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7. Streszczenie

Zaburzenia mineralno-kostne u pacjentow z przewlekla chorobg nerek (PChN),
okreslane jako CKD-MBD moga prowadzi¢ do samoistnych ztaman kosci, istotnie pogarszaja
jako$¢ zycia, sa powodem kalectwa, a takze zwigkszonej $miertelnosci. Przyczyny CKD-
MBD sg ztozone, i pomimo coraz doskonalszych metod diagnostyki etiopatogeneza wcigz
budzi liczne watpliwosci. W ostatnich latach pojawily si¢ interesujace obserwacje, ktore
wskazuja, ze serotonina, jeden z metabolitow tryptofanu (TRP), moze petni¢ wazng role w
CKD-MBD. Okazato si¢, ze serotonina uwalniana z enterocytow hamuje aktywno$é
osteoblastow 1 formowanie kos$ci, natomiast pochodzaca z osrodkowego uktadu nerwowego w
sposob posredni wywoluje catkowicie przeciwne, anaboliczne dziatanie wobec tkanki kostnej.
TRP jest prekursorem nie tylko serotoniny, ale przede wszystkim metabolitow szlaku
kinureninowego. Liczne dane wskazuja na znaczacg role kinureniny (KYN) i jej metabolitow
w patogenezie PChN. Brak jest jakichkolwiek informacji dotyczacych udziatu tych substancji
W rozwoju i progresji osteoporozy w przebiegu PChN.

Opisane powyzej dane staly si¢ podstawg do oceny powigzania aktywnych
biologicznie produktow degradacji TRP, ktore powstajg w szlaku kinureninowym (KYN i jej
bezposredniego metabolitu — 3-hydroksykinureniny (3HK)) z geometrig i biomechanika kosci
w doswiadczalnej niewydolnosci nerek u szczura.

Trzydziesci trzy szczury szczepu Wistar zostaty podzielone w sposob losowy na
2 grupy: grupe kontrolng i grupe badang, ktorg poddano subtotalnej nefrektomii. Trzy
miesigce po zabiegu do badan biochemicznych pozyskano surowice, natomiast do oceny
uktadu kostnego zwierzat (geometria, biomechanika, gestos¢ mineralna i ocena histologiczna)
pobrano kos$ci piszczelowe. Stezenie TRP oraz jego metabolitow (KYN i 3HK) oznaczono
technikg wysokosprawnej chromatografii cieczowej; pomiar stezenia parathormonu (PTH)
oraz aktywnosci markerow obrotu kostnego wykonano komercyjnymi zestawami
immunoenzymatycznymi ELISA. Moézg od kazdego ze zwierzat zostal podzielony na
5 regiondw (mozdzek, pien mozgu, kora czotowa, podwzgoérze 1 prazkowie), w ktorych
nastepnie oznaczono stezenie TRP, KYN 1 3HK. W tkance kostnej okreslona zostata takze
ekspresja genu receptora weglowodoréw arylowych (AhR), ktorego jednym z endogennych
ligandow jest kinurenina oraz cytochromu P450 1A1 (CYP1A1) zaleznego od AhR.

Zabieg subtotalnej nefrektomii u szczuréw skutkowat wzrostem stezenia klasycznych
wskaznikow niewydolnych nerek: kreatyniny i azotu mocznikowego w surowicy. Zmianom

tym towarzyszyl wzrost stezenia PTH w surowicy oraz tagodna hipokalcemia. U zwierzat po



nefrektomii zaobserwowano obecnos$¢ licznych osteoklastow w kosci beleczkowej 1 korowe;j
oraz zwigkszong powierzchni¢ erozji osteoklastycznej kosci beleczkowej. Catkowita ilo$¢
energii potrzebnej do ztamania kosci piszczelowej, przednio-tylna $rednica warstwy korowe;j,
grubo$¢ warstwy korowej, wskaznik korowy, pole przekroju poprzecznego, wtérny moment
bezwladnos$ci pola przekroju poprzecznego oraz srednia wzgledna grubos¢ warstwy korowe;j
byty istotnie statystycznie wyzsze u zwierzat z do$wiadczalng niewydolnosciag nerek
W pordwnaniu do zwierzat kontrolnych. Zabieg subtotalnej nefrektomii u szczurow
spowodowatl wzrost stezenia w surowicy KYN, 3HK oraz stosunku KYN/TRP. We
wszystkich badanych czg¢sciach mozgu u szczuréw z PChN doszto do obnizenia stezenia TRP
oraz podwyzszenia stezenia KYN a takze wspotczynnika KYN/TRP. Zmianom tym
towarzyszyt istotny wzrost ekspresji genéw AhR i CYP1AL. Stgzenie KYN w surowicy
korelowalo ujemnie =z wickszoscia ocenianych parametréw biomechanicznych i
geometrycznych ko$ci. Z kolei, zmiany stezeh KYN w korze czolowej oraz TRP w
podwzgorzu i prazkowiu korelowaty dodatnio z gtownymi parametrami biomechanicznymi
I geometrycznymi kosci.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze metabolity szlaku kinureninowego mogg petni¢ istotna
role w rozwoju CKD-MBD. Wplyw kinurenin na wytrzymato$¢ kosci w indukowane]
eksperymentalnie PChN wydaje si¢ by¢ zalezny od miejsca ich wystgpowania. Aktywacja
osrodkowych przemian kinurenin, podobnie jak serotoniny, skutkuje nasileniem procesoOw
kosciotworzenia, z kolei obwodowy wzrost stezenia kinurenin wykazuje efekt przeciwny
wobec struktury kostnej w zwierzecym modelu PChN. Uzyskane wyniki moga potencjalnie
przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia skomplikowanych 1 dynamicznych mechanizmow
osteoporozy towarzyszace] PChN, a takze mogg stanowi¢ podstawy do préb rozwoju nowych
strategii postgpowania w diagnostyce, profilaktyce, jak tez terapii zaburzen mineralno-

kostnych towarzyszacych uposledzonej funkcji nerek.



8. Streszczenie w jezyku angielskim

Disturbances in mineral and bone metabolism in patients with chronic kidney disease
(CKD) have been classified as a new systemic disorder known as CKD-MBD. CKD-MBD
may lead to morbidity, mortality, increased the risk of fractures and decreased the quality of
life in CKD patients. Despite increasingly sophisticated diagnostic techniques of CKD-MBD,
the etiopathogenesis of this disorder raises many doubts. Recent studies indicate that
serotonin, a monoamine synthesized from tryptophan (TRP), may play a potential role in
CKD-MBD. Gut-derived serotonin decreases osteoblast activity and bone formation, while
brain-derived serotonin exerts opposite influences on bone formation. TRP is the precursor
not only to the serotonin but also and primarily to kynurenine metabolites. There are many
indications that kynurenine pathway may play a key role in CKD development. However,
knowledge on the association between disturbances in the kynurenine pathway and
osteoporosis development in CKD is unknown.

The ultimate aim of the doctoral dissertation was to evaluate the association between
TRP and its metabolite via kynurenine pathway (kynurenine (KYN) and its direct, highly
reactive metabolite — 3-hydroxykynurenine (3HK)) and biomechanical and geometrical
properties of bone in an experimental model of chronic renal failure in rats.

Thirty-three Wistar rats were randomly divided into two groups: sham-operated and
subtotal nephrectomized animals. Three months after surgery, serum samples were obtained
for the determination of biochemical parameters and kynurenine pathway metabolites; tibias
were collected for bone biomechanical, bone geometrical, bone histological, and bone mass
density analysis; brains were removed and divided into 5 regions for the determination of
kynurenine pathway metabolites. Parathormone (PTH) and bone turnover biomarkers were
determined by ELISA using commercially available colorimetric kits. Serum and brain
concentrations of TRP, KYN, and 3HK were determined by high-performance liquid
chromatography. The gene expression of aryl hydrocarbon receptor (AhR) as a physiological
receptor for kynurenine and AhR-dependent cytochrome P450 1A1 (CYP1Al) in the bone
tissue was also determined.

Subtotal nephrectomized rats had elevated serum creatinine values and blood urea
nitrogen, developed hyperparathyroidism and hypocalcemia. Osteoclast number and the
osteoclastic erosion of trabecular bone were elevated in subtotal nephrectomized rats. Work
to fracture, anterior-posterior periosteal diameter, wall thickness, cortical index, cross-

sectional area, cross-sectional moment of inertia, mean relative wall thickness were



significantly higher after nephrectomy compared to sham. Nephrectomized rats had elevated
serum KYN and 3HK concentrations. Subtotal nephrectomized rats also presented
significantly higher KYN concentrations and KYN/TRP ratio and significantly lower TRP
levels in all studied parts of the brain. Nephrectomized rats also presented higher gene
expression of AhR and CYP1Al. Serum KYN concentration correlated inversely with the
main parameters of bone biomechanics and bone geometry. On the other hand, KYN in the
frontal cortex and TRP in the hypothalamus and striatum correlated positively with the main
parameters of bone biomechanics and bone geometry.

In addition to the complex mineral and hormone changes, kynurenine pathway
metabolites may play a role in the development of CKD-MBD. The effect of kynurenines on
bone metabolism seems to be closely dependent on the site of their occurrence. Intensified
central kynurenine turnover, similarly to serotonin, may increase bone formation while
intensified peripheral kynurenine turnover may exert different influences on bone formation
in rats with CKD. Our results have enriched the understanding of the pathophysiology of
CKD-MBD and may open new possibilities for the prevention, diagnosis, and treatment of

bone abnormalities in CKD patients.



