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Wykaz stosowanych skrotow

ADMA (asymmetric dimethylarginine) asymetryczna dimetylarginina

ALA-D (aminolevulinate dehydratase) dehydrataza 3-aminolewulinowa

AOPP  (advanced oxidation protein products) produkty zaawansowanego utlenienia biatek

bFGF  (basic Fibroblast Growth Factor) zasadowy Czynnik Wzrostu Fibroblastow

BSA (bovine serum albumin) surowicza albumina bydlgca

CEC (circulating endothelial cells) krazace komorki srodbtonka

cGMP (cyclic guanosine monophosphate) 3',5'-cykliczny guanozynomonofosforan

CPM (counts per minute) ilo$¢ impulsow zliczona w czasie 1 minuty

CRP (C-reactive protein) biatko C-reaktywne

Cu-Zn-SOD (Cu/Zn superoxide dismutase) dysmutaza ponadtlenkowa

DF (dichlorodihydrofluorescein) 2°7°—dichlorodihydrofluoresceina

DDF (dichlorodihydrofluorescein diacetate) dwuoctan 2°7’—dichlorodihydrofluoresceiny

DNP 2,4-dinitrofenol

DNPH 2 4-dinitrofenylohydrazyna

EDCF (endothelium derived constricting factor) czynniki skurczowe pochodzenia $rédbtonkowego
EDHF (Endothelium Derived Hyperpolarising Factor) Srodbtonkowy Czynnik Hiperpolaryzujacy
EDRF  (endothelium derived relaxing factor) czynniki rozkurczowe pochodzenia srodbtonkowego
EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) kwas etylenodwuaminoczterooctowy

EGF (Epidermal Growth Factor) Naskorkowy Czynnik Wzrostu

ELAM  (Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule) Czasteczka Adhezyjna Komoérek Srodblonka
dla Leukocytow

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) test immunoenzymosorbcyjny
EMP  (endothelial microparticles) mikroczasteczki z komoérek srodbtonka
eNOS  (endothelial nitric oxide synthase) syntaza tlenku azotu

EPC (endothelial progenitor cells) komoérki progenitorowe srodbtonka naczyniowego



ETA  (endothelin receptor type A) receptory dla endoteliny typu A

ETB  (endothelin B receptor type B) receptory dla endoteliny typu B

FMD  (flow-mediated dilatation) reaktywnos$¢ tetnicy ramiennej w odpowiedzi na niedokrwienie
GSH  (glutatione) glutation

GSH-Px (glutatione peroxidase) peroksydaza glutationowa

GSH-RXx (glutathione reductase) reduktaza glutationowa

HDL  (high density lipoprotein) lipoproteiny wysokiej gestosci

HGF (Hepatocyte Growth Factor) Czynnik Wzrostu Hepatocytow

HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cells) komoérki srodbtonka z ludzkiej zyty pepowinowej
ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) Miedzykomoérkowa Czasteczka Adhezyjna

IM area (intima-media cross-sectional area) pole powierzchni poprzecznej kompleksu intima-media
IMT (intima-media thickness) grubo$¢ kompleksu intima-media

INF Interferon

IL Interleukina

Kt/V parametr wydajnos$ci hemodializy

LDL (low-density lipoprotein) lipoproteina niskiej gestosci

Lp-PLA2 (lipoprotein-associated phospholipase A2) fosfolipaza A2 zwiazana z lipoproteing
MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1) Czynnik Chemotaktyczny dla Monocytow-1
MDA  (malondialdehyde) malonyldialdehyd

MRNA (messenger RNA) matrycowy RNA

NaOH  wodorotlenek sodu

NO (nitric oxide) tlenek azotu

1,2,3,- PAI (Plasminogen Activator Inhibitor) Inhibitory Aktywatoréw Plazminogenu

PDGF (Platelet Derived Growth Factor) Ptytkowy Czynnik Wzrostu

PTX-3 Pentraksyna-3

PWA  (pulse wave analysis) analiza fali tetna

PWV  (pulse wave velocity) ocena propagacji fali tetna



ROS (reactive oxygen species) reaktywne formy tlenu

SOD (superoxide dismutase) dysmutaza nadtlenkowa

TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) substancije reaktywne kwasu tiobarbiturowego
TNF-a  (Tumor Necrosis Factor-a) Czynnik Martwicy Guza-o

t-PA (tissue Plasminogen Activator) tkankowy Aktywator Plazminogenu

VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) Naczyniowa Czasteczka Adhezyjna

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) Czynnik Wzrostu Srédbtonka Naczyn

vWF (von Willebrand Factor) Czynnik von Willebranda



1. WSTEP

Choroby uktadu sercowo-naczyniowego sa najczestsza przyczyng zgonow u
pacjentéw ze schylkowg niewydolnos$cig nerek [1, 2]. Chorzy dializowani od 10 do 20 razy
czesciej niz w populacji ogdlnej umierajg z przyczyn sercowo-naczyniowych. Zwiazane jest
to z faktem, iz chorzy z przewlekta choroba nerek, zwtaszcza regularnie poddawani zabiegom
hemodializy, narazeni sg na przyspieszony rozwoj miazdzycy [3-6]. Analiza autopsji oraz
badan klinicznych wykazata znacznie czgstsze wystgpowanie miazdzycy W naczyniach
wiencowych u pacjentow hemodializowanych w poréwnaniu z pacjentami bez choroby nerek
[71.

Wydaje sig¢, iz dysfunkcja $rodbtonka naczyniowego moze by¢ prawdopodobng
przyczyng zwigkszonego ryzyka chordb uktadu sercowo-naczyniowego w grupie chorych
hemodializowanych [8]. Jednakze pytanie, czy sam zabieg hemodializy moze prowadzi¢ do

dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego, jest nadal tematem badan.

1.1. Charakterystyka i czynnos¢ srodblonka naczyniowego

Srédblonek naczyniowy jest najwigkszym organem ludzkiego organizmu [1, 9].
Organizm cztowieka zawiera 10'° komérek §rodblonka, ktorych waga wynosi okoto 1 kg, a
powierzchnia catkowita rowna jest wielkosci szesciu kortow tenisowych [3, 9]. Srodblonek
tworzy pojedynczg, cigglta warstwe komorek wyscietajacych §wiatto naczynia, ktore pokrywa
glikokaliks zbudowany z mieszaniny glikoprotein i glikozaminoglikanow [10].

Srodbtonek jest metabolicznie aktywny, odgrywa znaczaca role w regulacji napiecia i
przepuszczalno$ci naczyn krwionosnych, transporcie makromolekut, regulacji reakcji
zapalnej oraz krzepniecia, moduluje proliferacj¢ blony wewnetrznej i przebudowe $ciany

naczyniowej [11].



1.1.1. Czynniki naczyniorozszerzajace i naczynioskurczowe

Srédbtonek uwalnia liczne substancje wazoaktywne, ktore mozna podzieli¢ na dwie
grupy: czynniki rozkurczowe pochodzenia s$rodbtonkowego (ang. endothelium derived
relaxing factor, EDRF) oraz czynniki skurczowe pochodzenia s$rodblonkowego (ang.
endothelium derived constricting factor, EDCF). Czynniki rozkurczowe pochodzenia
srédblonkowego chronig uktad naczyniowy przed rozwojem miazdzycy poprzez hamowanie
adhezji monocytéw oraz plytek krwi, proliferacji i migracji komorek migéni gladkich,
natomiast czynniki skurczowe pochodzenia $rédblonkowego maja wlasciwosci nasilajace
rozw0j miazdzycy [3].

Do czynnikow rozkurczowych pochodzenia §rodblonkowego zaliczy¢ mozna: tlenek
azotu (NO), Srodblonkowy Czynnik Hiperpolaryzujacy (ang. Endothelium Derived
Hyperpolarising Factor, EDHF) oraz prostacykling [9, 12-14]. Mediatorami wydzielanymi
przez $rodblonek naczyniowy o dziataniu wazokonstrykcyjnym sg: endotelina-1, tromboksan
A2, prostaglandyna F i prostaglandyna H [9, 12].

Tlenek azotu (NO) jest wytwarzany z L-argininy przez izoforme $rodblonkowej
syntazy tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide synthase, eNOS), ktoéra jest produktem
genu NOS3. Uwalnianie NO z komorek $rodblonka jest stymulowane przez nasilony
przepltyw krwi, powodujacy zwigkszone napigcie styczne (ang. shear stress) powierzchni
srodbtonka [14, 15] oraz przez takie substancje jak: bradykinina, acetylocholina i trombina
[14]. Asymetryczna dimetylarginina (ang. asymmetric dimethylarginine, ADMA), endogenny
inhibitor syntazy tlenku azotu, réwniez hamuje jego powstawanie oraz modyfikuje czynno$¢
srodbtonka naczyniowego. Funkcja wazodylatacyjna tlenku azotu zwigzana jest z jego
interakcjg z atomem zelaza hemu w cyklazie guanylowej, co powoduje pobudzenie jej
aktywnosci i wzrost stezenia 3',5'-cyklicznego guanozynomonofosforanu (ang. cyclic

guanosine monophosphate, cGMP). Tlenek azotu jest jednym z najsilniejszych czynnikoéw
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rozkurczowych o dzialaniu para- i autokrynnym. NO posredniczy réwniez w procesach
stuzagcych ochronie $rodbtonka, hamuje ekspresje prozapalnych cytokin, chemokin oraz
substancji adhezyjnych leukocytow, zapobiega rozwojowi miazdzycy oraz ma ogromny
wptyw na dziatanie uktadu sercowo-naczyniowego [12, 16, 17]. Poza tym hamuje proliferacje¢
komorek migsniowych naczyn krwiono$nych oraz adhezj¢ i agregacje ptytek krwi [12, 17].
Endotelina-1  jest jednym 2z najsilniejszych  $rodbtonkowych  czynnikow
naczynioskurczowych. Synteza endoteliny-1 jest pobudzana przez angiotensyne II [12],
adrenaling [14] oraz hipoksj¢ [14, 18]. Endotelina-1 pobudza receptory btonowe ETA
(znajdujace si¢ na komoérkach miegsni gladkich naczyn) oraz ETB (zlokalizowane na
komorkach migséni gladkich naczyn i Srodblonka) [19]. Dziala ona wazokonstrykcyjnie,
mitogennie i proagregacyjnie poprzez zwiazanie z receptorami ETA, natomiast oddziatujac na
receptory $rodbtonkowe ETB powoduje uwalnianie tlenku azotu i prostacykliny-2 oraz

réwnowazy efekt wywotany stymulacja receptorow ETA [12, 19].

1.1.2. Czynniki wplywajace na regulacje krzepniecia i fibrynolizy

Srédblonek naczyniowy odpowiada za utrzymanie hemostazy, ma wlasciwosci
przeciwzakrzepowe, przeciwptytkowe oraz fibrynolityczne [9, 14, 15]. Fizjologicznie
przewazaja czynniki antykoagulacyjne nad prokoagulacyjnymi [15]. Tlenek azotu i
prostacyklina oprocz dziatanh wazodylatacyjnych, hamuja przyleganie ptytek krwi do
srodbtonka oraz aktywujg neutrofile i makrofagi [15].

Komoérki $rédblonka produkujg trombomoduling, kofaktor w aktywacji biatka C,
wigzacy si¢ z czynnikiem V oraz VIII [12, 15]. Antytrombina 11, glikoproteina wytwarzana
W watrobie, ma istotne dzialanie antykoagulacyjne, gdyz hamuje osoczowe czynniki

krzepnigcia. Jej dzialanie wspomagane jest przez glikozaminoglikany na powierzchowni



srédblonka, ktore zawieraja reszty heparynopodobne i nasilajg aktywno$¢ przeciwzakrzepowa
antytrombiny [15].

Komorki $rédbtonka maja silne dziatanie fibrynolityczne, ktére zapewnia im
tkankowy Aktywator Plazminogenu (ang. tissue Plasminogen Activator, t-PA) [14],
przeksztalcajac plazminogen w plazming. W warunkach fizjologicznych aktywatory
plazminogenu przewazajg nad inhibitorami fibrynolizy, do ktorych zalicza si¢ Inhibitory
Aktywatoréw Plazminogenu (ang. Plasminogen Activator Inhibitor 1,2,3,- PAI) [15].

Dodatkowo $rodbtonek moze produkowa¢ Czynnik von Willebranda (ang. von
Willebrand Factor, VWF), glikoproteing, ktora posredniczy w przyleganiu ptytek krwi do

srodblonka oraz transportuje czynnik krzepniecia VIII [12, 15].

1.1.3. Cytokiny i czasteczki adhezyjne

Komorki §rodbtonka naczyniowego w odpowiedzi na uszkodzenie mogg wytwarzaé
cytokiny zapalne, do ktorych naleza: Interleukina-6 (IL-6), Interleukina-8 (IL-8), Czynnik
Martwicy Guza-a (ang. Tumor Necrosis Factor-a, TNF-a) oraz chemokiny, jak np. Czynnik
Chemotaktyczny dla Monocytéw-1 (ang. Monocyte Chemoattractant Protein-1, MCP-1).

W odpowiedzi na mediatory stanu zapalnego $rodblonek naczyniowy moze
wykazywac ekspresj¢ molekut adhezyjnych takich jak: Naczyniowa Czasteczka Adhezyjna
(ang. Vascular Cell Adhesion Molecule-1, VCAM-1), Miedzykomorkowa Czasteczka
Adhezyjna (ang. Intercellular Adhesion Molecule-1, ICAM-1), Czasteczka Adhezyjna
Komorek Srodblonka dla Leukocytow (ang. Endothelial-Leukocyte Adhesion Molecule,
ELAM) oraz selektyny: $rodblonkowa (E-selektyna) i ptytkowa (P-selektyna) [9, 12].
Prowadzi to do nasilenia komorek odpowiedzi zapalnej w $cianie naczyn oraz istotnie

przyspiesza rozwoj miazdzycy [9, 12, 20].

10



Produkowane przez srodblonek Czynnik Wzrostu Srodbtonka Naczyn (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF) oraz Ptytkowy Czynnik Wzrostu (ang. Platelet Derived

Growth Factor, PDGF) uczestnicza w zjawisku angiogenezy [9, 15].

1.2. Ocena funkcji sSrodblonka naczyniowego

W chwili obecnej dostgpne sg biochemiczne oraz biofizyczne metody oceny funkcji
srédblonka naczyniowego. Biochemiczne metody oceny czynno$ci srodblonka naczyniowego
oceniaja synteze zwigzkow wytwarzanych przez S$rodblonek naczyniowy, zaréwno
prawidtowy, jak rowniez uszkodzony. Do metod biochemicznych zaliczy¢ mozna: okreslanie
stezenia Czynnika von Willebranda, tkankowego Aktywatora Plazminogenu, Inhibitora
Aktywatora Plazminogenu-1, czasteczek adhezyjnych (ICAM-1, VCAM-1), trombomoduliny,
E-selektyny, P-selektyny, Czynnika Wzrostu Srédbtonka Naczyn [12, 21-24].

NO jest wysoce niestabilny, jego czas pottrwania wynosi zaledwie kilka sekund,
dlatego tez bardzo trudne jest wykonanie bezposrednich pomiaréw. Ilos¢ NO produkowanego
endogennie mozna okresli¢ za pomocg dwoch metod: pomiardw osoczowego stezenia
azotynéw/azotanéw, produktow przemiany NO oraz pomiarow NO w wydychanym
powietrzu [25, 26].

Wsréd metod biochemicznych nalezaloby réwniez wymieni¢ iloSciowe 0znaczanie
krazacych srédbtonkowych komoérek progenitorowych metodg cytometrii przeptywowej [27].

Do metod biofizycznych zaliczy¢ nalezy: oceng reaktywnosci tetnicy ramiennej w
odpowiedzi na niedokrwienie (ang. flow-mediated dilatation, FMD) [28], ocene wielkosci
odptywu zylnego i naptywu tetniczego przy uzyciu pletyzmografii impedancyjnej [3], analize
fali tetna (ang. pulse wave analysis, PWA) oraz oceng propagacji fali t¢tna (ang. pulse wave

velocity, PWV) [29].

11



Ocena reaktywnos$ci tetnicy ramiennej w odpowiedzi na niedokrwienie polega na
ultrasonograficznym okres§leniu stopnia rozszerzenia tg¢tnicy ramiennej po uprzednim
calkowitym jej zamknigciu za pomocg mankietu ci$nieniomierza. Wyniki uzyskiwane przy
uzyciu tej metody sg prawie catkowicie zalezne od aktywnosci syntazy NO, korelujg z

funkcja srodblonka naczyniowego wigkszosci tetnic [12, 30].

1.3. Dysfunkcja Srédblonka naczyniowego

Dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego powoduje utrate wieloczynnikowej rOwnowagi,
ktorg zapewniaja jego komorki, wytwarzajagc substancje naczynioskurczowe i
naczyniorozkurczowe [31]. Zaburzenie czynnosci $rodblonka wigze si¢ z obnizonym
potencjatem wazodylatacyjnym [16], a zwlaszcza ze zmniejszeniem biodostepnosci tlenku
azotu w wyniku zmniejszenia jego syntezy lub inaktywacji jako konsekwencji zwigkszonej
produkcji reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) [31, 32].

Aktywowany $rodblonek charakteryzuje si¢ wzrostem st¢zenia Czynnika von
Willebranda, tkankowego Aktywatora Plazminogenu i jego inhibitora typu 1 oraz
zwigkszeniem ekspresji czgstek adhezyjnych [32]. Obserwuje si¢ wzrost aktywnos$ci
prozapalnej [16], adhezji i agregacji leukocytow oraz ptytek krwi [32], proliferacji komorek
mie$niowki naczyn [14].

Wymienione powyzej procesy pelnig kluczowa role w powstawaniu i1 narastaniu
blaszki miazdzycowej oraz przyczyniajg si¢ do jej destabilizacji, co moze w konsekwencji
doprowadzi¢ do wystgpienia udaru mézgu, ostrych zespolow wiencowych, a takze choréb

naczyn obwodowych [14, 32, 33].
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1.4. Wplyw hemodializy na dysfunkcje¢ srodblonka naczyniowego

Mechanizmy, ktore uszkadzaja $rodbtonek naczyniowy podczas hemodializy,
przyczyniaja si¢ do zmniejszonej produkcji NO i obnizenia zdolnosci rozkurczowej
srodbtonka [8, 25], powstania stresu oksydacyjnego oraz stanu zapalnego [8, 34, 35]. Wsrod
patomechanizmow uszkadzajacych $rédbtonek w trakcie hemodializy nalezatoby wymieni¢
rébwniez: wzrost stezenia endoteliny-1, asymetrycznej dimetyloargininy [8], zaburzenia
gospodarki lipidowej [22, 36] oraz hiperhomocysteinemig [8].

Meyer i wsp. stwierdzili nieprawidlowg funkcj¢ $rodblonka naczyniowego u
pacjentow hemodializowanych, badajac wazodylatacje tetnicy ramiennej w odpowiedzi na

niedokrwienie [33].

1.4.1. Wplyw hemodializy na czynno$¢ rozkurczowg Srodblonka naczyniowego

Istnieja rozbieznosci co do oceny stezenia tlenku azotu u pacjentow
hemodializowanych. W cze$ci wykonanych badan stwierdzono obnizone st¢zenia NO [25], w
innych za§ podwyzszone stgzenia NO w wydychanym powietrzu po hemodializie w
poréwnaniu z pomiarami przed hemodializg [26, 37]. Wykazano obnizone wartosci
azotynow/azotanow po hemodializie, jednakze zgodnie z opinig Raj i wsp. oraz Sumino 1
wsp. nie sg one adekwatnym markerem do oceny produkcji NO, gdyz sa one efektywnie
usuwane podczas hemodializy [25, 26]. Errakonda i wsp. stwierdzili obnizone wartoSci
azotanow, jednakze po skorygowaniu ze stezeniami kreatyniny, podwyzszone wartosci
azotanow, co potwierdziloby zwiekszong produkcje NO [8]. Mimo, iz podczas hemodializy
dochodzi do aktywacji cytokin i wzrostu produkcji NO, stezenie tlenku azotu moze by¢
obnizone ze wzgledu na zwigkszong jego degradacje, zmniejszenie aktywnosci syntazy NO,
podwyzszone osoczowe stezenie ADMA, obnizong biodostepnos¢ L-argininy oraz usuwanie

metabolitow NO podczas procesu hemodializy [26, 33].
13



Meyer i1 wsp. badali wptyw indukowanej hemodializag wewnatrznaczyniowej hemolizy
na bioaktywno$¢ tlenku azotu oraz dysfunkcje $rodblonka u pacjentow ze schylkowa
niewydolno$cig nerek. Stwierdzili, iz nawet pojedynczy zabieg hemodializy doprowadza do
wzrostu hemolizy, oddzielenia hemoglobiny od krwinek czerwonych oraz wzrostu stgzenia
wolnej hemoglobiny w osoczu [33]. W tym badaniu nieprawidlowa reaktywno$¢ tetnicy
ramiennej w odpowiedzi na niedokrwienie byta zalezna od stezenia wolnej hemoglobiny [33].
W wyniku hemolizy dochodzi do uwalniania hemoglobiny z erytrocytu, co pozwala na
przedostawanie si¢ hemoglobiny w okolice komorek $rodbtonka i strefy podsrodblonkowe;,
miejsca, gdzie wytwarzany jest NO. Wolna hemoglobina ma prawie 1000-krotnie wigksza, w
porownaniu z hemoglobing znajdujaca si¢ w erytrocycie, zdolnos¢ wychwytywania NO.
Najwazniejsza reakcja zachodzaca pomigdzy NO a hemoglobing jest dioksygenacja z
utlenowang hemoglobing (oksyhemoglobing), w wyniku ktoérej powstaje methemoglobina
oraz anion azotanowy [33, 38]. Reakcja pomigedzy hemoglobing a NO jest nieodwracalna oraz
szybka i1 nawet niewielka 1lo$§¢ wolnej hemoglobiny moze catkowicie zwigza¢ §rédblonkowy
NO i doprowadzi¢ do dysfunkcji srodbtonka [33, 38].

Hemoliza prowadzi takze do uwalniania arginazy-1, wewnatrzkomorkowego enzymu,
ktory podczas gdy znajduje si¢ w osoczu, jest zdolny reakcji z L-argining i produkcji
ornityny. Powoduje to obnizenie dostepnosci L-argininy do konwersji w tlenek azotu przez
syntaze NO [38, 39].

Obecnie istnicjg sSprzeczne opinie na temat stezeh ADMA u pacjentdw
hemodializowanych. Raj i wsp. stwierdzili podwyzszone wartosci ADMA przed i po dializie,
co moze prowadzi¢ do zahamowania produkcji NO, jednakze wykazano takze wzrost
stosunku L-argininy/ADMA po zabiegu hemodializy, co z kolei przyczyni¢ si¢ moze do
zwickszenia syntezy NO [26]. Errakonda i wsp. zaobserwowali obnizenie stezenia ADMA po

hemodializie oraz zwigkszenie wskaznika L-argininas/ADMA [8].
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Istnieja dowody, iz dysfunkcja §rodbtonka naczyniowego moze petni¢ kluczows role
w patogenezie pojawiajacej si¢ podczas hemodializy niestabilno$ci hemodynamicznej. W
odpowiedzi na bodzce mechaniczne oraz chemiczne, komodrki $rédbtonka naczyniowego
produkuja wiele aktywnych biologicznie substancji, w tym przede wszystkim NO oraz
endoteling-1 [26]. Zaktocenie rownowagi migdzy tymi czynnikami moze prowadzi¢ do zmian
warto$ci cisnienia tg¢tniczego podczas hemodializy, co jest prawdopodobnie zwigzane z
indywidualng odpowiedzig na zmiany hemodynamiczne podczas oraz w okresie pomiedzy

hemodializami [26].

1.4.2. Hemodializa a stres oksydacyjny

Stres oksydacyjny mozna zdefiniowa¢ jako brak réwnowagi pomiedzy produkcja
reaktywnych form tlenowych a mechanizmami obronnymi [40, 41]. Reaktywne formy tlenu
niekorzystnie wptywaja na funkcje naczynia krwiono$nego za posrednictwem wielu
mechanizmow. Moga one uszkadza¢ $rédblonek naczyniowy, hamowaé s$rodbtonkowa
produkcje oraz dziatanie tlenku azotu prowadzac do nasilenia miazdzycy. Poza tym powoduja
one peroksydacje¢ sktadnikow lipidowych i formowanie si¢ utlenowanych lipoprotein niskiej
gestosci  (ang. low-density lipoprotein, LDL), kluczowych mediatorow powstawania
miazdzycy, ktore moga roéwniez wplywa¢ na biologiczng aktywnos¢ czynnikow
rozkurczowych pochodzenia srédblonkowego [3]. Do mechanizméw obronnych w walce z
reaktywnymi formami tlenu zaliczy¢ mozna enzymy obecne wewnatrz erytrocytu, takie jak:
peroksydaza glutationowa (ang. glutatione peroxidase, GSH-Px), reduktaza glutationowa
(ang. glutathione reductase, GSH-Rx), dysmutaza nadtlenkowa (ang. superoxide dismutase,
SOD) oraz wystepujace poza erytrocytem: witamina C, E, B-karoten, glutation i inne.
Zaburzenia tych mechanizméw mogg doprowadzi¢ do wystgpienia odczynu zapalnego,

hemolizy oraz miazdzycy [8].
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Glowne czynniki przyczyniajace si¢ do powstania stresu oksydacyjnego podczas
hemodializy to: wymuszony przeptyw krwi przez powierzchni¢ bioniezgodnej blony
dializacyjnej, skazenie ptynu dializacyjnego przez bakterie i ich produkty oraz kwas
moczowy i inne metabolity usuwane podczas hemodializy [5, 34].

Udowodniono, iz nawet pojedynczy zabieg hemodializy znaczaco zwicksza stgzenie
peroksydazy lipidowej oraz utlenionych LDL i obniza stezenie antyoksydantow [3, 8, 28].
Hemodializa nasila stres oksydacyjny, co przyczynia si¢ do zwigkszonej aterogenezy [3, 28].
Jednym z produktow peroksydacji lipidow jest malonyldialdehyd (ang. malondialdehyde,
MDA), ktory zostat opisany przez Weinsteina i wsp. jako marker stresu oksydacyjnego [8]. W
wykonanym przez Weinsteina badaniu, pacjenci hemodializowani charakteryzowali si¢
podwyzszonym stezeniem MDA, zaobserwowano rdwniez wystepowanie zaleznosSci
pomigdzy wartosciami MDA a iloscig lat poddawania pacjentow zabiegom hemodializy.
Weinstein i wsp. stwierdzili takze zmniejszone st¢zenie glutationu, reduktazy glutationowe;j
oraz podwyzszone st¢zenie peroksydazy glutationowej u pacjentow hemodializowanych [8].
Pacjenci z nizszymi poziomami glutationu byli narazeni na wigksze ryzyko hemolizy
zwigzanej ze skazeniem chloraming ptynu dializacyjnego [8].

W przeprowadzonym przez Nguyen-Khoa i wsp. badaniu stwierdzono podwyzszone
stezenia w surowicy chorych leczonych hemodializa markerow utlenienia tlhuszczow:
substancji reaktywnych kwasu tiobarbiturowego (ang. thiobarbituric acid reactive substances,
TBARYS) oraz utlenienia biatek: produktow zaawansowanego utlenienia biatek (ang. advanced
oxidation protein products, AOPP) [41]. Oceniajgc mechanizmy obronne skierowane
przeciwko stresowi oksydacyjnemu wykazano obnizenie aktywno$ci erytrocytowej
dysmutazy ponadtlenkowej (ang. Cu/Zn superoxide dismutase, Cu-Zn-SOD), kluczowego
enzymu bariery antyoksydacyjnej organizmu. Nie zaobserwowano rdéznicy w stezeniach GSH

pomiedzy pacjentami poddawanymi hemodializom a grupa kontrolna, jednakze stwierdzono
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podwyzszony stosunek utlenionego glutationu do zredukowanego glutationu. Poziom
aktywnosci GSH-Px oraz GSH-Rx oceniany w osoczu byl znaczaca nizszy w grupie
pacjentow hemodializowanych [41]. Valentini i wsp. stwierdzili podwyzszone st¢zenia
zarowno substancji reaktywnych z kwasem tiobarbiturowym oraz malondialdehydu, zwrocili
jednak uwage na fakt, iz malondialdehyd jest bardziej czulym i swoistym markerem w
poréwnaniu z substancjami reaktywnymi z kwasem tiobarbiturowym [42]. W badaniu tym
oceniano rowniez aktywno$¢ dehydratazy &-aminolewulinowej (ang. aminolevulinate
dehydratase, ALA-D), enzymu wrazliwego na sytuacje zwigzane z wystepowaniem stresu
oksydacyjnego. Wykazano zmniejszony poziom aktywnos$ci ALA-D oraz zwigkszony indeks

reaktywacji ALA-D, co moze wigza¢ si¢ z nadprodukcja wolnych rodnikow [42].

1.4.3. Hemodializa a wyst¢powanie stanu zapalnego

Do indukcji stanu zapalnego podczas hemodializy przyczyni¢ si¢ moga: nadmierna
ekspresja molekul adhezyjnych [22, 24], uwalnianie czynnikow chemotaktycznych dla
komorek stanu zapalnego [24], a takze produkcja Inhibitora Aktywatora Plazminogenu-1 [21,
22].

Nguyen-Khoa 1 wsp. zasugerowal, iz stan zapalny oraz czas trwania dializy s3
najistotniejszymi czynnikami wpltywajacymi na wystepowanie stresu oksydacyjnego u
pacjentow hemodializowanych [41]. Wykazano podwyzszone stezenia biatka C-reaktywnego
(ang. C-reactive protein, CRP), ktore korelowaly ze stezeniami produktow peroksydacji
lipidow oraz reaktywnych substancji kwasu tiobarbiturowego. Wyniki te sugeruja, iz stan
zapalny moze indukowaé¢ zwiekszong produkcje reaktywnych form tlenu, a nastepnie
doprowadzi¢ do zuzycia rozpuszczalnych w thuszczach antyoksydantow. Tak wiec stan
zapalny oraz stres oksydacyjny mogg tworzy¢ zamkniete koto prowadzgc do nasilonego

rozwoju miazdzycy [41]. Inne badania przeprowadzone na grupie hemodializowanych dzieci
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wykazaty, iz leczenie hemodializami wiaze si¢ ze zwigkszong ostra odpowiedzig zapalng pod
postacig wzrostu stezenia TNF-o oraz Interlukiny-1p (IL-1B) (cytokin wczesnej odpowiedzi
zapalnej), natomiast nie ma wptywu na stezenie Interleukiny-6 (IL-6) oraz Interleukiny-10
(IL-10) (cytokin pdznej odpowiedzi zapalnej) [35]. Stwierdzono, iz obserwowane wysokie
warto§ci CRP wskazuja na obecno$¢ przewlektego stanu zapalnego zwigzanego
prawdopodobnie z obecnoscig mocznicy U chorych hemodializowanych [8, 35]. Kunz i wsp.
wykazali podwyzszone stezenia fibrynogenu w grupie pacjentow hemodializowanych w
poréwnaniu z grupg kontrolna [21].

Kolejnym markerem stanu zapalnego ocenianym przez Errakonda i wsp. byla
aktywnos$¢ fosfolipazy A2 zwigzanej z lipoproteing (ang. lipoprotein-associated
phospholipase A2, Lp-PLA2), enzymu zwigzanego z utlenieniem lipidow, co do ktorego
udowodniono, iz uczestniczy w powstawaniu stanu zapalnego, dysfunkcji $rodbtonka
naczyniowego, a w konsekwencji prowadzi do nasilonego rozwoju miazdzycy [8]. Errakonda
i wsp. wykazali znaczaco podwyzszong aktywno$¢ tego enzymu U chorych
hemodializowanych [8].

Zwickszona produkcja cytokin prozapalnych powoduje aktywacje molekut
adhezyjnych, takich jak: Naczyniowa Czasteczka Adhezyjna-1 oraz Miedzykomorkowa
Czasteczka Adhezyjna-1 [24]. Rowniez zmniejszona biodostepno$¢ NO przyczynia si¢ do
nasilonej ekspresji VCAM-1, co w konsekwencji generuje wzrost stezenia reaktywnych form
tlenu oraz CRP. VCAM-1 wykazuje powinowactwo z limfocytami T, inicjujac w ten sposob
reakcje zapalng w S$cianie naczynia [16]. Chemotaktyczng cytoking, wydzielang przez
$rodbtonek naczyniowy pod wpltywem ekspozycji na inne cytokiny takie jak Interleukina 1,
Czynnik Martwicy Guza-a oraz utlenione lipoproteiny, jest Bialko Chemotaktyczne dla
Monocytéow [24]. Deficyt NO przyczynia si¢ do zwigkszonej ekspresji MCP-1, chemokiny

przyciagajacej makrofagi [16]. Makrofagi, gromadzac nadmiar utlenionych LDL,
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przeksztalcaja si¢ w komorki piankowate, a nastepnie po samodestrukcji tych komorek
dochodzi do powstania rdzenia lipidowego blaszki miazdzycowej. TNF-a na drodze szlakow
sygnalowych przyczynia si¢ do zwigkszonego rozpadu matrycowego RNA (ang. messenger
RNA, mRNA) dla izoformy e-NOS, zmniejszajac w ten sposob syntezg NO [16].

Stwierdzono podwyzszone st¢zenia ICAM-1, VCAM-1 [22, 24] oraz MCP-1 [24] w
grupie chorych hemodializowanych w poréwnaniu z grupa kontrolng niezaleznie od rodzaju
zastosowanej blony dializacyjnej. Zwigkszone warto$ci molekut adhezyjnych zwiagzane byty z

obecnoscig stanu zapalnego [24].

1.4.4. Inne czynniki zwiazane z dysfunkcja Srodblonka naczyniowego u chorych
hemodializowanych

Morena i wsp. potwierdzili, iz chorzy hemodializowani sg narazeni na iloSciowe oraz
funkcjonalne zaburzenia w zakresie gospodarki lipidowej wlaczajac: wysokie stezenia
triglicerydow, zwigkszong wrazliwo$¢ na utlenienie LDL oraz nieprawidtowa funkcje
ochronng lipoprotein wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein, HDL) [36]. Bolton i
wsp. stwierdzil takze obnizone wartosci HDL oraz podwyzszone wartosci triglicerydow w
grupie pacjentdow hemodializowanych [22]. Czynniki te moga wptywac na rozwodj zwigzanej z
hemodializa miazdzycy. Miyazaki i wsp. wykazal znaczaco wyzsze stgzenia utlenionych LDL
po pojedynczym zabiegu hemodializy [28].

W  przeprowadzonych badaniach wykazano, iz hemodializowani chorzy
charakteryzuja si¢ wysokimi stezeniami homocysteiny, co moze wigzac si¢ ze zwigkszonym
utlenieniem LDL [21, 43]. Zwigkszone warto$ci homocysteiny sa niezaleznym czynnikiem
zwiekszonego ryzyka zgonu z powodu schorzen uktadu sercowo-naczyniowego [21, 43].
Jednakze Errakonda i wsp. stwierdzili obnizone st¢zenie homocysteiny, bedace dodatkowym

czynnikiem pobudzajgcym produkcje NO, gdyz homocysteina hamuje syntaze NO [8].
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Sposrod innych, przypuszczalnych markeréw dysfunkcji $rodbtonka naczyniowego
nalezaloby wymieni¢: Czynnik von Willebranda, tkankowy Aktywator Plazminogenu,
Inhibitor Aktywatora Plazminogenu-1. Wykazano znaczaco wyzsze st¢zenia t-PA, PAI-1,
VWEF [21,22] oraz rozpuszczalnego antygenu VWF [23] w grupie chorych hemodializowanych.

W zdrowym organizmie warstwa $rodbtonka jest stale odnawiana na niskim poziomie
replikacji rzedu 0-1%/dzien, tak wigec wykrycie krazacych komorek $rédbtonka (ang.
circulating endothelial cells, CEC) w zdrowym dorostym organizmie nalezy do rzadkosSci
[44]. Podwyzszone stezenia krazacych komorek srodblonka, ktoére moga wystepowac w wielu
sytuacjach klinicznych, takich jak na przyklad nadci$nienie, hiperlipidemia, stres
oksydacyjny, mogg odzwierciedla¢ stopien uszkodzenia §rodbtonka naczyniowego [45]. Koc i
wsp. stwierdzili podwyzszone $rednie wartosci krgzacych komorek srodblonka u chorych
hemodializowanych w porownaniu z grupg kontrolng [46]. Krazace komorki srodbtonka sg
wskaznikiem uszkodzenia $rodbtonka naczyniowego. Uwaza sie¢, iz komorki progenitorowe
srodbtonka naczyniowego (ang. endothelial progenitor cells, EPC) odzwierciedlajg zdolno$ci
naprawcze Srodbtonka [45]. Komorki te pochodza ze szpiku kostnego 1 moga rdznicowac si¢
w komorki §rodbtonka naczyniowego. Weserweel 1 wsp. stwierdzil, iz hemodializa indukuje
apoptoze komorek progenitorowych $rodbtonka naczyniowego oraz powoduje ich
wyczerpanie [47]. Jednakze Jourde-Chiche 1 wsp. wykazal dodatnig zalezno$¢ miedzy
pochodzacymi ze szpiku komoérkami progenitorowymi $rodblonka a  wskaznikami
uszkodzenia naczynia w postaci predkosci fali tetna aorty oraz stezeniami mikroczasteczek z
komorek $rodbtonka (ang. endothelial microparticles, EMP) u chorych hemodializowanych.
Wyniki te sugeruja, iz pomimo obnizonych wartosci komorek progenitorowych $rodblonka
spowodowanych chorobg nerek, uszkodzenie naczynia moze przyczyni¢ si¢ do stymulacji

mobilizacji komoérek progenitorowych [48].
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Mikroczasteczki z komorek $rodbtonka sa btonowymi fragmentami uwalnianymi
przez komorki $rodblonka pod wplywem uszkodzenia lub apoptozy [48-50]. Stwierdzono
podwyzszone stezenia tych mikroczasteczek u chorych hemodializowanych [49, 50], ktore

odwrotnie koreluja z poszerzeniem tetnicy ramiennej w odpowiedzi na niedokrwienie [50].

1.4.5. Hemodializa a wystepowanie zwapnien w naczyniach krwionosnych

Obecnos¢ zwapnien i zmian miazdzycowych w naczyniach wiencowych jest istotnym
czynnikiem rokowniczym wystgpienia zdarzen Sercowo-naczyniowych u chorych ze
schytkowg niewydolnoscig nerek [51, 52]. Wykazano obecno$¢ zwapnien W $cianie naczyn
wiencowych ocenianych za pomoca tomografii komputerowej [51, 53, 54]. Zaobserwowano
Scisla zalezno$¢ pomigdzy zwapnieniami w naczyniach wiencowych, gruboscig kompleksu
intima-media oraz obecnoscia 1 wielkoscig blaszki miazdzycowej u chorych
hemodializowanych [52]. Obserwowane zwapnienia blaszki miazdzycowej oraz blony
srodkowej, moga wigza¢ si¢ z nadci$nieniem, czasem trwania hemodializy, doustng
suplementacjg wapnia i zaburzeniami homeostazy fosforanow wapnia [53, 55]. W chwili
obecnej istniejg rozne teorie co do przyczyny wystgpowania zwapnien W naczyniach u
chorych hemodializowanych (zabieg hemodializy, choroba nerek czy oba te czynniki
jednoczes$nie). Zmiany stezen jonow, takich jak wapn, potas czy magnez, aktywacja reniny
oraz uktadu wspotczulnego czy tez objetosci usuwanych podczas hemodializy ptynéw moga
odpowiada¢ za zwigkszone wystepowanie zwapnien [56]. Cohen i wsp. zaobserwowali
podwyzszone wartosci wapnia w osoczu krwi na poczatku oraz na koncu hemodializy,

zwigkszony systemowy opér naczyniowy, a takze zmniejszenie podatnosci matych naczyn

[56].
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1.4.6. Wplyw uzytej blony dializacyjnej na dysfunkcje Srodblonka naczyniowego

W ostatnich latach zbadano wpltyw rodzaju uzytej blony dializacyjnej (jej
biozgodnosci) na funkcje komorek §rodblonka naczyniowego. Matsuoka ultrasonograficznie
mierzyl wazodylatacje t¢tnicy ramiennej w odpowiedzi na niedokrwienie aby oceni¢ funkcje
$rodbtonka naczyniowego [3]. Okreslat takze stezenia w 0soczu utlenionych LDL przed i po
pojedynczej sesji hemodializy z uzyciem celulozowej btony dializacyjnej pokrytej witaming
E. Witamina E zmniejszata stres oksydacyjny indukowany przez aktywowane na powierzchni
btony dializacyjnej leukocyty wielojadrzaste. Stwierdzil, iz hemodializa przeprowadzona za
pomoca blony dializacyjnej pokrytej witaming E chroni przed uszkodzeniem $rodbtonka oraz
wzrostem stezenia utlenionych LDL [3]. Badanie to potwierdzito tez¢ wysunigta uprzednio
przez Miyazaki i wsp. [28]. W innym badaniu stwierdzono, iz stosowanie btony dializacyjne;j
pokrytej witaming E wigzato si¢ ze znaczacym wzrostem stezenia HDL oraz zmniejszonym
utlenieniem LDL [57].

Wykazano, iz celulozowa btona dializacyjna w porownaniu z polisulfonowa
wywotuje wigkszy stres oksydacyjny i wptywa niekorzystnie na funkcje granulocytow [58].
Podczas gdy hemodializa per se z uzyciem blony polisulfonowej nie ma wptywu na rozkurcz
tetnicy ramiennej w odpowiedzi na niedokrwienie [59, 60], hemodializa z uzyciem btony
celulozowej zwigzana jest z istotnym zmniejszeniem funkcji srodbtonka naczyniowego [59].
Dysfunkcja $rodbtonka naczyniowego obserwowana przy uzyciu celulozowej btlony
dializacyjnej wigze si¢ takze z obnizonym stezeniem a-tokoferolu (witaminy E) w surowicy
chorych hemodializowanych, co moze §wiadczy¢ o zwigkszonym stresie oksydacyjnym [59].

Wptyw hemodializy na strukture i funkcje komorek srodbtonka naczyniowego nie jest
nadal w pelni wyjasniony. Z jednej strony wykazano uposledzenie funkcji $rodblonka
naczyniowego w tetnicy ramiennej po hemodializie [3, 28, 33], z drugiej zas strony

zaobserwowano poprawe¢ funkcji zylnego $rodbtonka naczyniowego. Wigze sie to z
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usuwaniem podczas hemodializy wewngtrznych inhibitoréw syntazy NO, ktore akumulujg si¢
w organizmie chorych ze schytkowa niewydolnoscia nerek [61, 62].

Ocena wptywu hemodializy na $rédbtonek naczyniowy oraz okreslenie czynnikow
ryzyka choréb uktadu sercowo-naczyniowego wymaga dalszych badan.

W zwigzku z ogromng rolg $rodblonka naczyniowego w utrzymaniu homeostazy
naczyniowej istotna jest ocena bezposredniego wptywu zabiegu hemodializy na funkcje
komorek $rodbtonka naczyniowego. Do tej pory nie przeprowadzono badan oceniajacych, w
jaki sposob zmiana wiasciwosci surowicy wynikajaca z procesu hemodializy wplywa na

funkcje srodbtonka.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byta ocena zmiany sktadu surowicy podczas zabiegu hemodializy i jej
potencjalnego wplywu na czynno$¢ komorek srodbtonka.

Cele te zrealizowano badajac szczegdtowo ponizsze problemy:
I. Ocena wybranych parametrow odczynu zapalnego, stresu oksydacyjnego oraz produktow
metabolizmu tlenku azotu w surowicy chorych dializowanych.
[l. Ocena wptywu surowicy chorych dializowanych na czynno$¢ komorek $rodbtonka w

hodowli in vitro.
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3. MATERIAL I METODA

Badanie przeprowadzono za zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie
Medycznym w Poznaniu. Kazdy chory uczestniczacy w badaniu zapoznat si¢ z informacja o

przebiegu i celu projektu, a nastgpnie pisemnie wyrazit §wiadomg zgode na udziat.

3.1. Badani chorzy

Badaniem objgto 42 chorych leczonych przewlektymi hemodializami z powodu
schylkowej niewydolnosci nerek w Stacji Dializ Szpitala Powiatowego w Inowroctawiu (w
wieku 63+16 lat, 29 megzczyzn (69%) i 13 kobiet (31%)). 29 pacjentow hemodializowano

przy uzyciu przetoki t¢tniczo-zylnej, pozostatych 13 za pomoca cewnika dializacyjnego.

3.2. Schemat hemodializy

Badani chorzy byli dializowani 2-3 razy w tygodniu, od 3,5 do 5 godzin (czas ustalany
indywidualnie, zaleznie od stanu klinicznego, diurezy resztkowej oraz wskaznikéw
skutecznosci dializy). Do hemodializy uzywano dwuweglanowego ptynu dializacyjnego.
Przeptyw krwi przez dializator zalezny byl od wydolno$ci hemodynamicznej dostepu
naczyniowego, wynosit 200-300 ml/min. Uzywano niereutylizowanych dializatorow
kapilarnych z blong polisulfonowg firmy Fresenius Hemoflow F7HPS, F8HPS, F10HPS.
Stosowano aparaty Dialog firmy Braun oraz Fresenius 4008 S i 4008 B, przeptyw dializatu

wynosit standardowo 500 ml/min.

3.3. Material do badan
U wszystkich chorych uczestniczacych w badaniu w celu wykonania podstawowych

oznaczen laboratoryjnych pobierano krew zylng przed drugg dializg w tygodniu. Oznaczano:
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morfologie, lipidogram (cholesterol catkowity, frakcja HDL, LDL oraz triglicerydy), st¢zenia
elektrolitow, glukozy, biatka C-reaktywnego, biatka calkowitego i albumin, zelaza,
transferyny, ferrytyny, fosfatazy zasadowej, transaminaz oraz parathormonu. Jako materiat do
eksperymentu pobierano krew na skrzep przed i po zakonczeniu drugiej hemodializy w
tygodniu. Uzyskang probke krwi odwirowywano, jalowo oddzielano i porcjowano surowicg.
Do czasu wykonania oznaczen probki surowicy przechowywano w temperaturze -70°C. Do

przeprowadzanych eksperymentéw wykorzystywano §wiezo rozmrozone porcje.

3.4. Hodowla komérkowa

Eksperymenty wykonywano na pierwotnej hodowli komorek $rodbtonkowych
pochodzacych z ludzkiej zylty pepowinowej (HUVEC, Human Umbilical Vein Endothelail
Cells). Komorki zawieszano w medium hodowlanym firmy GIBCO Invitrogen Life
Technologies (Wielka Brytania), zawierajacym gentamycyne i amfoterycyng B (5 pg/ml),
Naskorkowy Czynnik Wzrostu  (ang. Epidermal Growth Factor, EGF) (5 upg/ml),
hydrokortyzon (1 mg/ml) oraz zasadowy Czynnik Wzrostu Fibroblastow (ang. basic
Fibroblast Growth Factors, bFGF) (1,5 pg/ml), heparyn¢ (5 mg/ml), surowiczg albuming
bydleca (ang. bovine serum albumin, BSA) (100 ug/ml). Hodowla komérkowa prowadzona
byta w butelkach hodowlanych (Nunc, S/A Dania) o pojemnosci 25 cm®, w warunkach
standardowych, tj. w temperaturze 37° C, w nawilzonym powietrzu zawierajacym 5% CO,.
Wymiany medium dokonywano co 3 dni, do momentu uzyskania warstwy zlewnej komorek.
Nastepnie komorki ztuszczano po uprzednim zebraniu medium, wykorzystujac roztwor 0,05%
trypsyny firmy SIGMA Aldrich (Niemcy) oraz posiewano do 48-studzienkowych ptytek
hodowlanych (Nunc, S/A Dania).

Doswiadczenia wykonywano na zlewnych warstwach komorek $rodbtonka (ocena

generacji wolnych rodnikow) lub na komoérkach w fazie wzrostu wyktadniczego (ocena
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proliferacji komorek). Poszczegdlne eksperymenty wykonywano wedtug metodyki opisanej

ponizej.

3.4.1. Ocena proliferacji komorek Srodblonka

Komorki $rodblonka posiewano na 24-studzienkowe plytki hodowlane z gestoscia
5 x 10* komoérek/studzienke. Po 12 godzinach medium hodowlane usuwano ze studzienek i
zastgpowano ptynami hodowlanymi z dodatkiem °H-metyl-tymidyny (Institute of
Radioisotopes, Praga, Czechy) w stezeniu 1 uCi/ml. Do studzienek dodawano 200 pl
surowicy uzyskanej od kazdego chorego, przed i po zabiegu hemodializy, co dawato
zawarto$¢ badanych surowic w kazdej ze studzienek réwna 20% objetosci. Kazda probka
surowicy byta badana sze$ciokrotnie.

Po 24 godzinnej inkubacji supernatant usuwano ze studzienek, komoérki ptukano
roztworem Hanksa bez jonéw wapnia i magnezu, a nastgpnie trypsynizowano roztworem
0,05% trypsyny z 0,02% EDTA. Uzyskang zawiesing dwukrotnie precypitowano stosujac
kolejno 10% 1 20% roztwér kwasu trojchlorooctowego. Nastepnie po dodaniu 0,1 N NaOH
uzyskano lizat, ktorego radioaktywnos¢ mierzono przy uzyciu licznika promieniowania [3:
Rackbeta 1209 (LKB Wallac/Perkin Elmer, Finlandia). Natezenie promieniowania
proporcjonalne do wielko$ci inkorporacji znakowanej tymidyny uznawano jako wyktadnik
proliferacji komorkowej. Wyniki przedstawiono jako ilo$¢ impulsow zliczong w czasie 1

minuty (ang. counts per minute, CPM).

3.4.2. Generacja wolnych rodnikow w komdérkach $rédblonka
Eksperymenty byly wykonywane na zlewnej warstwie komodrek $roédblonka w 24-
studzienkowych ptytkach hodowlanych. Komorki byly eksponowane na medium hodowlane z

dodatkiem badanych surowic pochodzacych od indywidualnych chorych, uzyskanych przed
27



lub po zabiegu hemodializy. Badane surowice dodawano do studzienek w takiej ilosci, aby
ich ostateczne stg¢zenie w roztworze bylo rowne 20%. Kazda surowica byla badana
sze$ciokrotnie. PO 24 godzinach ekspozycji na medium hodowlane z dodatkiem badanych
surowic w stezeniu 20% oceniano wielko$¢ generacji wolnych rodnikow wewnatrz komorek.

Oznaczenie wewnatrzkomoérkowej generacji wolnych rodnikéw przeprowadzono za
pomoca dwuoctanu 2’7’—dichlorodihydrofluoresceiny (DDF), ktory w obecnosci wolnych
rodnikow przechodzi w 2’7’-dichlorodihydrofluoresceing (DF), zrédto fluorescencji. Po
zakonczeniu 24-godzinnej ekspozycji na badane media, przez okres nast¢pnych 45 minut
komorki byly inkubowane w medium hodowlanym z dodatkiem DDF, a nastepnie poddawane
lizie 0,1N NaOH. Fluorescencja emitowana przez uzyskane lizaty komorkowe byta mierzona
w spektrofluorymetrze (Wallac-Victor, Perkin-Elmer, Turku, Finland) przy fali wzbudzenia
485 nm 1 fali emisji 535 nm. Uzyskane wyniki sg przedstawione w arbitralnych jednostkach
przeliczonych na ilo$¢ biatka komorkowego.

Dla oznaczenia stezenia biatka catkowitego zastosowano metode Lowry'ego w lizacie
komorek w 96-dotkowych ptytkach polistyrenowych. Uzywano zestawu reagentow (BIO-
RAD Laboratories, Niemcy): reagent A (zasadowy winian miedziowy), tworzacy z reagentem
S reagent A', oraz reagent B (reagent Folina). Do przygotowania Kkrzywej wzorcowej
zastosowano roztwor Img/ml albuminy w seryjnych rozcienczeniach (5, 10, 20, 30, 40
pg/ml). Probe rozcienczano 3-5-krotnie, nastepnie do kazdej studzienki umieszczano pobrane
pipeta 5 pl proby oraz wzorca. Kolejno do studzienek wprowadzono 25 pul reagentu A' oraz
200 pl reagentu B. Odczyt wykonywano wobec proby slepej przy dtugosci fali 750 nm na
spektrofotometrze VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, USA). Stezenie

biatka w badanych probkach odczytywano z krzywej wzorcowe;.
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3.4.3. Synteza cytokin prozapalnych przez komorki srodblonka

Zlewna warstwe komorek srodblonka w 24-studzienkowych ptytkach hodowlanych
poddawano 24-godzinnej ekspozycji na medium hodowlane z dodatkiem badanych surowic o
stezeniu 20%. Surowice uzyskano od chorych przed oraz po zabiegu hemodializy. Po
zakonczeniu inkubacji ze wszystkich studzienek zebrano supernantant jako materiat do
dalszych badan, w pobranych probkach oznaczano st¢zenie IL-6 1| MCP-1. Nastepnie komorki
$rodbtonka poddano lizie z uzyciem 0,1 N NaOH oraz oznaczano biatko komérkowe wedtug
metody Lowry'ego opisanej powyzej. Synteze cytokin IL-6 oraz MCP-1 przez komorki

srodbtonka wyrazono w jednostkach przeliczonych na ilo$¢ biatka komoérkowego.
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4. OCENA REAKCJI ZAPALNEJ | STRESU OKSYDACYJNEGO

4.1. Interleukina-6 (IL-6)

Stezenie IL-6 w probkach surowicy pobranej od badanych chorych oraz supernatancie
pochodzacym z hodowli komorek $rodbtonka  oceniano  wykorzystujac  test
immunoenzymatyczny ELISA  (ang. enzyme-linked immunosorbent assay, test
immunoenzymosorbcyjny) typu sandwich wykorzystujac zestaw do oznaczen DuoSet ELISA
Development System (R&D Systems, Wielka Brytania). Czuto$¢ metody wynosita 0,7 pg/ml.
Pomiar wykonywano za pomocg spektrofotometru VersaMax Microplate Reader (Molecular
Devices, LLC, USA) przy dlugosci fali 450 nm, stosujgc jako referencyjng falg o dtugosci 540

nm. Stezenie IL-6 w badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;j.

4.2. Bialko Chemotaktyczne dla Monocytéw (ang. Monocyte Chemotactic Protein-1,
MCP-1)

Stezenie MCP-1 w probkach surowicy pobranej od badanych chorych oraz
supernatancie z hodowli komoérek $rodbtonka okreslano za pomocg metody ELISA (test
immunoenzymosorbcyjny) wykorzystujac zestaw DuoSet ELISA Development System (R&D
Systems, Wielka Brytania). Oznaczenia przeprowadzano z uzyciem ptytek, ktore optaszczono
w trakcie wykonywania do$wiadczen specyficznymi przeciwciatami dla ludzkiego MCP-1.
Pomiar wykonywano wobec proby S$lepej przy dlugosci fali 450 nm, stosujac jako
referencyjng falg o dlugosci 540 nm, na spektrofotometrze VersaMax Microplate Reader
(Molecular Devices, LLC, USA). Stezenie MCP-1 w badanych probkach odczytywano na

podstawie krzywej wzorcowej. Czutos¢ metody wynosita 5 pg/ml.
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4.3. Czynnik Wzrostu Srédblonka Naczyn (ang. Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF)

Stezenie VEGF w probkach surowicy pobranej od badanych chorych mierzono za
pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA typu sandwich (R&D Systems, Wielka
Brytania). Czutos¢ metody wynosita 13,5 pg/ml. Detekcje absorbancji przeprowadzono przy
dhugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng fale o dlugosci 540 nm, na spektrofotometrze
VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, USA). Stezenie VEGF w badanych

probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;.

4.4. Czynnik Wzrostu Hepatocytéw (ang. Hepatocyte Growth Factor, HGF)

Stezenie HGF w probkach surowicy pobranej od badanych chorych oznaczano za
pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA typu sandwich (R&D Systems, Wielka
Brytania). Czulo$¢ metody wynosita 5,0 pg/ml. Pomiar wykonywano za pomoca
spektrofotometru VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, USA) przy
dhugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng fale o dtugosci 540 nm. Stezenie HGF w

badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;.

4.5. Asymetryczna dimetyloarginina (ang. asymmetric dimethylarginine, ADMA)
Oznaczenia ADMA w probkach surowicy pobranej od badanych chorych dokonano za
pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA (Immundiagnostik, Niemcy). Do pomiarow
uzyto plytki fabrycznie oplaszczone poliklonalnymi przeciwcialami dla ADMA. Detekcje
absorbancji przeprowadzono przy dlugosci fali 450 nm, stosujgc jako referencyjng fale o
dhugosci 540 nm, na spektrofotometrze VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices,
LLC, USA). Stezenie ADMA w badanych probkach okre§lano na podstawie krzywej

wzorcowej. Czutos¢ metody wynosita 0,04 umol/I.
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4.6. Pentraksyna-3 (PTX-3)

Stezenie PTX-3 w probkach surowicy pobranej od badanych chorych mierzono za
pomocg testu immunoenzymatycznego ELISA (Uscn Life Science Inc, USA). Czutos¢
metody wynosita 0,128 ng/ml. Pomiary wykonano przy uzyciu plytek fabrycznie
optaszczonych  specyficznymi  przeciwciatami dla PTX-3. Detekcje absorbancji
przeprowadzono przy dtugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng fale o dtugosci 540 nm,
na spektrofotometrze VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, USA).

Stezenie PTX-3 w badanych probkach okreslano na podstawie krzywej wzorcowe;.

4.7. Bialko karbonylowane

Stezenie biatka karbonylowanego w surowicy badanych chorych wykonywano za
pomoca testu immunoenzymatycznego ELISA (Cell Biolabs Inc, USA). Pomiary wykonano
przy uzyciu plytek optaszczonych specyficznymi przeciwciatami przeciwko DNP (2,4-
dinitrofenol), na postawie reakcji z DNPH (2,4-dinitrofenylohydrazyna). Pomiar absorbancji
przeprowadzono przy dtugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjng fale o dlugosci 450 nm,
na spektrofotometrze VersaMax Microplate Reader (Molecular Devices, LLC, USA).
Stezenie biatka karbonylowego w badanych probkach okre§lano na podstawie krzywej

wzorcowej. Czutos¢ metody wynosita 2 nmol/mg biatka.
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4.8. Azotyny/Azotany

Stezenie tlenku azotu w probkach surowicy chorych oznaczano posrednio oceniajgc
stezenie azotynow (NO2') i azotanow (NO3'). Metoda ta opiera si¢ na utlenianiu przez
reduktaze azotanu NADPH podczas redukcji enzymatycznej jondw azotanowych do
azotynowych. Pomiary wykonywano za pomocg zestawu zawierajacego test kolorymetryczny
— Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical Company, USA), ktory opiera
si¢ na reakcji z odczynnikiem Griessa. Detekcje absorbancji wobec proby $lepej
przeprowadzono przy dilugosci fali 540 nm na spektrofotometrze VersaMax Microplate
Reader (Molecular Devices, LLC, USA). Stezenia azotynow/azotanow w badanych probkach

okreslano na podstawie krzywej wzorcowej.

5. ANALIZA STATYSTYCZNA

Wyniki badan sa przedstawione jako wartoSci Srednie + SD. Analizg¢ statystyczna
wykonywano przy zastosowaniu testu Wilcoxona dla zmiennych potaczonych. Wartos§é

p < 0,05 przyjmowano jako statystycznie istotng.
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6. WYNIKI

6.1. Badana populacja

Do badan zakwalifikowano 42 osoby, 13 kobiet i 29 mgzczyzn, z przewlekla
niewydolnoscig nerek leczone hemodializami. Przyczyng niewydolnosci nerek u 10 chorych
byta nefropatia cukrzycowa, u 7 osob przewlekte kigbuszkowe zapalenie nerek, u 4 osob
nefropatia niedokrwienna, u 4 0séb cewkowo-§rodmigzszowe uszkodzenie nerek, u 3 0sob
nefropatia obturacyjna. W pozostatych 14 przypadkach wystepowala nieznana przyczyna
niewydolnosci nerek. Sredni wiek chorych wynosit 63 + 16 lat (kobiety 62 + 22 lata,
mezczyzni 63 + 14 lat). Sredni czas dializoterapii wynosit 27,1 + 21,0 miesiecy.

Srednie warto$ci wybranych parametrow badanych chorych zostaty przedstawione w
tabeli 1.

Tabela 1. Srednie warto$ci wybranych parametréw u badanych chorych.

Parametr [jednostka] Wartos¢ Srednia £ SD

1 | Kreatynina [mg/dl] 74+32

2 | Mocznik [mg/dl] 116,2 £21,7
3 | Filtracja klebuszkowa wg. MDRD [ml/min] 85+4,4

4 | Hemoglobina [g/dl] 10,8+ 0,8

5 | Wapn catkowity [ mmol/1] 2,2+0,2

6 | Parathormon [pg/ml] 619,3 £490,5
7 | Biatko catkowite [g/dl] 6,6 £0,5

8 | Albumina [g/dl] 3,8+0,3

9 | Cholesterol [mg/dl] 156,9 + 37,8
10 | Cholesterol-LDL [mg/dI] 85,9 +29,8
11 | Cholesterol-HDL [mg/dl] 422 +12,3
12 | Triglicerydy [mg/dl] 156,9 + 37,8
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13

CRP [mg/l]

9,7+9,9

14

Wskaznik dializy Kt/V

1,2+0,3

6.2. Wplyw zabiegu hemodializy na stezenie ocenianych parametrow

Zabieg hemodializy powodowal zmiany w sktadzie surowicy chorych. Nie miaty one

jednak jednorodnego charakteru. Obserwowano wzrost niektorych wyktadnikéw odczynu

zapalnego, natomiast stezenia innych nie ulegaty zmianie.

Srednie stezenie MCP-1 w surowicy badanych chorych mierzone przed zabiegiem

hemodializy byto rowne 154,8 + 54,2 pg/ml, a pod koniec zabiegu jego wartos¢ byta wyzsza

srednio o 17% (p < 0,002) i wynosita 181,3 + 61,4 pg/ml (Rycina 1).
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p < 0,002

Przed dializg

Po Dializie

Rycina 1. Srednia warto$¢ stezenia MCP-1 w surowicy chorych przed rozpoczeciem dializy

oraz po zakonczeniu zabiegu.
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Stezenie Interleukiny-6 nie ulegalo istotnym zmianom podczas zabiegu hemodializy.
Przed zabiegiem jego $rednia warto$¢ byta rowna 3,0 + 1,7 pg/ml i ta warto$¢ nie ulegata

istotnym zmianom podczas zabiegu, po dializie wynosita 3,1 £+ 1,6 pg/ml (Rycina 2).
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Rycina 2. Srednia warto$¢ stezenia Interleukiny 6 (IL-6) w surowicy chorych przed

rozpoczeciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.

Stezenie Czynnika Wzrostu Hepatocytow (HGF) ulegalo znacznemu wzrostowi
podczas zabiegu hemodializy. Srednia warto$¢ stezenia tej cytokiny w surowicy chorych
przed rozpoczeciem zabiegu hemodializy byta réwna 426,4 + 186,2 pg/ml i wzrastata pod

koniec zabiegu 0 91% (p < 0,0001) do wartosci 813,4 + 345,6 pg/ml (Rycina 3).
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Rycina 3. Srednia warto$¢ stezenia Czynnika Wzrostu Hepatocytow (HGF) w surowicy

chorych przed rozpoczgciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.

Zabieg hemodializy nie powodowal zmiany stezenia Czynnika Wzrostu Srédbtonka
Naczyn (VEGF) w surowicy, srednia warto$¢ stezenia tej cytokiny wynosita 175,6 + 183,5
pg/ml przed zabiegiem oraz 188,8 + 181,8 pg/ml i nie ulegata zmianie w czasie (Rycina 4).

Nalezy jednak zwroci¢ uwage na znaczny rozrzut wartosci stezenia tej cytokiny w surowicy

badanych chorych (10,6 pg/ml — 949,3 pg/ml).
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Rycina 4. Srednia warto$¢ stezenia Czynnika Wzrostu Srodblonka Naczyn (VEGF) w

surowicy chorych przed rozpoczgciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.
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Srednie stezenie Pentraksyny-3 w surowicy bylo réwne 1,0 + 0,7 ng/ml i ulegato
zwigkszeniu podczas zabiegu hemodializy 0 30% (p < 0,0001), do wartosci 1,3 = 0,9 ng/ml

(Rycina 5).

p < 0,0001
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Rycina 5. Srednia warto$é¢ stezenia Pentraksyny-3 w surowicy chorych przed rozpoczeciem

dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.

Stezenie karbonylowanego biatka w surowicy ulegato zmniejszeniu podczas zabiegu
hemodializy 0 46% (p < 0,001) ze $redniej wartosci wyjsciowej 0,24 + 0,22 nmol/mg do 0,13

+ 0,06 nmol/mg (Rycina 6).
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Rycina 6. Srednia warto$¢ stgzenia karbonylowanego biatka w surowicy chorych przed

rozpoczeciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.
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Zabieg hemodializy powodowal zmniejszenie o 25% (p < 0,0001) st¢zenia
asymetrycznej dimetyloargininy w surowicy chorych z poziomu 0,81 + 0,19 nmol/ml do 0,58

+ 0,14 nmol/ml (Rycina 7).

p < 0,0001

ADMA [nmol/ml]

Przed dializg Po dializie

Rycina 7. Srednia warto$é stezenia asymetrycznej dimetyloargininy w surowicy chorych

przed rozpoczgciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.

Podobnym zmianom ulegalo réwniez stezenie azotyndOw/azotandéw w surowicy
chorych poddawanych hemodializie. Srednia warto$é wyjsciowa azotynéw/azotanéw réwna
7,9 £ 1,6 umol/ml ulegata zmniejszeniu o 62% (p < 0,0001) do wartosci $redniej 2,9 + 1,1

umol/ml (Rycina 8).
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Rycina 8. Srednia warto$¢ stgzenia azotyndw/azotandw W surowicy chorych przed

rozpoczgciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.

6.3. Wplyw surowicy chorych uzyskanej ex-vivo na czynno$¢ komérek $rodblonka w

hodowli in vitro

Generacja wolnych rodnikow w komorkach $rodbtonka w hodowli in vitro
eksponowanych na surowice uzyskane od chorych przed rozpoczg¢ciem dializy i po
zakonczeniu zabiegu nie byla istotnie r6zna (Rycina 9), przed dializa wynosita 45,5 + 7,5

Fluorescencji/ug, natomiast po zabiegu 44,3 + 6,7 Fluorescencji/pg.
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Rycina 9. Srednia warto$¢ wewnatrzkomoérkowej generacji wolnych rodnikéw w komoérkach
srodbtonka w hodowli in vitro eksponowanych na surowice uzyskane od chorych przez

rozpoczgciem dializy oraz po zakonczenie zabiegu.

Komorki $rodbtonka w hodowli in vitro eksponowane na surowice uzyskane od
chorych po zakonczonym zabiegu hemodializy proliferowaty szybciej (+ 10%, p < 0,0001,
29463 + 3352 CPM) niz w przypadku ekspozycji na surowice uzyskane od chorych przed

zabiegiem (26825 + 4188 CPM) (Rycina 10).

35000+

p < 0,0001

30000+

Proliferacja [CPM]

25000

Przed dializa Po dializie

Rycina 10. Srednia warto$¢ proliferacji komoérek $rodbtonka w hodowli in vitro
eksponowanych na surowice uzyskane od chorych przed rozpoczeciem dializy oraz po

zakonczeniu zabiegu.
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Ekspozycja komorek srodbtonka na surowice uzyskane od chorych po zakonczeniu
zabiegu hemodializy nie powodowata istotnego wzrostu syntezy interleukiny-6 ($rednia
warto$¢ 39,9 = 10,0 pg/mg biatka komorkowego), w porownaniu z wartosciami uzyskanymi
w obecnosci surowic pobranych przed zabiegiem ($rednia wartos¢ 39,0 = 8,0 pg/mg biatka

komorkowego) (Rycina 11).
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Rycina 11. Srednia warto$¢ syntezy interleukiny-6 (IL-6) produkowanej w komorkach
srodbtonka w hodowli in vitro eksponowanych na surowice uzyskane od chorych przed

rozpoczeciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.
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Natomiast synteza chemokiny MCP-1 byta wigksza (+ 11%; p < 0,005) w komoérkach
srodbtonka eksponowanych na surowice uzyskane po zakonczeniu zabiegu hemodializy
($rednia wartos¢ 714,5 £ 266,5 pg/mg biatka komorkowego), w porownaniu z wartosciami
obserwowanymi podczas ekspozycji na surowice pobrane od tych samych chorych przed

rozpoczeciem zabiegu (Srednia wartos¢ 643,4 = 216,0 pg/mg biatka komoérkowego) (Rycina

12).
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Rycina 12. Srednia warto$¢ syntezy chemokiny MCP-1 produkowanej w komoérkach
srodbtonka w hodowli in vitro eksponowanych na surowice uzyskane od chorych przed

rozpoczgciem dializy oraz po zakonczeniu zabiegu.
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7. OMOWIENIE WYNIKOW

Choroby uktadu krazenia nadal pozostaja gtownag przyczyng $miertelnosci wsrod
chorych hemodializowanych [1, 2, 29, 63-65]. Coraz wigcej danych zebranych na podstawie
badan naukowych wskazuje, iz zwickszony stres oksydacyjny oraz stan zapalny sa Scisle
zwigzane z patogenezg chorob uktadu sercowo-naczyniowego w tej populacji chorych [29, 63,
64, 66, 67]. Czynniki te wywieraja ogromny wplyw na funkcj¢ komorek $rodblonka
naczyniowego. Z kolei dysfunkcja srodblonka, bedaca czestym zjawiskiem u chorych
hemodializowanych, przynajmniej czgsciowo moze thumaczy¢ zwigzek pomigdzy schytkowa
niewydolnoscig nerek i hemodializoterapia a wystgpowaniem chorob uktadu sercowo-
naczyniowego w tej grupie chorych [29, 68].

Dysfunkcja srodbtonka naczyniowego odgrywa istotng role w powstawaniu miazdzycy
oraz rozwoju choréb uktadu krazenia [3, 69]. Nieprawidlowa czynnos$¢ srodblonka wigze sie
ze zmniejszeniem biodostepnosci tlenku azotu, ktéry odgrywa zasadniczg role¢ w utrzymaniu
odpowiedniego napigcia naczyniowego oraz uczestniczy w reakcjach naczynioruchowych
tetnic wiencowych [69, 70]. Dochodzi rowniez do zwigkszonego przylegania plytek oraz
leukocytéw do $ciany naczyniowej, pobudzenia ptytek i monocytow, nasilenia mechanizméw
oksydacyjnych i prozakrzepowych, aktywacji ulegaja takze procesy trombogenezy, zapalenia
i wzmozonego kurczu naczyn [9, 14, 22.].

Wobec powyzszych rozwazan badania przeprowadzone w niniejszej pracy miaty na
celu oceng¢ odczynu zapalnego 1 stresu oksydacyjnego w surowicy chorych
hemodializowanych oraz wplywu tej surowicy na funkcj¢ komorek srodbtonka naczyniowego
w hodowli in vitro. W niniejszej pracy badano szereg biochemicznych markerow funkcji

srodbtonka u chorych hemodializowanych.
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Hemodializa moze przyczyni¢ si¢ do wystapienia i nasilenia stanu zapalnego u
chorych poddawanych temu zabiegowi [71, 72], co zwigzane jest z takimi czynnikami jak:
zakazenia dostepu naczyniowego, nieczystosci w wykorzystywanym dializacie oraz reakcje z
btong dializacyjng [71]. Chorzy hemodializowani narazeni sa rowniez na zjawiska potegujace
stres oksydacyjny, do ktérych nalezatoby wymienié: stres hemodynamiczny spowodowany
zmianami wypelnienia lozyska naczyniowego pomigdzy zabiegami oraz podczas samego
zabiegu, wahania ci$nienia krwi, szybkie zmiany stezenia elektrolitow w surowicy,
bioniezgodnos$¢ bton dializacyjnych, a takze zanieczyszczenia w plynie dializacyjnym [73].
W ciggu ostatnich lat odnotowano wystepowanie kilkunastu biochemicznych markeréw stanu
zapalnego i stresu oksydacyjnego, stezenia niektorych z tych parametréw byly badane w
mojej pracy.

Jednym z parametrow stanu zapalnego, ktory analizowano w niniejszej pracy
badawczej, bylo Bialko Chemotaktyczne dla Monocytow. MCP-1 jest chemoking
produkowang przez roznorodne komorki wiaczajac: monocyty, fibroblasty, komorki
srodbtonka 1 miegsni gladkich w odpowiedzi na cytokiny zapalne, takie jak IL-1B, TNF-a,
Interferon (ang. Interferon, INF), Ptytkopochodny Czynnik Wzrostu oraz utlenowane
lipoproteiny [24, 74]. Pelni ona wazng role w migracji limfocytéw T oraz monocytow i
makrofagdbw w kierunku miejsc o zwigkszonej aktywno$ci stanu zapalnego, reguluje
proliferacje komorek migéni gladkich S$ciany naczyniowej [24, 74, 75], jej dziatanie
przyczynia si¢ do powstania blaszki miazdzycowej [24].

Papayianni i wsp. wykazali podwyzszone stezenia MCP-1 w surowicy pobranej od
chorych hemodializowanych przed zabiegiem w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng [24].
Badacze stwierdzili istotne zwigkszenie stezenia MCP-1 po hemodializie niezaleznie od

rodzaju zastosowanej podczas zabiegu btony dializacyjnej [24].
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Analogiczne spostrzezenia do Papayianni i wsp. odnotowalam w przeprowadzonych
przeze mnie badaniach. Zaobserwowatam istotny wzrost stezenia MCP-1 po zabiegu
hemodializy (srednio o 17%) w porownaniu ze stezeniem tej chemokiny sprzed zabiegu.

Cytoking prozapalng o najbardziej wielokierunkowym dziataniu, bedaca jednym z
glownych czynnikow regulujacych mechanizmy obronne organizmu, jest IL-6. Uczestniczy
ona w reakcjach zapalnych organizmu, odpowiedzi immunologicznej oraz procesie
krwiotworzenia [77]. Interleukina-6 jest produkowana glownie przez makrofagi, monocyty,
fibroblasty, limfocyty B i1 T, komoérki s$rodblonka, nablonka jelitowego, hepatocyty,
keratynocyty, chondrocyty i komorki owodni [78-80]. Jej synteza jest stymulowana przez
IL-1, INF, TNF, lipopolisacharydy, utlenione lipidy, wirusy DNA i RNA [79, 80].

IL-6 dziata jako czynnik stymulujacy koncowe réznicowanie aktywowanych
limfocytow B w kierunku komorek produkujacych immunoglobuliny réznych klas. IL-6
aktywuje rowniez limfocyty NK oraz wptywa na limfocyty T, stymulujac ich proliferacje i
réznicowanie w kierunku limfocytow T cytotoksycznych [78, 80]. IL-6 jest gtdéwnym
regulatorem wytwarzania przez komorki watroby biatek stanu zapalnego, w tym CRP,
fibrynogenu, Inhibitora Aktywatora Plazminogenu-typu 1 oraz o0soczowego biatka
amyloidowego [72, 79]. Zwickszone wytwarzanie biatek fazy ostrej stanu zapalnego
przyczynia si¢ do uogolnionego procesu zapalnego, nasilenia miejscowej reakcji zapalnej 1
zmniejszenia wiasciwosci fibrynolitycznych, co w konsekwencji prowadzi do destabilizacji
blaszki miazdzycowej [79]. Wptywajac na uktad krwiotworzenia IL-6 pobudza proliferacje 1
roznicowanie multipotencjalnych komorek macierzystych i1 progenitorowych wielu szeregow,
a zwlaszcza megakariocytarnego, erytroidalnego i granulocytarno-makrofagowego [78, 80].
Interleukina-6 nasila produkcje ptytek krwi, sprzyja ich agregacji oraz zwigksza wrazliwo$¢
ptytek na trombing [79, 80]. Cytokina ta stymuluje takze aktywnos$¢ osteoklastow 1 wptywa na

uktad kostny [78].
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Wykazano istotnie wyzsze stgzenia IL-6 u chorych z przewlekla chorobg nerek
(wylaczajac chorych hemodializowanych) w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng [22],
niezaleznie od oszacowanej wg MDRD wiclkos$ci przesaczania kigbuszkowego [81].
Podwyzszone wartosci IL-6 odnotowano zwlaszcza u chorych z rozpoznang chorobg
naczyniows, cukrzycg oraz z hipercholesterolemig [81].

W kilku przeprowadzonych badaniach zaobserwowano znacznie wyzsze stgzenia IL-6
u chorych hemodializowanych niz u zdrowych badanych [22, 63, 65]. Jednakze nie
stwierdzono istotnych zmian w stg¢zeniach IL-6 po rozpoczeciu leczenia nerkozastepczego
metodg hemodializoterapii, co moze sugerowal, iz hemodializa nie jest skutecznym
zabiegiem kontrolujgcym stan zapalny oraz stres oksydacyjny w mocznicy [63].

Kato i wsp. wykazali istotny wplyw stezenia IL-6 na stopien zaawansowania
miazdzycy tetnic szyjnych u chorych hemodializowanych mierzony za pomoca oceny
grubo$ci kompleksu intima-media (ang. intima-media thickness, IMT) oraz pola powierzchni
poprzecznej kompleksu intima-media (ang. intima-media cross-sectional area, IM area) w
tetnicach szyjnych [82].

Istniejg rozbieznosci w ocenie wptywu pojedynczego zabiegu hemodializy na stezenie
IL-6. Yamamoto i wsp. wykazali istotnie wyzsze stgzenia IL-6 u chorych z przewlekly
chorobg nerek po hemodializie w porownaniu z wartosciami sprzed zabiegu [71]. W innych
badaniach natomiast nie wykazano istotnej réznicy migedzy poczatkowym stezeniem IL-6 oraz
w trakcie hemodializy [72, 83], pomimo ze stwierdzono tendencj¢ do jego wzrostu [72].
Nalezatoby zwréoci¢ uwage na fakt, iz obserwowano istotne zwickszenie st¢zenia IL-6 2
godziny po zakonczeniu hemodializy [72]. Zjawisko to prawdopodobnie wyttumaczy¢ mozna
reakcja zapalng w odpowiedzi na hemodializ¢ [72]. Badania przeprowadzone na grupie
hemodializowanych dzieci wykazaty, iz leczenie hemodializami nie ma wptywu na stezenie

interleukiny-6 oraz interleukiny-10 [35]. Wartosci IL-6 byly odwrotnie proporcjonalne do
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parametréw wydajnosci hemodializy (Kt/V), co mogloby sugerowaé, ze wysokie dawki
hemodializy moga obniza¢ wyjsciowe stgzenie IL-6 [35].

Wykonane przeze mnie badania wykazuja, iz zabieg hemodializy nie mial istotnego
wplywu na zmiang st¢zenia IL-6 w surowicy badanych chorych, co potwierdza wyniki
przedstawione przez Goldstein, Tarakgioglu oraz Caglar i wsp. [38, 72, 83]. Nalezy jednakze
podkresli¢, ze w obecnych badaniach surowic¢ pobierano od chorych bezposrednio po
zakonczeniu zabiegu, a jak zauwazyl Goldstein i wsp., znaczny wzrost stezenia IL-6
wystepowal dwie godziny po zakonczeniu zabiegu. Wnioski wysunigte przez Goldsteina
potwierdzajg hipotezg, iz stezenie IL-6 ros$nie znacznie wolniej w pordéwnaniu z opisywanym
ponizej markerem stanu zapalnego jakim jest Pentraksyna-3, szczyt stezenia IL-6 obserwuje
si¢ 2-6 godzin od zadzialania czynnika uszkadzajacego tkanke [84]. Co istotne, w
przeprowadzonym przeze mnie eksperymencie do hemodializy uzywano niereutylizowanych
dializatorow kapilarnych z btong polisulfonowa, w przeciwienstwie do Yamamoto i wsp.,
ktory stosowat reutylizowane btony celulozowe [71]. W dostepnej literaturze podaje sie, iz
blony syntetyczne w wigkszym stopniu wykazujg biozgodno$¢ w poréwnaniu z blonami
celulozowymi, w mniejszym stopniu przyczyniaja si¢ do aktywacji uktadu dopetniacza,
elastazy granulocytowej, slabiej wplywaja na zmiany liczby leukocytéw, neutrofilow,
monocytow, limfocytow, ptytek krwi oraz stezenie Bo-mikroglobuliny [85-87].

Kolejng cytoking o plejotropowym dziataniu analizowang w niniejszej pracy jest HGF.
HGF produkuja r6znorodne komorki pochodzenia mezenchymalnego, takie jak: komorki
Kupffera, ptucne fibroblasty i komorki mezangium [88, 89]. HGF uczestniczy w ochronie i
procesach naprawczych srodbtonka oraz innych tkanek organizmu, petni bardzo wazng role w
regeneracji komorek watrobowych, migsnia sercowego 1 neurocytow, bierze udziat w
aktywacji erytropoezy, gojeniu ran, procesie programowanej $mierci komorek, tworzeniu

nowych naczyfh krwiono$nych oraz reguluje miejscowa 1 ogdélnoustrojowa reakcja zapalng
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[89, 90]. Badania doswiadczalne wykazaty, ze HGF pobudza syntez¢ DNA komorek
cewkowych oraz przyspiesza gojenie tych komoérek po urazach mechanicznych [88]. HGF
wykazuje rowniez dziatanie mitogenne w stosunku do komodrek nablonkowych oraz
morfogenne w stosunku do komorek cewkowych nerek w hodowli in vitro [88, 89]. HGF u
ludzi ma wtasciwosci endo- oraz parakrynne [88], a takze pobudza osteoklasty, co przyczynia
si¢ do resorpcji kosci 1 osteoporozy [90]. W badaniach eksperymentalnych wykazano, ze
uszkodzenie tkanki, np. nerki lub watroby, wiaze sie ze znacznym wzrostem ekspresji HGF,
nie tylko w naruszonym organie, ale rowniez w odlegtych narzadach, jak np. ptuca, $ledziona
[91].

Sugimura i wsp. wykazat, ze chorzy z przewlekla choroba nerek charakteryzuja si¢
istotnie wyzszymi wartosciami HGF w surowicy w porownaniu ze zdrowymi badanymi, a
stezenia HGF koreluja ze stezeniami kreatyniny w surowicy [92]. Obserwacje te znajduja
potwierdzenie w badaniach Lohra i wsp., ktorzy rowniez odnotowali wigksze wartosci HGF
w grupie chorych hemodializowanych w stosunku do zdrowych badanych [93]. Odmienne
spostrzezenia przedstawiaja Rampino i1 wsp., ktorzy nie stwierdzili istotnej roznicy w
wartosciach HGF u chorych hemodializowanych w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolna,
jednakze zaobserwowali wzrost stezenia HGF w trakcie hemodializy [89]. Badacze thumacza
zjawisko to wptywem leukocytow na uwalnianie HGF, albowiem wzrost ich stgzenia
obserwuje si¢ takze podczas hemodializy [89].

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach odnotowatam znaczny wzrost stezenia
HGF podczas zabiegu hemodializy, 0 91%. Na podstawie tych spostrzezen mozna by
wysung¢ wniosek, ze hemodializoterapia powoduje powtarzalny podczas kazdego zabiegu
istotny wzrost ekspresji HGF, cytokiny zwigzanej z aktywacja stanu zapalnego.

Stwierdzono, iz stgzenia HGF w osoczu chorych hemodializowanych sa bezposrednio

zwigzane i niezaleznie korelujg z czasem trwania hemodializy, wiekiem oraz st¢zeniem CRP,
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co moze sugerowac, iz podwyzszone wartosci HGF $wiadcza o zwigkszonym, przewleklym
stanie zapalnym u pacjentdéw hemodializowanych [94]. Wykazano réwniez, ze st¢zenia HGF
dodatnio korelujg z grubosciag kompleksu intima-media. Podwyzszone wartosci HGF rokuja
krotszy czas przezycia w analizie modelem regresji Coxa [94], co mogloby oznacza¢, iz HGF
jest markerem procesu wpltywajacego na zwigkszong $miertelno§¢ w grupie chorych
hemodializowanych.

Sugimura 1 wsp. odnotowali wyzsze wartosci HGF wraz z wydluzaniem si¢ czasu
leczenia nerkozastepczego. Chorzy hemodializowani przez 5-10 lat charakteryzowali si¢
wyzszymi stezeniami HGF w poréwnaniu do chorych hemodializowanych przez 1 rok lub
mniej [92]. Libetta i wsp. wykazali natomiast ujemng zalezno$¢ wyjsciowych stezen HGF
przed hemodializa u chorych z ostrym uszkodzeniem nerek z czasem powrotu funkcji nerek,
definiowanym jako przerwanie hemodializoterapii u chorego, u ktérego nastgpit powrot
diurezy [88].

Celem oceny stanu zapalnego u chorych hemodializowanych w niniejszej pracy
analizowatam stezenia VEGF w surowicy, cytokiny biorgcej udzial w roznorodnych
procesach biologicznych, ktora pelni takze istotng rol¢ jako czynnik wzrostowy srodbtonka
oraz zwigkszajacy przepuszczalno$¢ naczyn [95, 96]. VEGF jest silnym czynnikiem
mitogennym dla komoérek srddblonka pochodzacych z tetnic, zyt 1 naczyn limfatycznych,
poza tym wywiera wptyw na migracje, wzrost, roznicowanie i hamowanie apoptozy tych
komorek [95]. VEGF jest rowniez czasteczka uczestniczaca W zjawisku angiogenezy,
niezbedng dla procesu roznicowania komorek $rodbtonka z angioblastow (waskulogenezy)
oraz tworzenia nowych naczyn z juz istniejgcych (angiogenezy) [95, 96]. Umozliwia
osadzanie regeneracyjnych komorek srodbtonka w miejscu, gdzie wystepuja lokalne zmiany

naczyniowe [97].
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VEGF pobudza réwniez migracje komorek migsni gladkich naczyn, chemotaksje
monocytow i tworzenie kolonii przez komoérki progenitorowe uktadu granulocyty-makrofagi,
jako czynnik wzrostowy bierze udzial w procesie nefrogenezy [95]. W procesie starzenia
nerek, obserwuje si¢ utrat¢ ekspresji VEGF w podocytach, co moze wigzaé si¢ ze
zmniejszong liczbg komdrek progenitorowych srédbtonka [98].

W dotychczas przeprowadzonych badaniach istniejg rozbieznosci co do wartosci
VEGF w osoczu chorych z przewlekta choroba nerek. Watorek, Jie oraz Harper i wsp.
stwierdzili istotnie wyzsze stgzenia VEGF u chorych z przewlekla choroba nerek (w
przypadku badania Watorek i wsp. z wylgczeniem chorych hemodializowanych) w
poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng [68, 99, 100]. Wykazano, iz st¢zenie VEGF w osoczu
chorych z mocznicg zwigzane byto ze stopniem zaawansowania choroby nerek [68, 99] oraz
podwyzszonymi wartosciami markeréw dysfunkcji srodblonka naczyniowego, takimi jak E-
selektyna, trombomodulina, Czasteczka Adhezji Migdzykomoérkowej-1 oraz Czasteczka
Adhezji Komorkowej Naczyn-1 [68]. Przeciwstawne wyniki przedstawili Futrakul i wsp.,
ktorzy stwierdzili istotnie nizsze stgzenia VEGF u chorych z przewlekta choroba nerek [101].

Sprzeczne doniesienia odnotowano rowniez w stosunku do wartosci VEGF u chorych
hemodializowanych. Watorek i wsp. wykazali znaczgco nizsze st¢zenia VEGF u chorych
hemodializowanych [99]. Natomiast inni badacze stwierdzili, ze pacjenci poddawani
hemodializie charakteryzowali si¢ istotnie wyzszymi stezeniami VEGF w pordéwnaniu ze
zdrowymi badanymi [102-105]. Inni autorzy nie wykazali znaczacej réznicy w stezeniach
VEGF w osoczu chorych hemodializowanych w poréwnaniu z grupa kontrolng [47, 106,
107]. Wyzsze wartosci VEGF wigzaly si¢ z niedotlenieniem oraz kwasicg [102]. W
niektorych badaniach wykazano zwigzek pomiedzy nasilonym stresem oksydacyjnym a

stezeniami VEGF u chorych hemodializowanych [104, 105, 108].
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W literaturze brak jest jednak doniesien na temat wptywu zabiegu hemodializy na
stezenia VEGF. W moich badaniach nie odnotowalam istotnej réznicy w stezeniach VEGF w
surowicy chorych z przewlekta choroba nerek przed i po zabiegu hemodializy. Stwierdzitam
jednakze znaczny rozrzut warto$ci tej cytokiny w surowicy badanych chorych. W kontekscie
przedstawionych przeze mnie spostrzezen pojawia si¢ pytanie, czy zabieg hemodializy wigze
si¢ ze zwigkszong aktywacja stanu zapalnego, skoro nie wykazano istotnej réznicy w
stezeniach VEGF przed i po zabiegu. W literaturze opisuje si¢, iz chorzy z przewlekla
chorobg nerek charakteryzuja si¢ oslabionym procesem tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych, co mogloby ttumaczy¢ brak wzrostu wartosci VEGF po hemodializie [99, 109,
110].

Pentraksyny sa grupg biatek uwazanych za markery fazy ostrej stanu zapalnego [111-
113]. Zostaly one podzielone na dwie podgrupy: pentraksyna krotka, do ktorej zalicza si¢
CRP i jest produkowana przez watrob¢ oraz dluga, do ktérej nalezy omawiana ponizej
Pentraksyna-3, z ekspresjag odnotowang w szeregu komorek takich jak: komorki srodbtonka,
dendrytyczne, nabtonka 1 migsni gladkich oraz fagocyty jednojadrzaste, fibroblasty i
adipocyty [112, 113]. Produkcja Pentraksyny-3 moze by¢ stymulowana przez cytokiny (IL-
1B, IL-6, TNF) oraz lipopolisacharyd. Odnotowano znaczacy wzrost jej st¢zenia w przypadku
sepsy, miazdzycy, zapalen naczyn, zapalenia stawow, tuszczycy, po zawale mig$nia
sercowego oraz po zabiegu operacyjnym [111, 112]. PTX-3 wigze si¢ z komplementem Clq,
a indukujac aktywacje tegoz komplementu, zwigksza zdolnosci do fagocytozy oraz zabijania
zopsonizowanych komorek i bakterii, moze takze wplywaé na zdolno$ci autoimmunologiczne
organizmu [111].

Istniejg rozbieznosci co do oceny stezen PTX-3 w mocznicy. Tong i wsp. stwierdzili
istotnie wyzsze warto$ci PTX-3 u chorych z przewlekta choroba nerek w poréwnaniu z grupa

kontrolng, najwyzsze stezenia zaobserwowali u pacjentow w stopniu 5 choroby nerek.
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U wszystkich pacjentéw z chorobg nerek wykazano odwrotng zaleznos¢ migdzy wielkoS$cia
filtracji kl¢buszkowej a stgzeniem Pentraksyny-3 oraz pozytywna zalezno$¢ z markerami
stanu zapalnego [84]. Podwyzszone wartosci PTX-3 zwigzane byly ze zwigkszona
$miertelnoscig chorych z mocznicg [84]. Inni badacze natomiast nie wykazali istotnej roznicy
w stezeniach PTX-3 u pacjentow z chorobg nerek nichemodializowanych w porownaniu ze
zdrowa grupa kontrolng [102, 111].

W przeciwienstwie do przytoczonych danych, jednakowe wnioski odnotowano na
temat stezen PTX-3 wsérod chorych hemodializowanych. Stwierdzono istotnie wyzsze
wartosci PTX-3 u chorych poddawanych hemodializie w poréwnaniu z pacjentami z chorobg
nerek niewymagajacymi tego zabiegu oraz ze zdrowa grupg kontrolng [65, 102, 111, 112].
Obserwowano podwyzszone stezenia PTX-3 u chorych hemodializowanych z chorobg
sercowo-naczyniowg [71, 102, 111], a co istotne, wyzsze wartosci PTX-3 byty niezaleznie
zwigzane ze zwickszong $miertelnoscia ogolng, stezeniami markerdw stanu zapalnego,
wskaznikiem wspotchorobowosci [71, 112] oraz znacznie dluzszym czasem stosowania
terapii nerkozastepczej [111]. Wykazano znacznie wyzsze wartosci PTX-3 u chorych z
przewlekla choroba nerek po zabiegu hemodializy w poroéwnaniu z warto$ciami sprzed
zabiegu [71].

Wyniki przeprowadzonych przeze mnie eksperymentow prowadza do podobnych
spostrzezen. Odnotowatam istotne (o 30%) zwigkszenie stezenia PTX-3 w surowicy pobranej
od chorych po hemodializie w poréwnaniu ze st¢zeniem W surowicy sprzed zabiegu. W
odniesieniu do przedstawionych rozwazan mozna wysnu¢ wniosek, iz zabieg hemodializy
powoduje zwiekszong ekspresje PTX-3. Uwaza sie, ze PTX-3 jest szybko produkowana w
miejscu stanu zapalnego przez komorki uktadu immunologicznego i komorki srodbtonka w
odpowiedzi na sygnat indukujacy zapalenie [84]. Aby potwierdzi¢ fakt, ze PTX-3 moze

reprezentowac pierwotng, lokalng aktywacje systemu immunologicznego i procesu zapalnego,
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nalezatoby przytoczy¢ pracg Peri 1 wsp., ktorzy stwierdzili podwyzszone stezenia PTX-3 w
surowicy chorych ze §wiezym zawalem migénia sercowego, a nastepnie wykazali powrot do
warto$ci normalnych PTX-3 przy wypisie ze szpitala [114]. Badacze zasugerowali, iz PTX-3
jest wezesnym wskaznikiem uszkodzenia miocytdow w zawale migs$nia sercowego [114].
Obserwacje te tlumacza znaczny wzrost stezenia tej substancji po pojedynczym zabiegu
hemodializy.

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazuja, iz pojedyncza sesja hemodializy powoduje
zwigkszenie niektorych markerow stanu zapalnego, takich jak MCP-1, HGF, Pentraksyna-3,
natomiast nie ma wptywu na stezenia IL-6 oraz VEGF wsrod hemodializowanych chorych.

Celem oceny stopnia nasilenia stresu oksydacyjnego wsrod chorych z przewlekla
chorobg nerek stosuje si¢ oznaczanie biatka karbonylowanego, ktére jest jednym z
parametrow dtugotrwatego uszkodzenia $rodbtonka przez stres oksydacyjny. Hemodializa
oraz zwigkszenie st¢zenia reaktywnych form tlenu moze prowadzi¢ do reakcji z biatkami i ich
modyfikacji, co powoduje wzrost stezenia biatka karbonylowanego [115, 116].

Wykazano istotnie wyzsze stezenia biatka karbonylowanego u pacjentow w 3-5
okresie przewleklej choroby nerek (z wyjatkiem chorych hemodializowanych) w poréwnaniu
ze zdrowa grupg kontrolng [81, 117], niezaleznie od oszacowanej wg MDRD warto$ci GFR
[81]. W wielu pracach zaobserwowano takze istotnie wyzsze warto$ci bialtka
karbonylowanego u chorych hemodializowanych w porownaniu z grupg kontrolng [63, 64,
117, 118].

Albarello i wsp. oraz Varan i wsp. wykazali wyzsze stezenia biatka karbonylowanego
u pacjentow z przewlekla chorobg nerek po zabiegu hemodializy w poréwnaniu z warto$ciami
sprzed zabiegu [64, 115]. Przeciwstawne obserwacje przedstawit Mayer i wsp., stwierdzajac,
1z sam zabieg hemodializy nie powodowal istotnych zmian w st¢zeniu tego biatka [118].

Pojawily si¢ réwniez sugestie, ze hemodializoterapia nie wplywa stan zapalny i stres
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oksydacyjny w mocznicy, gdyz nie stwierdzono istotnych zmian w stezeniach biatka
karbonylowanego u chorych po rozpoczeciu hemodializoterapii w porownaniu z okresem
sprzed zabiegu [63]. Niektorzy badacze poréwnujgc chorych hemodializowanych z i bez
cukrzycy stwierdzili istotnie wyzsze wartosci biatka karbonylowego w poréwnaniu z grupg
kontrolng w obu grupach [116]. Wykazali takze wzrost jego stezenia po zabiegu hemodializy
[116]. W moich badaniach odnotowalam istotne zmniejszenie stgzenia biatka
karbonylowanego po zabiegu hemodializy, podobnie jak Albarello i Varan [115]. Obserwacja
ta nie potwierdza prooksydacyjnego dziatania zabiegu hemodializy. Roznice pomigdzy
wynikami w poszczegélnych badaniach mogg wynika¢ z odmienno$ci protokotow dializy,
stosowanych aparatéw i bton dializacyjnych.

Kolejnym waznym markerem nasilonego stresu oksydacyjnego oraz dysfunkcji
$rodbtonka naczyniowego jest asymetryczna dimetyloarginina. ADMA jest endogennym
inhibitorem e-NOS, prowadzi do zmniejszenia syntezy tlenku azotu, wskutek czego moze
modyfikowac istotnie funkcje $rodbtonka naczyniowego [16]. Wytwarzana jest podczas
hydrolizy bialek bogatych w metylowane reszty argininowe [16]. Boeger i wsp. potwierdzili,
1z podwyzszone stezenia ADMA wigza si¢ z uposledzong funkcja wazodylatacyjng
srodbtonka u 0sob z hipercholesterolemiag oraz nadci$nieniem tgtniczym [110].

W grupie chorych hemodializowanych wartosci ADMA sa silnym, niezaleznym
czynnikiem rokowniczym $miertelnoSci ogdlnej oraz wystgpienia zdarzen sercowo-
naczyniowych [119]. Stwierdzono dodatnig zalezno$¢ migdzy stezeniami ADMA a gruboscia
kompleksu intima-media mierzong w t¢tnicach szyjnych u chorych hemodializowanych [120,
121]. Pacjenci z przewlekla chorobg nerek charakteryzujg si¢ istotnie wyzszymi warto$ciami
ADMA w poréwnaniu ze zdrowymi badanymi [122], w grupie tej stwierdzono odwrotng
zalezno$¢ pomigdzy GFR a wartosciami ADMA [122, 123]. Podwyzszone stezenia ADMA sg

niezaleznym czynnikiem ryzyka postepu przewlektej choroby nerek [122], zwigzane s3 ze
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zwigkszong czestoscig wystagpienia [124] i zaawansowania choroby wiencowej [123],
podwyzszong $miertelnos$cig ogdlng oraz z przyczyn sercowo-naczyniowych [122, 124].

Obecnie wystepuja sprzeczne opinie na temat wartosSci ADMA u chorych
hemodializowanych. Raj i wsp. stwierdzili podwyzszone stezenia ADMA przed i po dializie,
co moze doprowadzi¢ do zahamowania produkcji NO, jednakze wykazali takze wzrost
stosunku L-argininy/ADMA po zabiegu hemodializy, co moze przyczyni¢ si¢ do zwigkszenia
syntezy NO [26]. W innym badaniu, Kielstein i wsp. zauwazyli, ze st¢zenia ADMA przed
zabiegiem hemodializy u chorych ze schytkowa niewydolnoscig nerek byly szesciokrotnie
wyzsze W pordéwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng w polaczeniu z istotnie nizszymi
warto$ciami azotynow [125]. Wartosci ADMA 1 godzing po zakonczeniu hemodializy byty
istotnie wyzsze w poréwnaniu z wartosciami sprzed zabiegu, a kolejny pomiar 5 godzin po
zakonczeniu hemodializy uwidocznit istotny spadek stezenia ADMA [125]. Obserwowano
réwniez wyzsze wartosci ADMA u chorych hemodializowanych z miazdzycg w porownaniu z
chorymi bez miazdzycy [125]. Natomiast Errakonda i wsp. zaobserwowat obnizenie st¢zenia
ADMA po hemodializie, co potwierdzit Hewitson i wsp. [29] oraz zwigkszenie wskaznika L-
argininas/ADMA, sugerujace zwiekszong produkcje NO podczas hemodializy [8].

W moich badaniach odnotowalam istotny spadek (o 25%) stezenia asymetrycznej
dimetyloargininy po zabiegu hemodializy. Obserwowany spadek, a nie, jak nalezatoby sie¢
spodziewac, wzrost wartosci ADMA sugerujacy dysfunkcje srodblonka, moze by¢ zwigzany z
ze zmianami stezen substancji wazoaktywnych o przeciwstawnym dziataniu oraz powstanie w
ten sposob "efektu zero" [29]. Na wartosci ADMA przed i po zabiegu hemodializy moga
wplywaé réwniez zmiany objetosci ptynow wewnatrzustrojowych oraz wspdiczynnik
oczyszczania podczas hemodializy.

Dysfunkcja $rodbtonka naczyniowego jest zwigzana z nieprawidtowa aktywnoscia

tlenku azotu. NO pelni nie tylko funkcj¢ wazodylatacyjng, ale moze roéwniez
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wspotuczestniczy¢ w uszkodzeniu wielu tkanek. Indukowana stresem oksydacyjnym reakcja
pomiedzy NO a nadtlenkiem, uwalnianym na przyktad z leukocytéw, powoduje powstanie
nadtlenoazotynu, ktory moze niszczy¢ szereg tkanek, w tym S$rédbtonek, i prowadzi¢ do
miazdzycy [64, 126]. NO jest wysoce niestabilny, jego okres pottrwania trwa zaledwie kilka
sekund, dlatego tez jego bezposrednie pomiary sg bardzo trudne do wykonania [25]. Aby
okresli¢ ilos¢ produkowanego w organizmie tlenku azotu uzywa si¢ dwoch metod: pomiary
stezenia azotynow/azotanéw, produktow przemiany NO oraz pomiary NO w powietrzu
wydychanym. W mojej pracy zastosowatam w tym celu ocene stgzenia azotyndw/azotanow.
W literaturze wykazano istotnie wyzsze warto$ci azotandéw/azotynéw u pacjentow z
przewlekta choroba nerek (nichemodializowanych) [126] oraz hemodializowanych [25, 64,
126] w poréwnaniu ze zdrowa grupa kontrolng. Przeciwstawne obserwacje do cytowanych
powyzej przedstawit Kielstein 1 wsp., ktorzy odnotowali istotnie nizsze st¢zenia
azotynow/azotanow u chorych hemodializowanych w poréwnaniu ze zdrowymi badanymi
[125]. Potwierdza to wczesniejsze badanie, w ktorym stwierdzono nizsze w poréwnaniu Z
grupg kontrolng warto$ci azotyndéw/azotandw u pacjentdw z przewlekla chorobg nerek [127].
Analizujac wplyw hemodializy na stezenia azotyndw/azotanow, wykazano obnizone
ich wartosci w surowicy po hemodializie [25, 26, 64, 126, 128]. Raj i wsp. oraz Sumino i
wsp. twierdza, iz nie sg one jednakze odpowiednim markerem do oceny produkcji NO, gdyz
sg efektywnie usuwane podczas hemodializy [25, 26]. Errakonda i wsp. réwniez stwierdzili
obnizone stezenia azotynéw/azotanéw po zabiegu hemodializy, ale po skorygowaniu ze
stezeniem kreatyniny, podwyzszone wartosci azotyndw/azotanow potwierdzajac zwigkszona
produkcje NO [8]. Kilestein 1 wsp. natomiast bezposrednio po zabiegu wykazali wzrost

stezenia azotyndow/azotanow, a nastepnie powrot do wartosci wyjsciowych tych substancji

[125].
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W moich badaniach odnotowalam obnizenie st¢Zenia azotynéw/azotandéw po zabiegu
hemodializy o 62%. W kontek$cie sprzecznych doniesien przedstawionych powyzej oraz
wykazania przeze mnie zmniejszenia wartosci ADMA, inhibitora syntazy NO, po zabiegu
hemodializy, pojawia si¢ pytanie, jak wytlumaczy¢ zmniejszenie st¢zenia azotynow/azotanow
po hemodializie. Mechanizmy odpowiedzialne za nieprawidtowa biodostepnos¢ tlenku azotu
u chorych hemodializowanych nie sg do konca poznane. Pomimo faktu, iz aktywacja cytokin
zwigzana z hemodializag moze powodowac¢ wzrost produkcji NO, jednakze jego biodostgpnosc
moze by¢ obnizona poprzez zwigkszong degradacje NO, zmniejszong aktywno$¢ syntazy NO
1 biodostepnos$¢ L-argininy [33] oraz usuwanie metabolitow NO w trakcie hemodializy [33,
126]. Jak twierdzi Clermont i wsp. oraz Varan i wsp., na poczatku hemodializy oraz
pomiegdzy zabiegami obserwuje si¢ zwigkszenie ste¢zenia azotyndw/azotanOw na co wptyw ma
zastosowanie heparyny, napr¢zenie S$cinajace, interakcje z blong dializacyjng, a takze
aktywacja leukocytéw i cytokin zapalnych, natomiast po hemodializie nast¢puje obnizenie
stezenia tych substancji w zwigzku z ich eliminacjg podczas zabiegu [64, 126].

Hemodializa charakteryzuje si¢ nasilong produkcjg ROS [115], jednakze brak jest na
razie doktadnych danych na temat wplywu zabiegu hemodializy na st¢zenia wolnych
rodnikow tlenowych. Probowatam oceniaé, czy zabieg hemodializy zmienia wlasciwoS$ci
Surowicy na tyle, ze w mniejszym stopniu indukuje generacj¢ wolnych rodnikow w
srodbtonku. Jednak wyniki moich do§wiadczen in vitro nie potwierdzaja tej hipotezy.

Jak dotad istniejg nieliczne dane na temat wptywu przewlektej choroby nerek oraz
hemodializy na czynnos$¢ komorek srédbtonka. Celem oceny stanu czynnosciowego komorek
W niniejszej pracy uzyto pomiaru aktywnosci proliferacyjnej komorek w badaniach in vitro.
Serradel i wsp. wykazali, ze surowica chorych z mocznica nasila proliferacj¢ komorek
srodbtonka, ale nie powoduje indukcji apoptozy [129]. W moich badaniach wykazatam, ze

stymulacja proliferacji komoérek $rodbtonka byta silniejsza podczas ekspozycji na surowice
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uzyskane po zabiegu hemodializy. Moze to wynika¢ z faktu usunigcia podczas zabiegu
hemodializy potencjalnie szkodliwych w stosunku do komorek $rodbtonka toksycznych
metabolitow. Podobne wyniki przedstawil Zafeiropoulou i wsp. [130]. Zaobserwowal
zwigkszenie proliferacji pod wpltywem surowicy pobranej od chorych po zabiegu w
poréwnaniu z surowicg sprzed zabiegu.

W przeprowadzonych przeze mnie badaniach ocenialam dodatkowo wplyw surowicy
uzyskanej od chorych przed oraz po zakonczeniu zabiegu hemodializy na synteze in vitro
opisanych juz wecze$niej markeréw stanu zapalnego, takich jak IL-6 oraz MCP-1. Wykazatam
istotny wzrost stymulacji syntezy chemokiny MCP-1 w komoérkach s$rédbtonka
eksponowanych na surowice otrzymane od chorych po zakonczeniu hemodializy. Uzyskane
przeze mnie wyniki potwierdzaja inni badacze. Stinghen i wsp. réwniez oceniali wplyw
surowicy pacjentow z przewlekla choroba nerek na synteze chemokiny MCP-1 w hodowli
komorek $rodbtonka in vitro. Ekspozycja komoérek s$rodbtonka na surowice chorych z
mocznicg skutkowata zwiekszeniem ekspresji MCP-1 wraz ze stopniem zaawansowania
choroby nerek oraz czasem jej trwania [76]. Wysunigte przez badaczy wnioski moga
sugerowa¢ zwigzek pomiedzy aktywacja komorek srodbtonka, ogoélnoustrojowym stanem
zapalnym oraz toksyczno$cig mocznicy [76].

Nie zaobserwowatam wptywu rodzaju uzytego do hemodializy dost¢pu naczyniowego
(cewnik dializacyjny lub przetoka tgtniczo-zylna) na nasilenie odczynu zapalnego i stresu
oksydacyjnego u badanych pacjentow. Nie odnotowatam takze zaleznos$ci pomigdzy
wskaznikiem wydajnosci dializy Kt/V a stg¢zeniami markerow stanu zapalnego oraz stresu
oksydacyjnego.

Podsumowujgc, nalezy stwierdzi¢, ze hemodializa powoduje nasilenie
wewnatrznaczyniowego odczynu zapalnego, czego wyktadnikiem moze by¢ wzrost warto$ci

w surowicy MCP-1, HGF i Pentraksyny-3 oraz zwigkszona synteza MCP-1 w komoérkach
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srodblonka pod wpltywem surowicy uzyskanej po hemodializie. Jednoczesnie dochodzi do
obnizenia stgzen karbonylowanych bialek w surowicy oraz ADMA, co moze poprawiac
zdolno$¢ komorek srodbtonka do produkceji tlenku azotu. Usuwanie toksycznych produktéw
przemiany materii podczas zabiegu hemodializy wplywa korzystnie na funkcjonowanie
calego organizmu. Poprawie ulega rdwniez stan czynnoS$ciowy s$rodblonka, czego
wykladnikiem jest jego zwickszona zdolnos¢ do proliferacji. Mozna zatozyé¢, ze idealny
zabieg hemodializy powinien w jak najmniejszym stopniu indukowac¢ odczyn zapalny i stres
oksydacyjny, z rownoczesng eliminacjg z organizmu toksycznych metabolitow. Zastosowanie

bardziej biozgodnych bton dializacyjnych moze zblizy¢ nas do tego celu.
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8. WNIOSKI

1. Zabieg hemodializy powoduje nasilenie wewnatrznaczyniowego odczynu zapalnego o

czym $wiadczy wzrost stezenia MCP-1, HGF oraz PTX-3 po hemodializie.

2. Podczas zabiegu hemodializy dochodzi do obnizenia st¢zenia karbonylowanych biatek oraz
analogu argininy ADMA w surowicy, co moze mie¢ korzystny wplyw na funkcje komorek

srodblonka.

3. Hemodializa potencjalnie poprawia stan czynno$ciowy $roédbtonka naczyniowego, €zego
wyktadnikiem moze by¢ zwigkszona zdolno§¢ komorek srodbtonka do proliferacji w hodowli

in vitro podczas ich ekspozycji na surowice uzyskang po zabiegu hemodializy.

4. Wzrost syntezy MCP-1 przez komorki §rodbtonka w hodowli in vitro eksponowane na

surowice uzyskane po hemodializie sugeruje nasilenie reakcji zapalnej wywotanej zabiegiem

hemodializy
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9. STRESZCZENIE

Chorzy ze schylkowa niewydolnos$cig nerek poddawani zabiegowi hemodializy
narazeni s3 na zwigkszone ryzyko zachorowania oraz zgonu z powodu chorob uktadu
krazenia. Dysfunkcja $rodbltonka naczyniowego jest jednym z mechanizméw
przyczyniajacych si¢ do powstania miazdzycy, a nastgpnie choréb ukladu sercowo-
naczyniowego. Czynniki wplywajace na dysfunkcj¢ s$rodbtonka naczyniowego wsrod
hemodializowanych chorych nadal pozostaja nicjasne.

Celem badan przeprowadzonych w niniejszej pracy byla ocena wplywu zabiegu
hemodializy na wiasciwosci surowicy oraz wyjasnienie, W jakim stopniu w warunkach
hodowli in vitro ekspozycja komoérek $rodbtonka na surowice hemodializowanych chorych
powoduje zmian¢ ich czynnosci. Badany byt odczyn zapalny, stres oksydacyjny, a takze
stezenia produktow przemiany tlenku azotu w surowicy chorych hemodializowanych.

Badaniem objeto 42 chorych, w tym 13 kobiet 1 29 me¢zczyzn, w wieku 63+16 lat,
leczonych przewlekle hemodializami z powodu schylkowej niewydolnosci nerek. Jako
materialu do badan i1 eksperymentu uzyto krwi pobranej przed 1 po zakonczeniu drugiej
hemodializy w tygodniu.  Aby oceni¢ nasilenie odczynu zapalnego oraz stresu
oksydacyjnego, oznaczano stgzenia Interleukiny-6 (IL-6), Bialka Chemotaktycznego dla
Monocytéw (MCP-1), Czynnika Wzrostu Srodbtonka Naczyn (VEGF), Czynnika Wzrostu
Hepatocytow (HGF), asymetrycznej dimetyloargininy (ADMA), Pentraksyny-3 (PTX-3),
biatka karbonylowanego, analizowano rowniez st¢zenia produktéw metabolizmu tlenku azotu
(azotynow/azotanow).

Nastgpnie prowadzone in vitro hodowle Iudzkich komoérek s$rodbtonka poddano

ekspozycji na surowice chorych hemodializowanych. Badano proliferacje komorek
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srodbtonka, oznaczano wewnatrzkomorkowa generacje wolnych rodnikéw, a takze oceniano
synteze IL-6 oraz MCP-1.

Pojedynczy zabieg hemodializy powodowal zmiany wlasciwos$ci surowicy badanych
chorych. Stwierdzono znaczny wzrost stgzenia MCP-1 (+17%, p < 0,002), HGF (+91%,
p <0,0001), PTX-3 (+39%, p < 0,001) po hemodializie. Nie odnotowano natomiast istotnych
réznic w stezeniu IL-6, VEGF przed oraz po zabiegu. Obserwowano istotne zmniejszenie
stezenia biatka karbonylowanego (-46%, p < 0,001) oraz ADMA (-25%, p < 0,0001) po
zabiegu hemodializy. Podobnym zmianom ulegly rowniez warto$ci azotynow/azotandw
(-62%, p < 0,001) w surowicy badanych poddawanych hemodializie.

Nie wykazano istotnie réznej generacji wolnych rodnikow w komorkach §rédbtonka w
warunkach hodowli in vitro eksponowanych na surowice pobrang przed oraz po zabiegu
hemodializy. Natomiast proliferacja komorkowa byta szybsza (+10%, p < 0,001) podczas
ekspozycji na surowice otrzymang po hemodializie. Obserwowano wigkszg synteze
chemokiny MCP-1 (+ 11%, p < 0,005) w komoérkach srédbtonka eksponowanych na surowice
uzyskane po zakonczeniu hemodializy.

Whioski: Zabieg hemodializy powoduje nasilenie stanu zapalnego. Jednoczes$nie
jednak obserwowano zmniejszenie stgzen czynnikdw potencjalnie dziatajacych supresyjnie
na komorki $rodblonka, jak biatka karbonylowane czy ADMA. Ponadto komorki
eksponowane na surowicg¢ po dializie wykazywaty wigksza zdolno$¢ do proliferacji.
Obserwowana nasilona synteza MCP-1 przez komorki $rodbtonka po zabiegu potwierdza
efekt zapalny hemodializy.

Uzyskane wyniki dowodza, ze hemodializa nie jest w pelni biozgodna terapia
nerkozastepcza, jednak usuwanie podczas tego zabiegu toksyn zmniejsza cytotoksyczno$¢

surowicy w stosunku do komorek §rodblonka.
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10. SUMMARY

Patients with advanced chronic kidney disease undergoing hemodialysis have an
increased risk of cardiovascular morbidity and mortality. Endothelial dysfunction is one of the
mechanism that exacerbates atherosclerosis and leads to cardiovascular disease. The factors
induced in pathogenesis of endothelial dysfunction in hemodialysed patients are still unclear.

The aim of the present study was to test the influence of hemodialysis on properties of
serum and to evaluate the effect of exposure to hemodialysed patient's serum on function of
human vascular endothelial cells cultured in in vitro conditions. Markers of inflammatory
state, oxidative stress and concentrations of nitric oxide metabolism products were studied in
the serum of hemodialysed patients.

Forty two patients with end-stage renal disease undergoing maintenance hemodialysis
were studied (13 were female, 29 were male). The experiments and studies were conducted on
blood taken after the second hemodialysis in the week. The mean age of the patients was
63+16 years. Concentrations of Interleukin-6 (IL-6), Monocyte Chemoattractant Protein
(MCP-1), Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Hepatocyte Growth Factor (HGF),
asymmetric dimethylarginine (ADMA), Pentraxin-3 (PTX-3) and carbonyl protein were
tested to assess the inflammatory state and oxidative stress. There were also analyzed levels of
nitric oxide (NO) metabolism products (nitrite/nitrate).

In the next step of my research human vascular endothelial cells cultured in in vitro
environment were exposed on serum of hemodialysed patients. The proliferation of
endothelial cells, intracellular generation of free radicals and synthesis of 1L-6, MCP-1 in
endothelial cells were studied.

There were found some changes in serum of patients after single session of

hemodialysis, but not uniformly. Markedly higher levels of MCP-1 (+17%, p < 0,002), HGF
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(+91%, p < 0,0001), PTX-3 (+39%, p < 0,001) were studied after the procedure. No changes
in IL-6, VEGF concentrations before and after hemodialysis were recorded. Significantly
lower concentrations of carbonyl protein (-46%, p < 0,001) and ADMA (-25%, p < 0,0001)
after hemodialysis were observed. The same changes in nitrite/nitrate levels (-62%, p < 0,001)
were found in serum of studied patients.

The generation of free radicals wasn't different in endothelial cells in in vitro
environment exposed on serum of hemodialysed patients before and after hemodialysis.
Proliferation of endothelial cells was significantly faster during the exposition on serum
obtained after the procedure (+10%, p < 0,001). There was observed significantly higher
synthesis of chemokine MCP-1 (+ 11%; p < 0,005) in endothelial cells exposed on serum of
patients received after hemodialysis.

This study shows, that even single session of hemodialysis can induce inflammatory
state and oxidative stress. However, this procedure diminishes the levels of factors potentially
suppressive for endothelial cells, such as carbonyl protein or ADMA. Proliferation of
endothelial cells was significantly faster during the exposition on serum obtained after the
procedure. Enhanced synthesis of MCP-1 by this cells confirms inflammatory effect of
hemodialysis.

Results demonstrate that hemodialysis is not completely biocompatible renal
replacement therapy, but the removal of toxins during this procedure can diminish

cytotoxicity of serum for endothelial cells.
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