis in the
early stages of CKD is similar to the so-called “classical atherosclerosis” However,
the complexity of atherosclerosis in the advanced kidney disease entails, that it
should be treated separately, i.e. as an atherosclerosis associated with end-stage
renal disease. The proposed models of the selected processes based on Petri nets,
in future may be used for the precise analyses of the disturbances associated with
atherosclerosis.
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