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Rozdzial 1. Wykaz stosowanych skrotow:
ADO - automatyczna dializa otrzewnowa
AID — bezwzgledny niedobor zelaza (ang. absolute iron deficiency)

ARNT — jadrowy translokator receptora weglowodorowego arylu (ang. aryl hydrocarbon
receptor nucleus translocator)

BMP — biatkomorfogenetyczne kosci (Ang. bone morphogenic protein)
CADO - ciagta ambulatoryjna dializa otrzewnowa
CCI — wskaznik wspotchorobowosci Charlson (and. Charlosn comorbidity index)

CERA — ciggly aktywator receptora erytropoetynowego (ang. ontinuous erythropoetin
receptor activator)

DCYTB - reduktaza cytochromu B (ang. duodenal cytochrome B reductase)

DMT1 — dwuwarto$ciowy transporter metali 1 (ang. divalent metal transporter 1)
eGFR — szacowane przesaczanie klebuszkowe (ang. estimated glomerukar filtration rate)
EPO - erytropoetyna

ERFE — erytroferron

ESA — substancja stymulujaca erytropoeze (ang. erythropoiesis stimulating agent)
FID — funkcjonalny niedoboér zelaza (ang. functional iron deficiency)

FPN — ferroportyna

HD — hemodializa

HDF — hemodiafiltracja

HEPH — hefastyna

HIF-2a — czynnik indukowany niedotlenieniem 2o (ang. hypoxia-inducible factor 2a)
HIF-PHD - hydroksylaza prolilowa HIF (ang. HIF prolyl hydroxylase)

HIS — wysoki zapas zelaza (ang. high iron status)

HJV — hemojuwelina

kDa — kilodalton

Kt/V- tygodniowy klirens mocznika

NTBI — zelazo niezwigzane z transferyng (ang. non-transferrin bound iron)

OL-HDF — hemodiafiltracja online

PChN — przewlekta choroba nerek

PD — dializa otrzewnowa (ang. peritoneal dialysis)
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PET — test rOwnowazenia otrzewnowego (ang. peritoneal equilibrium test)

PMT — transport otrzewnowy (ang. peritoneal membrane transport)

RIS — referencyjny poziom zelaza (ang. reference iron status)

RRF — resztkowa czynno$¢ nerek (ang. residual renal function)

SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation)

SF — stezenie ferrytyny w surowicy (ang. serum ferritin)

STfR — rozpuszczalny receptor dla transferyny (ang. soluble transferrin receptor)
Tf — transferyna

TSAT — wysycenie transferryny zelazem (ang. transferrin saturation with iron)
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Rozdzial 2. Streszczenie

Niedokrwisto$¢ jest jednym z najczestszych powiktan przewlektej choroby nerek, ktore
dotyczy zdecydowanej wigkszosci pacjentow dializowanych. Niedokrwistos¢ jest jednym z
czynnikéw odpowiedzialnych za szybsza progresje do schytkowej niewydolnosci nerek,
obnizong jako$¢ zycia, zmniejszong wydolno$é uktadu sercowo-naczyniowego, uposledzenie
funkcji poznawczych, zwigkszong liczbe hospitalizacji i wyzsza $miertelno$¢. Patomechanizm
niedokrwisto$ci zwigzanej z PChN jest ztozony 1 obejmuje wzgledny niedobor erytropoetyny,
niedobor zelaza (zaréwno bezwzgledny, jak 1 czynno$ciowy), uposledzony klirens nerkowy
hepcydyny, krotszy czas przezycia erytrocytoéw oraz niedobory zywieniowe. Ponadto u
pacjenci dializowani sg bardziej narazeni na wystapienie przewlektego subklinicznego stanu
zapalnego, na co ma wpltyw powtarzajaca si¢ ekspozycja na btong i dreny dializatora, a takze
na nie do konca biozgodny ptyn dializacyjny. Nalezy si¢ spodziewac, ze obecny stan wiedzy
na temat gospodarki Zelazem pomoze w opracowaniu nowych metod diagnostycznych i

sposobow leczenia niedokrwistosci w populacji ESRD.

Celem niniejszej pracy bylto ustalenie przydatnosci nowych markerow gospodarki zelazem w
diagnostyce i monitorowaniu efektow leczenia niedokrwistosci, niedoboru zelaza i stanu
zapalnego w grupie pacjentéw dializowanych otrzewnowo. Dializa otrzewnowa pozostaje
niedostatecznie wykorzystywang metoda leczenia nerkozastepczego, a jej rozpowszechnienie
w Polsce wynosi zaledwie 4% ogoétu chorych dializowanych. W zwiazku z powyzszym badania

prowadzone w populacji PD sg zwykle niewielkie, a dane - niewystarczajace.

Uzupelnianie niedoboru Zelaza pozostaje pierwszym krokiem majacym na celu zwigkszenie
stezenia hemoglobiny u pacjentéw dializowanych. Z tego wzgledu ocena zapasow zelaza w
ustroju ma kluczowe znaczenie przy wyborze wiasciwego leczenia. Standardowe testy
diagnostyczne oceniajgce gospodarke zelazem obejmujg TSAT (ktory reprezentuje pule zelaza
dostgpnego dla szpiku kostnego do erytropoezy) i ferrytyne (ktora odzwierciedla zapasy zZelaza,
ale jednocze$nie jest bialkiem ostrej fazy, ktorego stezenie wzrasta w przypadku stanu
zapalnego). W naszym badaniu w grupie 58 pacjentow dializowanych otrzewnowo oceniliSmy
szereg nowych markerow — hsCRP, IL-6, sTfR, hepcydyne-25, ERFE, GDF 15 i zonuling.
Oznaczenia zostaly wykonane zar6wno w surowicy, jak i w dializacie. Wyniki naszego badania
potwierdzity obserwacje, ze resztkowa czynno$¢ nerek jest najwazniejszym parametrem, ktory
koreluje z wyzszym stgezeniem hemoglobiny w surowicy, nizszym poziomem wskaznikow

stanu zapalnego i lepszymi wynikami leczenia.
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Transport otrzewnowy jest jedng z wlasciwosci otrzewnej, ktora okresla szybko$¢
przechodzenia matych czastek z krwi ptynacej przez naczynia wlosowate w btonie otrzewnej a
ptynem dializacyjnym znajdujacym si¢ w jamie otrzewnej. Udato nam si¢ udowodni¢, ze PMT
silnie koreluje ze stezeniem sTfR w dializacie, hepcydyny w dializacie, GDF15 w dializacie 1
zonuliny w dializacie, a takze stezeniem IL6 w surowicy oraz hs-CRP w surowicy i dializacie.
Nie jest do konca jasne, czy powyzsze wyniki sg zwigzane z wlasciwos$ciami blony otrzewne;j
1 skutecznosciag usuwania tych czasteczek poprzez transport konwekcyjny, czy tez wynikaja z
ogolnoustrojowego i/lub miejscowego (wewnatrzotrzewnowego) stanu zapalnego. Obserwacja
ta wymaga dalszych badan. Szybki transport otrzewnowy zwigzany z wewnatrzotrzewnowym
stanem zapalnym (np. w przypadku dializacyjnego zapalenia otrzewnej) skutkuje
zwigkszeniem przepuszczalno$ci blony otrzewnej nie tylko dla matych czastek, ale takze dla
substancji o $redniej wielkoS$ci 1 biatek. W badaniu stwierdzono rowniez, ze stezenie zonuliny
w dializacie byto istotnie wyzsze u pacjentow ze $rednio-szybkim transportem otrzewnowym,
co dodatnio korelowalo ze stopniem nasilenia stanu zapalnego ocenionym za pomocg hsCRP 1

IL-6 w surowicy.

STfR w poréwnaniu z innymi wskaznikami metabolizmu Zelaza jest mniej podatny na wahania
stezenia w zalezno$ci od stanu zapalnego. Wydaje si¢ wigc, ze moze by¢ uzytecznym markerem
do oceny niedokrwistosci z niedoboru zelaza w przewlektych chorobach przebiegajacych ze
zwigkszonym ogolnoustrojowym stanem zapalnym. W badanej populacji sTfR korelowat
dodatnio z hepcydyna i ferrytyna w surowicy oraz dializatem hsCRP 1 IL6, co bylo sprzeczne
z innym badaniem przeprowadzonym u pacjentéw z HD. Korelacja sTfR ze stezeniem hsCRP
i IL6 w dializacie moze by¢ wyrazem unikalnych wlasciwosci gospodarki zelazem w
srodowisku wewnatrzotrzewnowym u pacjentow PD. Wplyw ERFE na aktywno$é

erytropoetyczna u pacjentow dializowanych otrzewnowo wymaga dalszych badan.
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Rozdzial 3. Summary

Anemia is one of the most common complications of chronic kidney disease, affecting the vast
majority of patients on dialysis. Anemia is one of the contributing factors responsible for more
rapid progression to end-stage renal disease, decreased quality of life, decreased cardiovascular
performance, cognitive impairment, increased rate of hospitalizations and increased mortality.
Pathophysiology of CKD-related anemia is multifaceted and encompasses relative
erythropoietin deficiency, iron deficiency (both absolute and functional), impaired hepcidin
clearance, shorter erythrocyte lifespan, nutritional deficiencies. Furthermore, patients on
dialysis are likely to develop chronic subclinical inflammation as a result of repeated exposure
to dialyzer membrane and drains, as well as non-biocompatible dialysis fluid. Current
knowledge of iron metabolism and its intricacies will hopefully help develop novel diagnostic

and therapeutic measures to combat the burden of anemia in ESRD population.

The aim of this manuscript was to establish usefulness of novel markers of iron metabolism in
diagnosing and monitoring anemia, iron deficiency and inflammation in a unique group of
peritoneal dialysis patients. PD remains an underutilized method of renal replacement therapy
and its prevalence in Poland amounts to meagre 4%. Consequently, studies conducted in PD
population tend to be small and consistent data on numerous anemia-related subjects are

lacking.

Since iron replenishment remains the first step in improving hemoglobin levels in dialysis
patients, assessment of iron stores is pivotal in choosing the correct therapeutic approach.
Standard diagnostic tests of iron deficiency include TSAT (which represents the pool of
circulating iron available for erythropoiesis) and ferritin (which reflects iron stores but at the
same time remains an acute phase reactant, whose concentration increases in the event of
inflammation). We assessed several novel markers in a group of 58 PD patients — namely
hsCRP, IL-6, sTfR, hepcidin-25, ERFE, GDF 15 and zonulin. The assays were performed both
in serum and in dialysate. The results of our study reinforced the point that residual kidney
function is the most important parameter, that corresponds with higher serum hemoglobin,

decreased circulating inflammatory markers, and overall better clinical outcomes.

Peritoneal membrane transport is one of the characteristics, that determine the rate in which
small solutes cross the barrier between the blood flowing through the capillaries in the
peritoneal wall and the fluid that dwells inside peritoneal cavity. We managed to prove that

PMT strongly correlated with dialysate STfR, dialysate hepcidin, dialysate GDF15 and dialysate
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zonulin, as well as serum IL6, serum and dialysate hs-CRP. It remains unclear whether the
aforementioned findings are associated with the properties of the peritoneal membrane and
effectiveness of removal of these molecules via convective transport, or they result from
systemic and/or local intraperitoneal inflammation. This observation needs further studies. Fast
peritoneal transport associated with intraperitoneal inflammation (e.g. in the event of dialysis-
related peritonitis) results in high peritoneal membrane permeability not only for small solutes
but also for middle-size molecules and proteins. Our study also determined, that concentration
of zonulin in dialysate was significantly higher in fast-average transporters, which
corresponded positively with the degree of inflammation as measured by serum hsCRP and IL-
6.

STfR is less influenced by inflammation than other iron metabolism indices and may be a useful
tool for assessing iron deficiency anemia in chronic disorders associated with increased level
of systemic inflammation. However, in our study population, sTfR correlated positively with
serum hepcidin and ferritin and dialysate hsCRP and IL6, which was in opposition to another
study conducted in HD patients. The correlation of sTfR with dialysate hsCRP and IL6 may be
an expression of unique iron status in peritoneum in PD patients. The role of ERFE in

erythropoietic activity in PD patients requires further investigation.
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Rozdzial 4. Wstep
4.1  Niedokrwistos$¢ u chorych z przewlekla choroba nerek

Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) niedokrwisto$¢ definiowana jest jako
nieprawidlowe stezenie hemoglobiny ponizej 13 g/dl u dorostych mezczyzn 1 ponizej 12 g/dl u
nieciezarnych kobiet [1]. Najczestszg przyczyng niedokrwistosci na $wiecie jest niedobor
zelaza, natomiast druga co do czestosci wystepowania postacig jest niedokrwistosé
towarzyszaca przewleklym stanom zapalnym. Niedokrwisto$¢ jest jednym z objawow
przewlektej choroby nerek (PChN), a czesto$¢ jej wystepowania wzrasta w miar¢ pogarszania
si¢ przesagczania kigbuszkowego [2]. Patomechanizm tego zjawiska jest wieloczynnikowy,
zwigzany m. in. z niedoborem Zelaza i erytropoetyny (EPO) [3]. Na przestrzeni ostatnich dekad
dokonatl si¢ znaczacy postep w zrozumieniu zaréwno fizjologii metabolizmu zelaza, jak i
wpltywu szeregu czynnikoOw regulatorowych na erytropoeze. Wiedza ta uzmystawia jak
niezwykle skomplikowana jest wzajemna zalezno$¢ miedzy gospodarkg zelazem a erytropoeza

w warunkach przewlekle uposledzonej czynnos$ci nerek.

Populacja chorych z przewlekta chorobg nerek (PChN) stanowi niejednorodng grupe — pacjenci
we wczesnych stadiach choroby maja zwykle mniej nasilone objawy i rzadziej wystepujace
powiktania, za$ wiele zaburzen na tym etapie ma subkliniczny charakter, ujawniajac si¢ dopiero
wraz z obnizaniem eGFR [4,7]. Nalezy rowniez podkreslic, ze na charakterystyke
dializowanych pacjentow ze schylkowag niewydolnoscig nerek (ESRD) ma wplyw wiele
czynnikow, w tym rodzaj leczenia nerkozastgpczego i Stopien zachowania resztkowej
czynno$ci nerek. Populacja pacjentow dializowanych otrzewnowo rézni si¢ pod wieloma
wzgledami od pacjentow hemodializowanych, co ma wptyw na homeostaz¢ zelaza i stopien
nasilenia niedokrwistosci. Pacjenci PD majg zazwyczaj lepiej zachowang resztkowa czynnosé
nerek oraz mniejsza utrate zelaza, co zwigzane jest z samg technika dializy, ktora nie wymaga
nakluwania naczyn krwiono$nych ani krazenia pozaustrojowego. Z drugiej strony pacjenci
dializowani otrzewnowo stosunkowo czgsto narazeni sg na rozwdj subklinicznego lub jawnego
klinicznie stanu zapalnego, zar6wno na poziomie ogolnoustrojowym, jak i miejscowym,
ograniczonym do otrzewnej [5]. U podtoza patomechanizmu powstawania zapalenia w grupie
pacjentéw dializowanych otrzewnowo lezy szereg ztozonych czynnikow, wynikajacych m. in.
z bezposredniej stymulacji wytwarzania cytokin prozapalnych przez §rodowisko mocznicowe
(ang. uremic milieu) i uposledzonego klirensu nerkowego cytokin, a takze powtarzajacych sig
epizodow mikrouszkodzen i dysfunkcji btony otrzewnowej [6]. Za powyzsze zjawiska

odpowiada m. in. ekspozycja na nie do konca biozgodny ptyn dializacyjny, epizody
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dializacyjnego zapalenia otrzewnej, powstawanie biofilmu w $wietle cewnika oraz
endotoksemia zwigzana z translokacja makroczasteczek ze §wiatla przewodu pokarmowego.
Dodatkowo podawanie dozylnych preparatow zelaza nasila stres oksydacyjny i stan zapalny,

€O rowniez moze mie¢ wptyw na homeostaze wewnatrzotrzewnowa.

Czestos¢ wystepowania niedokrwistosci u pacjentéw z przewlekla chorobg nerek wzrasta w
miar¢ progresji PChN 1 dotyczy wiekszosci chorych w stadium G4 (eGFR miedzy 15 a 30
ml/min.) [2,4]. W tej grupie chorych do glownych czynnikow sprzyjajacych rozwojowi
niedokrwisto$ci zalicza si¢: wzgledny niedobor erytropoetyny, niedobdr zelaza (zaréwno
bezwzgledny, jak i funkcjonalny), uposledzony klirens hepcydyny, skrocony czas przezycia
krwinek czerwonych, a takze niedobory pokarmowe (mig¢dzy innymi kwasu foliowego i
witaminy B12). U pacjentéw hemodializowanych dodatkowym Zrédlem utraty Zelaza (nawet
do 3 g rocznie) moga by¢ przewlekte krwawienia podczas naktucia przetoki, a takze utrata krwi
w dializatorze i liniach [7]. Kolejnym zjawiskiem sprzyjajacym rozwojowi niedokrwistosci jest
subkliniczny stan zapalny, ktory jest z jednej strony nastgpstwem Zzaawansowanej
niewydolnosci nerek i $rodowiska mocznicowego, a z drugiej przewleklej ekspozycji na
niewystarczajaco biozgodne materialy stosowane podczas dializy. Konsekwencja
niedokrwistosci u pacjentow z PChN jest pogorszenie jakosci zycia, uposledzenie funkcji
poznawczych 1 sprawnosci fizycznej, zwigkszenie liczby hospitalizacji 1 wzrost Smiertelnosci
[3]. Niedokrwisto$¢ moze rowniez przyspieszaé¢ progresj¢ do schytkowej niewydolno$ci nerek
(ESRD). Najwazniejszym elementem leczenia powinno by¢ najpierw uzupetnienie zapasow
zelaza, co zwieksza skuteczno$¢ lekow stymulujacych erytropoeze (ESA), ktére uwazane sg za
podstawe leczenia niedokrwistoéci u pacjentow z PChN [8]. W tej grupie chorych wyniki
oznaczen tradycyjnych biomarkeréw homeostazy Zelaza sg czesto trudne do interpretacji, co
komplikuje proces diagnostyczno-terapeutyczny oraz monitorowanie leczenia. U pacjentow z
PChN dochodzi do zaburzenia réwnowagi migdzy metabolizmem Zelaza, a jego dystrybucja,
prowadzac do sytuacji, w ktorej niektére komorki 1 tkanki majg za mato zelaza, a inne sg nim
przetadowane. W rezultacie dochodzi do zaklocenia prawidlowej wzajemnie regulowanej

zalezno$ci miedzy zelazem, utlenowaniem tkanek a erytropoeza.

4.2  Dializa otrzewnowa — podstawowe informacje

Dializa otrzewnowa jest jedng z metod leczenia nerkozastepczego, w ktorej wykorzystywane

sg unikalne wtasciwos$ci otrzewnej jako btony potprzepuszczalnej. W warunkach napetienia

Strona 12z 61



jamy otrzewnej plynem dializacyjnym o okreslonym sktadzie, miedzy $rodowiskiem krwi
krazacej w naczyniach wlosowatych blony otrzewnowej a przedzialem ptynu dializacyjnego
zachodza procesy fizyczne (dyfuzja, ultrafiltracja i konwekcja), umozliwiajace transport
czastek (elektrolitow, zbednych produktéw przemiany materii) oraz wody [9,10]. Procesy te
zaleza od szeregu czynnikow, m. in. gradientu stezen rozpuszczonych czastek, ich wielkosci
oraz indywidualnie zmiennych wilasciwosci otrzewnej, wplywajacych na tzw. transport
otrzewnowy [11]. Pacjent leczony dializa otrzewnowa w okre§lonych odstepach czasu, za
pomoca wszczepionego cewnika otrzewnowego, wykonuje wymiany ptynu dializacyjnego,
polegajace na drenazu dializatu zawierajgcego zbedne substancje i napetnieniu jamy otrzewne;j
nowa porcja ptynu dializacyjnego. Dzigki statej obecnosci pltynu w jamie otrzewnej powolny
proces oczyszczania krwi 1 usuwania nadmiaru wody zachodzi w zasadzie przez cata dobe.
Ciaglty 1 powolny charakter dializy otrzewnowej oraz wynikajacy z tego faktu brak
gwaltownych wahan wolemii i1 stezef substancji osmotycznie czynnych stanowi najwazniejszg
zalete DO. W efekcie pacjenci dializowani otrzewnowo Mmaja dtuzej zachowang resztkowsa
czynnos$¢ nerek, co przektada si¢ na m.in. wyzszy klirens $rednich czastek, lepsza kontrolg
wolemii oraz nizsza $miertelno$¢ po rozpoczgciu RRT w pordéwnaniu z pacjentami

hemodializowanymi [12,13].
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4.3  Losy zelaza w ustroju

Wechtanianie zelaza zawartego w pokarmie zachodzi przede wszystkim w dwunastnicy. Zelazo
nichemowe musi ulec zredukowaniu przez reduktaze cytochromu B (DCYTB), po czym
przechodzi ze §wiatla jelita przez dwuwarto$ciowy transporter metali 1 (DMT1), znajdujacy si¢

na powierzchni enterocytu dwunastnicy, do wnetrza komorki.

W dalszej kolejnosci zelazo moze zostaé wykorzystane przez enterocyt, zmagazynowane w
postaci zwigzanej z ferrytyna lub, po utlenieniu przez hefastyng (HEPH), przejs¢ do krwi, co
umozliwia biatko transbtonowe, ferroportyna (FPN), znajdujace si¢ w blonie podstawno-
bocznej enterocytu [14]. Czynnik indukowany hipoksja-2a. (HIF-20) stymuluje ekspresj¢
zard6wno DMT1, jak i FPN. Jednak najwigksza pula dostgpnego zelaza pochodzi z makrofagdw,
ktore odzyskuja je ze starzejacych sig¢ lub uszkodzonych erytrocytow, za co rowniez odpowiada
ferroportyna. Cytokiny prozapalne, podobnie jak stan przetadowania zelazem, hamuja
ekspresj¢ FPN, efektem czego jest sekwestracja zelaza wewnatrz komorek. Za powyzsze

zjawisko odpowiada w duzej mierze hepcydyna [15].

Zelazo wchloniete z przewodu pokarmowego lub uwolnione z makrofagdéw wiaze sie w osoczu
z bialkiem nos$nikowym, transferyng (Tf), ktorej rola jest dostarczanie zelaza do komorek
docelowych, czyli erytroblastow, komorek migséni, limfocytow B 1 T, hepatocytow oraz
nablonka jelit (niezaleznie od jego udzialu w transporcie zelaza). Za wyzej wymienione procesy
odpowiada receptor transferyny 1 (TfR 1). W hepatocytach 1 erytroblastach obecny jest takze
receptor transferyny 2 (TfR 2), ktéry ma nizsze powinowactwo do wigzania Tf niz TfR 1, ale
jednoczesnie reguluje homeostaze zelaza. Przy wysokim stgzeniu Zelaza w osoczu transferyna
wigze si¢ z TfR 2, zwiekszajac syntez¢ hepcydyny w hepatocytach, co zmniejsza wrazliwos¢
komorek erytroidalnych na EPO. Odwrotne zjawisko zachodzi w przypadku niedoboru zelaza
[16,17].

Jedna czasteczka transferyny moze wigza¢ do dwoch atomoéw zelaza, zajmujac w ten sposob
okoto 20-40% miejsc wigzania zelaza, co odpowiada wysyceniu transferyny (TSAT). Jesli ilos§¢
zelaza w surowicy przekracza zdolno$¢ wiazania transferyny, np. w przypadku wielokrotnych
transfuzji krwi lub podawania dozylnych preparatow zelaza, w osoczu moze pojawic si¢ wolne
zelazo niezwigzane z transferyng (NTBI), w tym jego wysoce reaktywna postac, tzw LPI (ang.
labile plasma iron). LPI moze powodowal uszkodzenia tkanek, zarowno w wyniku
powstawania produktow utleniania, jak i poprzez niekontrolowane wnikanie do komorek,

prowadzac do ich przetadowania zelazem [18,19]. Niewykorzystane przez komorki czasteczki
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zelaza wigzane sg przez biatko PCBP1 (ang. poly(rC)-binding protein 1) i dostarczane do
ferrytyny. Ferrytyna moze magazynowa¢ do 4 500 atoméw zelaza, stanowigc w ten sposob

rezerwuar tego pierwiastka.

4.4  Erytropoeza u chorych z przewleklg choroba nerek

Zelazo i erytropoeza s3 ze sobg nierozerwalnie zwigzane i wzajemnie regulowane na wielu
poziomach. Zelazo wptywa na nerkowa synteze EPO, w ktorej udziat bierze czynnik
indukowany hipoksjg-2a (HIF-2a). Erytroblasty pod wptywem EPO uwalniajg erytroferron
(ERFE), ktéry hamuje synteze hepcydyny i1 zwigksza dostepnos¢ zelaza niezbgdnego w
procesie dojrzewania erytroblastow. U osob dorostych EPO jest wytwarzana w nerkach przez
fibroblasty §rodmigzszowe w korze i rdzeniu zewngetrznym w odpowiedzi na ci$nienie parcjalne
tlenu w tkankach i regulowane przez czynnik transkrypcyjny HIF-2a. W warunkach
prawidtowego utlenowania hydroksylaza prolilowa HIF (HIF-PHD) powoduje hydroksylacje
HIF-2a 1 jego degradacj¢ w proteasomach. W stanie niedotlenienia HIF-2a ulega stabilizacji i

translokacji do jadra komorkowego, gdzie inicjuje transkrypcjg¢ EPO [20].

U chorych z PChN mechanizm regulujacy wydzielanie EPO w odpowiedzi na bodziec tlenowy
pozostaje dos¢ dtugo wydolny, a st¢zenia EPO moga by¢ prawidlowe lub nawet nieznacznie
zwigkszone, jednak nieadekwatnie niskie w stosunku do stopnia nasilenia niedokrwistosci.
Wraz z utratg czynnego migzszu nerek zdolno$¢ komoérek do syntezy EPO stopniowo zmniejsza
sig, w wyniku czego jej niedobor staje si¢ coraz bardziej wyrazny. Ponadto u pacjentéw z
zaawansowang PChN dochodzi do wzrostu poziomu toksyn mocznicowych oraz do aktywacji
biatka ARNT (ang. aryl hydrocarbon receptor nucleus translocator — jadrowy translokator
receptora weglowodorowego arylu), ktore konkuruje z HIF-2a, uniemozliwiajac jego wigzanie
si¢ z HIF-B, co w konsekwencji zmniejsza syntez¢ EPO. Dodatkowy hamujacy wptyw na
wytwarzanie HIF-2a i EPO wywiera przeladowanie zelazem [21]. Powyzsze zjawiska
stymulujg ekspresje 1 produkcje hepcydyny, co ma ogromny wplyw na rozregulowaniu

gospodarki zelazem w PChN.

45  Rola wybranych czynnikéw bioracych udzial w gospodarce zelazem

45.1 Hepcydyna
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Hepcydyna, polipeptyd zbudowany z 25 aminkowasow, jest jednym z kluczowych elementow
regulujacych ogolnoustrojowy metabolizm zelaza [22]. Hepcydyna jest hormonem
wytwarzanym gldwnie w hepatocytach. Jej dziatanie polega na wigzaniu si¢ z ferroportyna, co
powoduje jej internalizacje¢ 1 degradacje w lizosomach. W rezultacie transport Zelaza z
dwunastnicy do krazenia jest zmniejszony, jednoczesnie hamowane jest uwalnianie zelaza z
makrofagdéw i hepatocytéw , co prowadzi w konsekwencji do uposledzenia dystrybucji zelaza
i obnizenia jego stezenia we krwi [23]. Produkcja hepcydyny wzrasta w odpowiedzi na
przetadowanie zelazem, przy wspoélistnieniu stanu zapalnego lub zakazenia, natomiast jej
synteza jest zmniejszona w sytuacji niedoboru zelaza, zwigkszonej erytropoezy (na przyktad w
odpowiedzi na podanie ESA) i niedotlenienia. Zelazo, zaréwno tkankowe, jak i znajdujace sie
we krwi krazacej, reguluje transkrypcje hepcydyny. Sygnat do ekspresji hepcydyny inicjowany
jest przez ligandy BMP wykorzystujace hemojuweling (HJV) jako koreceptor, ktory wigze si¢
z BMP6 i BMP2 i aktywuje szlak biatkowy BMP-SMAD (ang. suppressor of mothers against
decapentaplegic) w hepatocytach. Powyzsze zjawisko odgrywa kluczowa role w regulacji
metabolizmu zZelaza oraz wplywa na procesy zwigzane z niedotlenieniem oraz synteza EPO
[24,25]. W s$rodowisku niedoboru tlenu zwiekszone wytwarzanie HIF-2o stymuluje ekspresje
wierzchotkowych (DMT1) i bazolateralnych (FPN) transporterow zelaza. W sytuacji niedoboru
zelaza jego wchianianie jest zwigkszone w wyniku zmniejszenia syntezy hepcydyny, dzigki
czemu dochodzi do stabilizacji czasteczki HIF-2a [26]. Odwrotng sytuacja jest przetadowanie
zelazem, w wyniku czego zwigksza si¢ wytwarzanie hepcydyny i hamowany jest wychwyt
zelaza [27]. Hepcydyna w duzej mierze odpowiada za rozregulowanie metabolizmu zelaza w
przewlektej chorobie nerek. Wzrost jej stezenia zmniejsza ekspresjc FPN w blonach
komorkowych, a tym samym zmniejsza wchlanianie Zelaza w dwunastnicy oraz jego
odzyskiwanie z zapaséw zgromadzonych w komoérkach magazynujacych. Ekspresje i synteze
hepcydyny stymuluje stosowanie dozylnych preparatow zelaza, stan zapalny, $rodowisko
mocznicowe, a takze czynnik wzrostu fibroblastow 23 (FGF23) U chorych z PChN usuwanie
hepcydyny jest uposledzone z powodu zmniejszonej filtracji kiebuszkowej (eGFR). Zaréwno
erytropoetyna, jak i erytroferron, maja hamujacy wptyw na produkcj¢ hepcydyny [28,29].

Wzrost stezenia hepcydyny we krwi krazacej odgrywa kluczowa rolg w ograniczeniu
dostgpnosci zelaza dla prawidlowej erytropoezy. U pacjentow hemodializowanych st¢zenie
hepcydyny moze by¢ zwigkszone nawet 9-krotnie [30]. Przyczyna tego zjawiska jest

uposledzony klirens nerkowy, niewystarczajace usuwanie hepcydyny podczas dializy,
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przewlekty stan zapalny (zwigzany z retencjg toksyn mocznicowych, ekspozycja na cewniki,

ptyny i btony dializacyjne) i, paradoksalnie, podawanie pozajelitowych preparatéw zelaza.

Stezenie hepcydyny w surowicy jest odwrotnie proporcjonalne do eGFR, aczkolwiek zwigzek
ten jest wyrazny wylacznie w zaawansowanych stadiach PChN (G3b-5). Klirens nerkowy
wydaje si¢ by¢ istotnym sposobem eliminacji hepcydyny u pacjentow ze schytkowa
niewydolno$cig nerek, poniewaz chorzy ze stosunkowo dobrze zachowang resztkowa
czynno$cig nerek majg zwykle nizszy poziom hepcydyny w surowicy, niezaleznie od metody
dializy [31]. Nie mozna jednak wykluczy¢ wpltywu innych czynnikoéw, gdyz pacjenci z
bezmoczem maja jednoczesnie tendencj¢ do bardziej nasilonego stanu zapalnego i stresu

oksydacyjnego, ktére stymulujg produkcj¢ hepcydyny.

Hepcydyna jest substancja o $redniej masie czasteczkowej (2,71 kDa), dzieki czemu ulega
usuwaniu podczas dializy, jednak jej stezenie w surowicy wzrasta w ciagu kilku godzin po
zakonczeniu hemodializy [30,32]. Stopien usuwania hepcydyny zalezy m.in. od rodzaju
zastosowanej btony dializacyjnej (staby dla dializatorow low-flux i posredni dla dializatoréw
wysokoprzeptywowych), rodzaju transportu (dobre usuwanie podczas hemodiafiltracji online
(OL-HDF), gdzie dominuje udziat transportu konwekcyjnego) oraz tempa przeptywu krwi
przez dializator [32.33]. Wykazano, ze zastosowanie bardziej wydajnych technik pozwala nie
tylko na usunigcie znacznej iloSci hepcydyny, ale takze na istotne obnizenie poziomu
hepcydyny przed zabiegiem. Wykorzystanie technik bazujacych na transporcie konwekcyjnym
1 wysokoprzepltywowych bton dializacyjnych wydaje si¢ by¢ sposobem na obnizenie poziomu

hepcydyny u pacjentow hemodializowanych [34,35].

Dializa otrzewnowa (PD) réwniez wydaje si¢ by¢ skuteczna w usuwaniu hepcydyny, jednak
niewiele jest danych na ten temat. W badaniu Matyszko 1 wsp. oceniono wptyw PD na poziom
hepcydyny w surowicy w poroéwnaniu z HD 1 HDF. Wykazano, Ze pacjenci dializowani
otrzewnowo maja istotnie nizsze st¢zenia hepcydyny w surowicy w poréwnaniu z chorymi
hemodializowanymi. Stwierdzono ponadto, ze podczas PD hepcydyna jest skutecznie usuwana
przez otrzewng, na co wskazywato wyzsze st¢zenie hepcydyny w dializacie niz w ultrafiltracie
uzyskanym podczas HD i HDF [36]. PowyzZsza obserwacja wydaje si¢ by¢ zwigzana z sama
fizjologia dializy otrzewnowej. PD jest technikg ciagla, wykorzystujaca transport dyfuzyjny,
ale tez konwekcyjny, drobno- i $rednioczasteczkowych substancji rozpuszczonych w wodzie.
Skuteczno$¢ usuwania hepcydyny zalezy m. in. od indywidualnych wiasciwosci btony
otrzewnowej. Klirens otrzewnowy hepcydyny i efektywno$¢ usuwania hepcydyny podczas PD
wymagaja dalszych badan.
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452 ERFE

Synteza erytroferronu (ERFE) przez erytroblasty zachodzi w odpowiedzi na wzrost aktywnoS$ci
erytropoetycznej, np. w niedokrwistosci lub po podaniu egzogennej EPO [37]. ERFE hamuje
produkcje hepcydyny, co powoduje zwigkszone wchtanianie zelaza i jego mobilizacje¢ z puli
magazynowej. Supresja hepcydyny w odpowiedzi na EPO odbywa si¢ za posrednictwem szlaku
sygnatowego, w ktorym role odgrywaja czasteczki SMAD (ang. suppressor of mothers against
decapentaplegic). ERFE sekwestruje ligandy receptora biatka morfogenetycznego kosci
(BMP), szczegdlnie BMP6, i hamuje fosforylacje SMAD1/5 w komoérkach Hep3b [38,39].
Niedobér ERFE w modelu mysim wigze si¢ z lagodng niedokrwistos$cig hipochromiczng i
op6znieniem supresji hepcydyny, np. po nasilonym krwawieniu lub podaniu EPO [37]. W
niektorych chorobach przebiegajacych z nieefektywna erytropoeza, takich jak B-talasemia,
stezenie ERFE byto znacznie zwigkszone [40]. U pacjentow z PChN, u ktoérych wydzielanie
endogennej EPO jest stosunkowo dobrze zachowane lub u chorych leczonych egzogennymi
preparatami EPO, stezenie ERFE jest zwickszone. Wydaje si¢, ze ERFE moze mie¢ modulujacy
wpltyw na gospodarke zelazowa W sytuacji zwigkszonego stgzenia hepcydyny [41]. Zakres
prawidtowych stezen i dziatanie ERFE nie sg dobrze poznane u pacjentow z PChN — niewiele
jest badan nad ERFE w tej populacji chorych, a ich wyniki niespojne [37,42-43]. We
wszystkich badaniach wykazano dodatnig korelacje miedzy stezeniem ERFE w surowicy a
poziomem EPO, a takze dawka ESA, natomiast zwigzek miedzy ERFE a innymi biomarkerami
metabolizmu Zelaza nie zostal jednoznacznie wykazany. W jednym z badan U pacjentow
hemodializowanych (HD) leczonych dlugo dziatajacymi ESA (darbepoetyna-a lub ciggly
aktywator receptora EPO) stg¢zenie ERFE wzrastato w krotkim czasie po podaniu ESA, a po
kilku godzinach dochodzito do obnizenia poziomu hepcydyny. Wykazana zostata istotna
statystycznie ujemna korelacja miedzy ERFE a stezeniem hepcydyny i ferrytyny oraz dodatnia
korelacja z rozpuszczalnym receptorem dla transferyny, co sugeruje, ze ERFE moze stanowic¢
kluczowy regulator mobilizacji zapasow zelaza dla erytropoezy stymulowanej przez ESA i
jednoczesnie moze mie¢ zastosowanie w monitorowaniu gospodarki zelazem u pacjentow z
PChN [42]. Korelacji takiej nie wykazano w innym badaniu, co moze wynika¢ z istotnego
wplywu stanu zapalnego na synteze hepcydyny, srodowiska mocznicowego lub uposledzonego
klirensu hepcydyny, w wyniku czego dochodzi do ostabienia hamujacego wptywu ERFE na
wydzielanie hepcydyny [37]. W celu wykazania modulujacego wptywu ERFE na gospodarke
zelazem, jak rowniez uzyteczno$ci ERFE jako biomarkera aktywnosci erytropoetycznej w

populacji z PChN, niezbedne sg dalsze badania.
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453 GDF 15

Czynnik réznicowania wzrostu 15 (GDF 15) nalezy do nadrodziny transformujgcego czynnika
wzrostu-B (TGF B). Wykazano zwigzek miedzy wzrostem stezenia GDF-15 a wystepowaniem
niektérych choréb autoimmunologicznych, m.in. cukrzycy t. 1 i tocznia rumieniowatego
uktadowego, a takze otytosci, chorob sercowo-naczyniowych i niealkoholowej sttuszczeniowej
choroby watroby (NAFLD) [44, 45]. Zaobserwowano rowniez, ze u pacjentow z PChN wzrost
stezenia GDF 15 wigzat si¢ z istotnie wyzszym ryzykiem progresji niewydolnos$ci nerek.
Podwyzszone stezenia GDF 15 obserwowane w wyzej wymienionych chorobach moga
odzwierciedla¢ mechanizm obronny i kompensacyjny, chronigcy przed uszkodzeniem tkanek,

a nie patomechanizm odpowiedzialny za ich wystapienie [46].

454 STIR

Receptor transferyny (TfR) jest biatkiem transbtonowymi obecnym na powierzchni praktycznie
wszystkich komorek, z wyjatkiem dojrzatych erytrocytow i niektorych wysokozréznicowanych
komorek. Rozpuszczalny receptor transferyny (sTfR) stanowi zewnatrzkomorkowy fragment
TR 2, a jego stezenie w surowicy jest proporcjonalne do zawartosci TfR w ustroju. TfR bierze
udzial w procesie pobierania zelaza zwigzanego z transferyng przez komorki. Stezenie sTfR
wrasta w stanach przebiegajacych ze wzmozong erytropoeza oraz w niedokrwistosci z
niedoboru zelaza [16,17]. W przeciwienstwie do ferrytyny, poziom sT{R nie zalezy od stopnia

nasilenia stanu zapalnego.

455 Zonulina

Zonulina jest biatkiem o masie czasteczkowej 47 kDa, ktore reguluje przepuszczalno$é bariery
jelitowej poprzez wptyw na $ciste polaczenia (ang. tight junctions) migdzy komorkami
nablonka [47]. Istnieja nieliczne badania na temat zonuliny w populacji chorych z przewlekta
chorobg nerek. Wiadomo, ze jej stezenie wzrasta w roznych stanach chorobowych, takich jak
celiakia, cukrzyca cigzowa, nowotwory jelit, nieswoiste zapalenia jelit i astma alergiczna
[47,48,53,54]. Zwigkszony poziom zonuliny w osoczu obserwowano rowniez u dzieci z
zespolem nerczycowym, chociaz nie korelowatl on ze stopniem nasilenia biatkomoczu. Wedtug
badan przeprowadzonych przez Matyszko i wsp., wydaje si¢, ze nie ma zwigzku migdzy
stezeniem zonuliny a gospodarka zelaza, a takze zonuling i nasileniem stanu zapalnego u

pacjentéw z PChN [49]. Inne badanie przeprowadzone u chorych hemodializowanych ujawnito
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znacznie podwyzszone stezenia zonuliny, a takze markerow stanu zapalnego (hsCRP i IL-6) w
grupie badanej w porownaniu z osobami zdrowymi. Jednak wynik ten nie wigzat si¢ ze
wzrostem stezenia lipopolisacharydéw lub d-mleczanu, ktore posrednio odzwierciedlajg
przepuszczalno$¢ jelit i nadmierny rozrost bakteryjny. Autorzy sugeruja, ze przewlekty stan
zapalny u pacjentow HD nie jest wynikiem wzrostu syntezy zonuliny i zwigzanej z nig

zwigkszonej przepuszczalnosci jelit [50].
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Rozdzial 5. Zalozenia i cel pracy

Celem pracy byta ocena gospodarki zelazem i stopnia kontroli niedokrwisto$ci u pacjentow ze
schytkowg niewydolnoscig nerek leczonych dializg otrzewnowa w zalezno$ci od wlasciwosci

btony otrzewnowej i resztkowej czynnosci nerek.

5.1  Materialy i metody

Do badania zakwalifikowani zostali pacjenci dializowani otrzewnowo z naszego Osrodka,
ktorzy spetnili kryteria wiaczenia. Kryteria wilaczenia obejmowaty: wiek > 18 lat, leczenie
dializg otrzewnowa (CADO lub ADO) od co najmniej 3 miesigcy | wyrazenie pisemnej
$wiadomej zgody na udzial w badaniu. Kryteriami wykluczajacymi z badania byly: ostre
zakazenie przebyte w ciggu ostatnich 4 tygodni, aktywny nowotwor ztosliwy, przetoczenie krwi
w ciagu ostatnich 4 tygodni, podanie dozylnego preparatu zelaza w ciagu ostatnich 4 tygodni,

niewydolnos$¢ watroby i jawne badz utajone krwawienie.

Zebrano szereg danych demograficznych i Klinicznych, w tym wiek, pte¢, przyczyna
niewydolnosci nerek, wspotchorobowos¢ wyrazona jako Charlson Comorbidity Index (CCI)
oraz czas trwania dializoterapii. Uwzglednione zostaly rowniez dane dotyczace leczenia
niedokrwistosci — dawki stosowanych doustnych preparatéw zelaza i czynnikow stymulujacych
erytropoeze (ESA); w tym wypadku byt to glikol metoksypolietylenowy epoetyny beta (ang.
CERA - Continuous Erythropoetin Receptor Activator).

Wyniki stezenia hemoglobiny (Hb), ferrytyny w surowicy (SF), zelaza w surowicy, catkowitej
zdolnosci wigzania zelaza (TIBC) uzyskano przy uzyciu standardowych metod laboratoryjnych
(zautomatyzowany system) w certyfikowanym lokalnym laboratorium centralnym. Wysycenie
transferyny zelazem (TSAT) obliczono jako stosunek zelaza w surowicy do TIBC i wyrazono

w procentach.

Zgodnie z definicja bezwzglednego 1 funkcjonalnego niedoboru zelaza pacjenci zostali
podzieleni na cztery grupy w zaleznosci od poziomu TSAT i SF: referencyjny poziom zelaza
(RIS) zdefiniowany zostat jako TSAT 20%-30% i SF 100-500 ng/ml, bezwzgledny niedobor
zelaza (AID) - TSAT <20% i1 SF < 100 ng / ml, funkcjonalny niedobdr zelaza (FID) - SAT <
20% i SF > 100 ng / ml. Wyrdzniono takze wysoki zapas zelaza (HIS) - TSAT > 30%, a SF >
500 ng / ml.
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W badaniu wykorzystano nast¢pujace dostepne na rynku testy:

e Biatko C-reaktywne o wysokiej czutosci - hsSCRP (R&D Systems, Inc. Minneapolis,
Stany Zjednoczone),

e Interleukina 6 - IL-6 (R&D Systems, Inc. Minneapolis, Stany Zjednoczone)

e Rozpuszczalny receptor transferyny - sTfR (R&D Systems, Inc. Minneapolis, USA)

e Hepcydyna-25 (Peninsula Laboratories International Inc., Stany Zjednoczone)

e Erytroferron - ERFE (SunRed, Szanghaj, Chiny)

e Czynnik roéznicowania wzrostu 15 - GDF15 (R&D Systems, Minneapolis, Stany
Zjednoczone)

e Zonulina (Immundiagnostik AG, Bernsheim, Niemcy).

Badane parametry oznaczano w surowicy i dializacie.

Test réwnowazenia otrzewnowego (PET), resztkowa czynno$¢ nerek (wyrazona jako
wspotczynnik przesaczania kiebuszkowego - GFR) i adekwatno$¢ dializy (wyrazong jako
Kt/V) zostaly obliczone przy uzyciu wersji oprogramowania Patient OnLine (Fresenius

Medical Care, Bad Homburg, Niemcy).

Wykorzystane do obliczen st¢zenia kreatyniny, mocznika, biatka i glukozy w surowicy, moczu
i dializacie uzyskano przy uzyciu standardowych metod laboratoryjnych (zautomatyzowany

system) w certyfikowanym lokalnym laboratorium centralnym.

Pacjenci zostali podzieleni na trzy grupy pod wzgledem transportu otrzewnowego na podstawie
D/P dla kreatyniny: wolny (<0,52), posredni (0,53-0,77) oraz szybki (>0.78). W celu dalszej
analizy, w oparciu o srednig + SD transportu otrzewnowego w catej badanej grupie, wyr6zniono
dwie podgrupy - “$rednio-szybka" (D/P dla kreatyniny > 0,65) i "$rednio-wolng" (D/P dla
kreatyniny < 0,65).

5.2  Stopien nasilenia niedokrwistosci w grupie badanej

Wiekszos¢ uczestnikow badania miata dobrze kontrolowang niedokrwisto$¢. 76% miato Hb >
10 g/dl, a wiekszo$¢ z nich (69%) miata dobrze wyréwnang gospodarke zelazem. Srednia
warto$¢ Hb w grupie badanej wynosita 10,91 &+ 1,27 g/dl. Ponad potowa pacjentow (54%) miata
stezenie Hb 10-11,6 g/dl, podczas gdy 24% miato Hb < 10 g/dl, a 22% > 11,6 g/ dl. W badaniu
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wykazaliSmy, ze pacjenci ze $rednig Hb > 11,6 g/dl mieli znamiennie lepiej zachowang
resztkowa czynno$¢ nerek, wyzsze stezenie albuminy w surowicy i nizsze st¢zenie ferrytyny w
surowicy. Mieli rowniez tendencj¢ do najnizszych stezen hepcydyny, ERFE i GDF15 w

surowicy, jednak roznice te nie byty statystycznie znamienne.

Prawie jedna czwarta pacjentdéw w badanej grupie miata stezenie hemoglobiny < 10 g/dl
pomimo znacznie wyzszej $redniej dawki CERA i lepiej wyréwnanej gospodarki zelaza,
wyrazone] wyzszym SF i TSAT. W porownaniu z pozostalymi pacjentami grupa ta miata
znacznie gorzej zachowang resztkowg czynno$¢ nerek i nizsze stezenie albuminy W surowicy.
Ponadto chorzy w tej grupie mieli tendencj¢ do bardziej nasilonego ogdlnoustrojowego i
wewnatrzotrzewnowego stanu zapalnego, co wykazano stwierdzajac wyzsze stezenia IL6 i hs-

CRP w surowicy i dializacie.

Stezenie Hb wykazywalo silng korelacje z resztkowa czynnoscig nerek (r = 0,53, p < 0,0001),
adekwatnoscig dializy (r = 0,4, p < 0,01) i stezeniem albuminy w surowicy (0,36, p < 0,01).
Sposrod biomarkerow gospodarki zelazem statystycznie istotng korelacje wykazano tylko z
ferrytyng w surowicy (SF; r = -0,47, p < 0,001). GFR silnie korelowat z Hb (r = 0,53, p <
0,0001) i dawkg CERA (r=-0,75, p < 0,0001), ale sposrod badanych biomarkeréw gospodarki
zelazowej jedynie z ferrytyng w surowicy (r=0,32, p <0,01) i GDF15 (r =-0,53, p < 0,01).

5.3  Klasyczne i nowe biomarkery gospodarki zelazem
53.1 TSAT iferrytyna

Sredni TSAT w catej grupie wynosit 33,5 + 13,1%, a srednie stezenie ferrytyny w surowicy
345 + 414,3 ng/ml. Wigkszos¢ pacjentow (69%) miata referencyjny poziom zelaza (RIS).
Bezwzgledny niedobor zelaza (AID) stwierdzono jedynie u 9% pacjentéw, podczas gdy wysoki
poziom zelaza (HIS) u 14%. Zaden z pacjentéw nie speniat kryteriow rozpoznania
funkcjonalnego niedoboru zelaza (FID). Pacjenci z grupy HIS mieli zwykle nizszy poziom Hb
pomimo najwyzszej sredniej dawki CERA, a takze wyzsze stezenia hepcydyny i erytroferronu
w surowicy 1 dializacie, jednak roznice te nie byly statystycznie znamienne. W grupie tej
zaobserwowano rowniez tendencj¢ do bardziej nasilonego stanu zapalnego, co odzwierciedlaty
wyzsze stezenia IL6 1 hs-CRP w dializacie. Wykazano ponadto, Zze pacjenci z nieoptymalnie
wyrownang niedokrwistoscig (Hb < 10 g/dl) 1 HIS mieli tendencj¢ do gorzej zachowanej RRF
i wyzszych stezen ferrytyny, hepcydyny, hsCRP i IL6, aczkolwiek rdznice te nie osiggnety
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istotnosci statystycznej. Silna korelacja miedzy GFR i Hb wyraznie wskazuje na Kluczowe
znaczenie resztkowej czynnosci nerek u pacjentow z ERSD. Lepiej zachowana RRF wigze si¢
z wyzsza hemoglobing w surowicy, zmniejszonym st¢zeniem wskaznikow stanu zapalnego i

lepszym rokowaniem [51-53].

5.3.2 ERFE

W calej grupie $rednie stgzenie erytroferronu wynosito 1,79 ng/ml. Stosunkowo wyzsze
stezenia obserwowano u pacjentdéw z wysokimi zapasami zelaza, a ERFE istotnie korelowato
jedynie z hepcydyna (0,4, p < 0,05), natomiast nie wykazano korelacji z innymi biomarkerami
gospodarki zelaza ani dawka CERA. Obserwacja ta byto do$¢ nieoczekiwana, poniewaz w
warunkach fizjologicznych ERFE wytwarzany jest w odpowiedzi na nasilong erytropoezg,
zwigkszajac dostgpnos$¢ zelaza poprzez hamowanie syntezy hepcydyny. Prawidlowe st¢zenia
ERFE i jego znaczenie kliniczne u chorych z PChN nie zostaly dotad zbyt dobrze
scharakteryzowane. Niewiele jest badan dotyczacych ERFE w PChN i ograniczajg si¢ one do
niedializowanych pacjentéw oraz chorych hemodializowanych. We wszystkich wcze$niejszych
badaniach wykazano dodatnig korelacje miedzy stezeniem ERFE w surowicy a poziomem
EPO, a takze dawka ESA, natomiast zalezno$§¢ migdzy ERFE a innymi biomarkerami
metabolizmu zelaza nie zostata jednoznacznie wykazana [42,43]. Regulatorowy wptyw ERFE
na homeostaze zelaza, a takze rola ERFE jako biomarkera aktywnos$ci erytropoetycznej u

pacjentéw dializowanych otrzewnowo wymagaja dalszych badan.

5.3.3 Zonulina

Niewiele jest badan nad zonuling w populacji chorych z PChN, szczegodlnie pacjentow
dializowanych otrzewnowo. Jedno z wcze$niejszych badan przeprowadzone u pacjentow
hemodializowanych wykazato znacznie zwigkszony poziom zonuliny, a takze wskaznikow
stanu zapalnego (hsCRP 1 IL6) w grupie badanej w poréwnaniu z osobami zdrowymi, co moze
sugerowacé rolg zonuliny w rozwoju ogdélnoustrojowego stanu zapalnego u pacjentoéw HD [49].
W naszym badaniu st¢zenie zonuliny w dializacie byto znamiennie wyzsze u pacjentow ze
,,Srednio-szybkim” transportem, co wykazywato dodatnig korelacje ze stopniem nasilenia stanu
zapalnego (stezenia hsCRP i IL-6 w surowicy), aczkolwiek w przypadku hsCRP nie osiggng¢to

istotnosci statystycznej. Obserwacja ta potwierdza wyniki wyzej wymienionego badania.
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5.3.4 Hepcydyna

Weczedniejsze badania potwierdzity zwigzek miedzy hepcydyna w surowicy a gospodarka
zelazowa 1 stopniem nasilenia niedokrwistosci u pacjentéw dializowanych otrzewnowo. W
badaniu Matyszko i wsp. stwierdzono, ze dializa otrzewnowa jest skuteczniejsza w usuwaniu
hepcydyny niz hemodializa czy hemodiafiltracja [36]. Jednoczesnie podkreslono wptyw RRF
na st¢zenie hepcydyny u pacjentdéw hemodializowanych i dializowanych otrzewnowych. W
naszym badaniu st¢zenie hepcydyny istotnie korelowato z SF (0,67, p < 0,001), TSAT (0,4, p
< 0,05), sTfR (0,46, p < 0,05), hs-CRP (0,51, p < 0,05) i dawka CERA (0,6, p <0,01).

535 sTfR

Rozpuszczalny receptor transferyny (STfR), w przeciwienstwie do ferrytyny, nie jest biatkiem
ostrej fazy, w zwiazku z czym wynik jego oznaczenie nie ulega zaktoceniu w stanie zapalnym.
Dzigki temu moze mie¢ zastosowanie W diagnostyce niedokrwisto$ci z niedoboru zelaza w
przewleklych chorobach przebiegajacych ze wzmozonym stanem zapalnym. W badanej
populacji stezenie sTfR korelowato dodatnio z poziomem hepcydyny i ferrytyny w surowicy
oraz hsCRP i IL6 w dializacie. Nasze wyniki nie sa zgodne z obserwacjami z badania
przeprowadzonego u pacjentow HD. Korelacja sSTfR z hsCRP i IL6 w dializacie moze by¢
wyrazem szczeg6lnych warunkow w jamie otrzewnej u pacjentow dializowanych otrzewnowo.
W badaniu Aldriwesh i wsp. wykazano, ze transferyna otrzewnowa, w przeciwienstwie do
transferyny w surowicy, jest dobrze wysycona zelazem i jednocze$nie stanowi czynnik ryzyka

rozwoju wewnatrzotrzewnowego zakazenia [55].

5.3.6 GDF 15

Rola GDF 15 jako biomarkera odzwierciedlajagcego gospodarke zelazowag nie jest jasna.
Niewiele jest dostgpnych badan nad GDF 15 u pacjentow z PChN, a ich wyniki nie sa do konca
jednoznaczne. GDF 15 nie byt dotad badany u dorostych pacjentow dializowanych
otrzewnowo. W badaniu populacji PD u dzieci wykazano wyzsze st¢zenia GDF 15 w
poréwnaniu osobami zdrowymi i dzie¢mi hemodializowanymi [56]. Autorzy powyzszego
badania nie oceniali GDF 15 w zaleznos$ci od rodzaju dializy (CADO vs ADO) ani transportu

otrzewnowego. Niniejsze badanie nie wykazato statystycznie istotnej ro6znicy miedzy obiema
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grupami pacjentow ze ,,Srednio-szybkim” i ,.$rednio-wolnym” transportem otrzewnowym.
Nasze oznaczenia GDF 15 w surowicy i dializacie populacji dorostych pacjentow

dializowanych otrzewnowo przeprowadziliSmy po raz pierwszy.

5.4  Wplyw transportu otrzewnowego na gospodarke zelazem

W niniejszym badaniu PMT silnie korelowal ze st¢zeniami w dializacie nastgpujacych
czynnikow: sTTR (0,38, p <0,05), hepcydyny (0,46, p <0,05), GDF15 (0,5, p <0,01) i zonuliny
(0,64, p < 0,001). Wykazano takze zalezno$¢ miedzy transportem otrzewnowym a IL6 w
surowicy (0,4, p = 0,03) oraz hs-CRP zarowno w surowicy (0,39, p = 0,04), jak i w dializacie
(0,38, p=0,04). Powyzsze wyniki mogg mie¢ zwigzek z wlasciwosciami btony otrzewnowej i
skutecznym usuwaniem tych czgstek na drodze konwekcji, ale moga réwniez swiadczy¢ 0
nasileniu ogolnoustrojowego i/lub miejscowego (wewnatrzotrzewnowego) stanu zapalnego.
Wiadomo, ze konsekwencja zapalenia toczacego si¢ w obrgbie otrzewnej jest szybszy transport

otrzewnowy 1 wzrost przepuszczalno$ci otrzewnej dla $rednich czastek i biatek.

W niniejszym badaniu wykazano, ze pacjenci ze ,,Srednio-szybkim” transportem otrzewnowym
mieli wyzsze st¢zenia sTfR, GDF15 i zonuliny w surowicy 1 dializacie. Grupa ta miata ponadto
tendencj¢ do wyzszych stezen hepcydyny w dializacie, co z kolei wykazywalo znamienng
korelacje z oznaczeniami w surowicy ferrytyny (0,38, p < 0,05), sTfR (0,51, p < 0,05) i TSAT
(0,4, p <0,05).

Pacjenci ze "S$rednio-szybkim" transportem otrzewnowym mieli tendencje do bardziej
nasilonego stanu zapalnego oraz wyzszych stgzen sTfR 1 zonuliny zar6wno w surowicy, jak i
w dializacie, jednak tylko poziomy IL6 w surowicy i zonuliny w dializacie osiagnely

znamiennos¢ statystyczna.

PMT silnie korelowat z CCI (r = 0,34, p < 0,01) i albuming surowicy (r = -0,25, p = 0,04), a
takze IL6 w surowicy (0,4, p = 0,03), hs-CRP w surowicy (0,39, p = 0,04) i w dializacie (0,38,
p = 0,04). Wykazano réwniez silng korelacje miedzy PMT a stezeniem nastepujacych
substancji w dializacie: sTfR (0,38, p < 0,05), hepcydyny (0,46, p < 0,05), GDF15 (0,5, p <
0,01) oraz zonuliny (0,64, p < 0,001). Ponadto st¢zenie hepcydyny w dializacie korelowata ze
stezeniem ferrytyny (0,38, p <0,05), sTfR (0,51, p <0,05) i TSAT (0,4, p < 0,05) w surowicy.
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Rozdzial 6. Publikacje stanowiace rozprawe doktorska

6.1  Biomarkers of iron metabolism in chronic kidney disease
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Abstract

Iron is the most abundant transition metal in the human body and an essential element required for growth and survival.
Our understanding of the molecular control of iron metabolism has increased dramatically over the past 20 years due to the
discovery of hepcidin, which regulates the uptake of dietary iron and its mobilization from macrophages and hepatic stores.
Anemia and iron deficiency are common in chronic kidney disease. The pathogenesis of anemia of chronic kidney disease
is multifactorial. Correction of anemia requires two main treatment strategies: increased stimulation of erythropoiesis. and
maintenance of an adequate iron supply to the bone marrow. However, there are still many uncertainties in regard to iron
metabolism in patients with chronic kidney disease and in renal replacement therapy. The aim of this review was to summa-
rize the current knowledge on iron metabolism in this population, including new biomarkers of iron status. There is an area
of uncertainty regarding diagnostic utility of both erythroferrone (ERFE) and hepcidin in end-stage renal disease (ESRD)
patients. Higher concentration of hepcidin in oligoanuric patients may reflect decreased renal clearance. Furthermore, the
hepcidin-lowering effect of ERFE in ESRD patients treated with erythropoiesis-stimulating agents (ESAs) may be blunted
by underlying inflammation and concomitant iron treatment. Thus, future studies should validate the use of ERFE as a bio-
marker of erythropoiesis and predictor of response to iron and ESA therapy in dialysis-dependent patients.

Keywords Iron metabolism - Hepcidin - Chronic kidney disease

Introduction (HD) have additional iron loss (up to 3 g per year) [4] as
a consequence of chronic bleeding, repeated phlebotomy

According to World Health Organization (WHO). anemia (venipuncture) and blood lost in the dialyzer and the lines.

is defined as a hemoglobin concentration below 13 g/dl for
adult males and below 12 g/dl for non-pregnant women [1].
The most common cause of anemia worldwide is iron defi-
ciency. while anemia of inflammation is the second most
prevalent type. Prevalence of anemia in patients with chronic
kidney disease (CKD) increases in more advanced stages
of CKD, affecting the majority of stage G4 patients (¢GFR
of 15 to 30 mV/min) [2, 3]. There are several underlying
factors contributing to anemia in this population—relative
erythropoietin deficiency, iron deficiency (both absolute and
functional), impaired hepcidin clearance, shorter erythrocyte
lifespan, and nutritional deficiencies (folic acid and vitamin
B12, among others). CKD stage G5 patients on hemodialysis

&4 Malyszko Jolanta
jolmal @ poczta.onet.pl

Department of Nephrology. Dialysis and Internal
Medicine, Medical University of Warsaw, ul. Banacha la,
02-097 Warsaw, Poland

Furthermore. both HD and peritoneal dialysis (PD) patients
are likely to develop chronic subclinical inflammation as a
result of exposure to dialyzer membrane and drains and non-
biocompatible dialysis fluid, respectively. Anemia in CKD
patients leads to reduced quality of life and cardiovascular
performance, cognitive impairment. increased rate of hospi-
talizations and increased mortality [4]. Additionally, anemia
may contribute to accelerated progression to end-stage renal
disease (ESRD) [5].

Iron metabolism

Iron is one of the essential elements in all living organisms.
Approximately 71% of total body iron is found in hemo-
¢lobin and myoglobin in ferrous state (Fe>*). 25% is con-
tained in storage proteins, ferritin and hemosiderin, in ferric
state (Fe**). The unique properties of iron, which can serve
as both acceptor and donor of electrons, are responsible for

a Springer
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its biologic functions but at the same time determine its tox-
icity. Excess iron may promote formation of reactive oxygen
species (ROS) and lead to oxidative stress via damage to
DNA, proteins and lipid membranes (Casu C Hepcidin ago-
nists as therapeutic tools). As a heme cofactor, hemoglobin
is responsible for transport of oxygen. Furthermore, iron is
one of the compounds of catalase, peroxidase, cytochromes
and other enzymes [6, 7]. Daily iron requirements amount
to approximately 25-30 mg [8. 9], while iron loss (resulting
from, e.g. menstruation, enterocyte and epidermal desqua-
mation, with traces of iron also found in sweat and urine)
constitutes 1-2 mg per day. There is no active mechanism
that enables the elimination of iron. As a result, to main-
tain adequate iron balance, intestinal absorption of the ele-
ment must cover daily iron loss. Healthy balanced diet pro-
vides approximately 10-20 mg of iron, of which 1-4 mg is
absorbed [6, 10]. Absorption of ferrous iron (Fe’*) takes
place in the apical enterocytes of the duodenum with the aid
of the Divalent Metal Transporter 1 (DMT1), while heme
can also be absorbed via Heme Carrier Protein 1 (HCP1) [4.
7]. Ferric iron (Fe™) is not easily absorbed; therefore, the
reduction of Fe** to Fe’T is required. This process is ena-
bled by duodenal cytochrome b-like ferrireductase enzyme
(Dcytb). Absorbed iron can be stored in the enterocytes in
ferritin-bound form (and usually lost as a result of entero-
cyte desquamation) or transported to the plasma via ferro-
portin (FPN1; also found in macrophages, hepatocytes and
the placenta), where it binds to transferrin, which requires
prior iron oxidation by hephaestin, a multicopper ferroxi-
dase present on the basolateral membrane of the enterocyte.
Transferrin, the essential iron-binding protein produced in
the liver, can reversibly bind two ferric ions, thus changing
its conformation to holotransferrin. Usually approximately
30~40% of transferrin molecules are saturated with iron,
which means that the majority of transferrin in the plasma
has conformation called apotransferrin and can buffer excess
iron, if necessary. Circulating holotransferrin can be taken
up by cells which have increased iron demands, e.g. erythro-
cyte precursors, via binding to transferrin receptor 1 (TfR1).
Holotransferrin enters the cytoplasm by means of endocyto-
sis and as a result of pH-associated change in conformation,
releases iron ions. Ferric iron is once again reduced to Fe**
and crosses endosomal barrier via DMT1 and is ready to
be incorporated into various enzymes or storage proteins
(Fig. 1).

Role of hepcidin
Hepcidin, a 25-amino acid polypeptide discovered in 2000,
is one of the key elements of systemic iron metabolism

[11]. Hepcidin is a hormone produced predominantly in
the hepatocytes and released into the plasma. It binds to

@ Springer

ferroportin present in the cell membrane of enterocytes and
macrophages and via tyrosine phosphorylation leads to inter-
nalization of ferroportin and eventually its degradation in the
lysosomes. As a result, iron transport from the duodenum to
the blood circulation is diminished, iron release from mac-
rophages and hepatocytes is blocked and, consequently, iron
recirculation is impaired and serum iron levels decrease [6].
Hepcidin production increases in response to iron overload,
inflammation or infection, while its synthesis is diminished
as a result of iron deficiency, increased erythropoiesis and
hypoxia. Hepcidin expression is regulated by numerous
proteins—bone morphogenetic protein-6 (BMP-6), hemo-
juvelin (HIV), human hemochromatosis protein (HFE),
transferrin receptors TfR1 and TfR2, among others. They
are influenced by both liver iron stores and circulatory iron
in the form of iron-bound transferrin (holotransferrin) [12,
13]. Increased iron levels stimulate production of BMP-6,
which binds to its receptor on the surface of hepatocyte and
forms a complex with HIV (a membrane-bound co-recep-
tor). This process induces SMAD (small mothers of decap-
entaplegic) phosphorylation pathway, leading to increased
expression of hepcidin genes. HFE forms a complex with
TfR and beta-2-microglobulin and TfR2, which in a not-
yet-known fashion induces transcription of hepcidin genes.
Mutations in the abovementioned proteins cause hereditary
hemochromatosis, which manifests itself in hepcidin defi-
ciency and iron overload [14]. Erythropoiesis stimulating
factors affect hepcidin synthesis as well—for example, in the
event of excessive erythropoiesis, erythropoietin (via bind-
ing with EPO receptor on the surface of hepatocytes) and
growth differentiation factor 15 (GDF-15) decrease expres-
sion of hepcidin [15]. Furthermore, increased erythropoiesis
is associated with elevated concentration of soluble transfer-
rin receptor (sTfR), which is cleaved from transmembrane
transferrin receptor expressed mainly in cells with high iron
demands [15].

Recently, a hormone erythroferrone (ERFE) has been
linked with erythropoiesis and iron balance. ERFE is synthe-
sized in erythroblasts in response to increased erythropoiesis
and it suppresses transcription of hepcidin in hepatocytes
and thus increases iron availability in conditions associated
with greater iron demand [16]. In murine models, ERFE
deficiency is associated with mild hypochromic anemia and
delayed hepcidin suppression following hemorrhage or EPO
injection, while in certain conditions with ineffective eryth-
ropoiesis, such as p-thalassemia, ERFE concentrations were
significantly increased [17] (Fig. 2).

Under hypoxic conditions, oxygen deficiency leads to
diminished transcription of hepcidin genes (and conse-
quently decreased production of hepcidin) via hypoxia-
inducible factors (HIF-1a, HIF-2a) [18]. HIFs activate the
expression of matriptase-2 (also known as the transmem-
brane protease, serine 6; TMPRSS6). which cleaves HIV
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Fig.1 Iron absorption and
metabolism. Deyth duodenal
cytochrome b-like ferrireduc-
tase, DMT1 divalent metal =
transporter 1, HCP1 heme car- @
rier protein 1, FPN/ ferroportin,
TfR1 transferrin receptor |

apotransferrin

from the HFE/TfR2/HJV complex. decreasing hepcidin syn-
thesis [19]. Recently, it has been suggested that iron affects
the release of fibroblast growth factor 23 (FGF-23)—a
marker of increased risk of cardiovascular incidents, espe-
cially in CKD patients [20-23]. However, outcomes from
clinical studies have so far been inconsistent; therefore, the
impact of iron on FGF23 is unclear [24-26]. Finally, stud-
ies in humans revealed that hepcidin is one of the acute-
phase proteins. It was proved that IL-1a, IL-1f, as well as
IL-6 stimulate its expression [11, 27] via activation of the
STAT3 transcription factor [28]—a mechanism responsible
for iron restriction in the event of bacterial infection. Fur-
thermore, mice with hepcidin antimicrobial peptide (HAMP)
gene overexpression were affected by inflammation-related
anemia of chronic diseases [29]. Conditions associated
with inflammation (e.g. chronic kidney disease) lead to
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hepcidin-mediated iron sequestration in the reticuloendothe-
lial cells and, consequently, decrease iron concentration in
the system. At the same time, iron distribution becomes
impaired; hence, iron availability for the synthesis of hemo-
globin is reduced. As a result, anemia of inflammation (ane-
mia of chronic diseases) develops [30]. In addition, in the
setting of inflammation, patients can have high ferritin lev-
els, low TSAT, and increased iron stores but still experience
restricted erythropoiesis resulting from “reticuloendothelial
blockade™ [5]. Moreover, functional iron deficiency, a state
of inadequate delivery of iron to the bone marrow in the
setting of adequate iron stores, is caused by impaired iron
mobilization (from the reticuloendothelial system [RES])
and/or increased bone marrow iron demand (as might be
secondary to reduced red cell life span and/or erythropoie-
sis-stimulating agents [ESA] use) [31]. Proinflammatory
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Fig.2 Increased erythroferrone production by erythroblasts suppresses hepcidin synthesis in the liver. Low hepcidin concentration increases iron
availability for erythropoiesis by enhancing iron absorption in the duodenum and iron release from macrophages in the liver and the spleen

cytokines are responsible for various processes typical of
anemia of chronic diseases—they suppress erythropoiesis
in the bone marrow, impair the production of erythropoietin
(EPO) [31, 32] and increase the rate of erythrophagocyto-
sis leading to shorter erythrocyte lifespan [6]. Moreover, in
the event of chronic kidney disease the clearance of hepci-
din is diminished and, as a result, its plasma concentration
increases.

Assessment of iron status

Understanding the dysregulation of iron metabolism is
essential for the precise assessment, predicting treatment
response as well as effective and safe treatment of anemia
of chronic kidney disease. A number of biomarkers of iron
status in chronic kidney disease have been used in clinical
settings. However, many of them are influenced by renal fail-
ure alone and concomitant inflammation. Due to these con-
founding effects on the interpretation of most of biomarkers,
the assessment of iron status in chronic kidney disease is still
achallenge [5, 33, 34].

Serum iron, transferrin (TT), total iron binding capac-
ity (TIBC, calculated as Tfx 1389), transferrin saturation
(TSAT, calculated serum iron/total iron binding capac-
ity x 100) and serum ferritin are traditionally used in the

@ Springer

evaluation of iron status and the diagnosis of iron defi-
ciency anemia (IDA) [35]. In general population, decreased
serum ferritin (< 15 ng/ml) and decreased TSAT (< 16%)
are used for diagnosis of iron deficiency (ID) and iron defi-
ciency anemia (IDA) in individuals without concomitant
inflammation [35]. The international guidelines for the
management of IDA in CKD use the same diagnostic tests;
however, they recommend different cutoff levels of serum
ferritin and TSAT for the diagnosis and initiation of iron
supplementation. Some guidelines recommend higher cutoff
levels of TSAT (<30%) and serum ferritin (<200-500 ng/
ml) [36, 37], while others, lower TSAT < 20% and serum
ferritin < 100 ng/ml [38—40]. The reason for the differ-
ence remains unclear, but at least in part, it may reflect
the consideration of the influence of inflammation on iron
metabolism disorders in CKD and the distinct prevalence
of inflammation severity between patient populations in
different countries. Regardless of the values adopted, the
numerous limitations of these diagnostic tools in the assess-
ment of iron stores in the storage and functional pools, and
in predicting the response to treatment should be empha-
sized. The traditional cutoffs of TSAT at<20% and serum
ferritin < 100 ng/ml have low sensitivity in iron deficiency
detection. In Stancu et al.’s [41] study, these indices identi-
fied only 17% patients with CKD stage 3-5 as iron defi-
cient whereas 50% prove to be iron deficient based on bone
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marrow iron staining. Another limitation of these biomark-
ers is scant ability to differentiate between absolute and
functional iron deficiency. It is assumed that low TSAT
combined with normal or elevated serum ferritin level is
diagnostic of functional iron deficiency [42]. However, if
functional iron deficiency results of supply/demand mis-
match, for example, during treatment with ESA, iron may
transfer from transferrin faster than it can be mobilized from
the iron stores, resulted in TSAT decrease [43].

The changes occurring in iron metabolism in CKD
patients are different from those observed in iron deficiency
in general population reflecting the effect of inflamma-
tion being a part of uremic state. With the progression of
kidney disease, the production of transferrin in the liver is
reduced, and in advanced stages of CKD, transferrin levels
are reduced by 30% [44, 45]. As an acute-phase reactant,
TIBC progressively decreases with kidney disease progres-
sion, and it leads to higher TSAT levels independent of iron
status (13) and reduces its credibility as a measure of iron
status and a threshold for initiating iron therapy in CKD
patients [46]. In the meanwhile, in the majority of patients
with stage 3—5 CKD, TSAT < 20% may correspond to serum
iron levels below the lower limit and be indicative of iron
deficiency [47]. It is postulated that more important parame-
ter to assess iron status and prevent iron-limited erythropoie-
sis in CKD patients is iron concentration rather than TSAT.
In recently published review, to avoid iron deficiency, target
serum iron of 60 pg/dl was assumed, which corresponds to
TSAT of 20% in CKD stage 3, and 22-25% in stage 4 or 5. It
is established in clinical practice that serum iron is the more
predictive index of iron sufficiency excluding iron-deficient
erythropoiesis in hemodialysis patients [48].

Ferritin as an acute-phase reactant is frequently ele-
vated in CKD patients irrespective of their iron stores [49].
Increased serum ferritin levels are the result of systemic
inflammation and correlate positively with the severity of
inflammation [50, 51]. Thus. the interpretation of serum fer-
ritin is complicated by concomitant inflammation [35, 45].
Under minor inflammation, the specificity of low serum fer-
ritin concentration of absolute iron deficiency diagnosis is
high [35, 52]. but if apparent inflammation is present, nor-
mal or elevated ferritin levels cannot exclude iron deficiency
in CKD [35, 52]. Inflammation may also reduce the predic-
tive value of serum ferritin for the response to iron supple-
mentation. The baseline ferritin level may be predictive of
the response to oral [53] and intravenous [54] iron treatment
only in patients with minor inflammation expressed as low
CRP level. Under concomitant inflammation, ferritin loses
its predictive value of the response to iron therapy. Moreo-
ver, in highly inflamed patients, not only ferritin but also
other biomarkers of iron metabolism (TSAT, CHr, or sTfR)
lose their value in predicting treatment response [55-57].
In these patients, the values of CRP, but not indices of iron

status may be predictive of the response to iron supplemen-
tation [55, 57], and there is no correction factor that could
applied in estimation of iron stores depending on ferritin
concentration [48].

The limitations of traditional biomarkers of iron metabo-
lism and the response to treatment created the need to search
for alternative diagnostic tools for iron management in CKD
patients.

Soluble transferrin receptor (ST{R) is produced by prote-
olysis of the membrane transferrin receptor (T{R). Its release
into circulation is increased in the setting of iron deficiency;
hence, sTfR has been evaluated as a potential biomarker
of iron deficiency. Soluble TfR is not an acute-phase reac-
tant and is less influenced by inflammation than other iron
metabolism indices [58]. The serum concentration of sTIR
is increased in hemodialysis patients with iron deficiency
and correlate inversely with iron available for erythropoiesis;
however, it is not able to detect occult iron deficiency [42,
59, 60]. Unfortunately, the interpretation is confounded by
the use of ESA [35, 45], and appears to represent erythro-
poietic activity rather than iron deficiency [42, 59, 60]. The
index of sTIR to log,, ferritin has better than TSAT and fer-
ritin predictive value of iron supplementation responsiveness
in hemodialysis patients [61]. The limitations of widespread
measurement of sT{R include not-established standard cut-
offs, costs and availability in the laboratory.

Other biomarkers of iron status include reticulocyte
hemoglobin content (CHr) and percentage of hypochromic
red blood cells (%Hypo). CHr provides an expression of iron
availability for erythropoiesis within 3—4 days [35. 45] and
CHr<27.2 pg is diagnostic for iron deficiency [35]. %Hypo
measures the concentration of hemoglobin in red blood
cells (RBC), which reflects absolute amount of hemoglobin
and the RBC size [35, 45] and serves as a sensitive marker
of iron deficiency [35, 45] and iron status changes in the
long-term assessment [35, 45]. Both these biomarkers are
influenced by inflammation [62, 63]. Nevertheless, CHr and
%Hypo have, compared to TSAT and serum ferritin, better
sensitivity and specificity to predict iron deficiency in late
stages of CKD [48]. CHr and %Hypo are predictive of iron
responsiveness [64, 65] with at least similar test accuracy
compared with traditional biomarkers in predicting hemo-
globin increase to intravenous iron administration [66]. It
needs to be highlighted that during iron supplementation
the temporal changes of CHr and %Hypo differs—CHr can
normalize within 2-3 days, whereas %Hypo can take even
months [48]. Unfortunately, both measurements are limited
by testing requirements. %Hypo must be tested on fresh
blood samples (within 6 h) and CHr is time sensitive due to
the maturation of erythrocytes [42].

Hepcidin, given its central role in iron metabolism reg-
ulation, has been evaluated as a biomarker of iron status
and iron responsiveness in CKD patients. Many studies
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have confirmed increased hepcidin levels in CKD patients
[67—69] Serum hepcidin levels have the strongest correla-
tion with serum ferritin, TSAT and sTfR [67. 70-72] and
are influenced by inflammation [67, 72, 73] iron and ESA
administration [67, 71, 72, 74] and dialysis clearance [68,
69, 75]. Due to a significant intra-individual variability. the
short-term measurement of serum hepcidin is not useful as
a biomarker of iron status in CKD patients [76, 77]. And
the interpretation of the serum hepcidin level must take into
account all confounding factors. Hepcidin is not a good pre-
dictor of the response to iron supplementation in dialysis
[57] and non-dialysis-dependent patients [78].

Soluble hemojuvelin (sHJV) has been explored as bio-
marker of iron status in patients without [79], and with
chronic kidney disease [80, 81]. Opposite to cell surface
HIJV, soluble HIV may act as an inhibitor of BMP signaling
and restrain hepcidin expression [82]. Some studies revealed
that sHJV may be increased in iron deficiency and decreased
during iron administration [82—-84], suggesting that sHIV
may be a diagnostic marker of iron status. One important
concern in soluble HI'V assessment is assay validity [81, 82,
835]. and future studies are needed to establish sHIV value as
biomarker of iron status and response to therapy.

Growth differentiation factor 15 (GDF135), secreted by
matured erythroblasts, is involved in hepcidin metabolism
and as such is potentially involved in iron metabolism [86].
However, available data on the role of GDF15 as the marker
of iron status are scarce. In fact, one study suggested that
GDF]15 is increased in iron deficiency [87]; the other did
not confirm it [88]. Moreover, serum GDF135 levels may be
influenced by kidney disease, malnutrition and inflammation
[89] complicating its usefulness as an iron status biomarker.

Plasma neutrophil gelatinase-associated lipocalin
(NGAL) is known as a predictor of kidney disease pro-
gression and marker of inflammation [90, 917. In addition,
NGAL influences iron sequestration; however, the way that
NGAL influences the iron balance depends on its form. The
bound form of NGAL decreases and free form of NGAL
increases the level of serum iron. Few studies evaluated the
usefulness of NGAL as a biomarker of iron stores in CKD
patients, suggesting its good specificity and sensitivity in the
detection of decreased iron stores [92, 93]; however, future
studies are needed to establish the role as a biomarker of
iron status.

In summary, we conducted a search in Medline, PubMed,
and Embase using the keywords: iron, biomarkers, kidney
failure, CKD, dialysis, hemodialysis, peritoneal dialysis. As
described in the Preferred Reporting Items for Systematic
reviews and Meta-Analyses (PRISMA) group [94]. We lim-
ited our search to adult patients and publications in English
and Polish till 2020. We found 541 articles. but only 102
articles were analyzed due to lack of information about full
data, and availability of abstracts only or duplication. The
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available data were very limited due to a high degree of
heterogeneity. Taking into account the drawbacks and some-
times limited data on the utility of alternative biomarkers
of iron status in chronic kidney disease, the traditional bio-
markers still remain the hallmarks of the assessment of iron
metabolism and responsiveness to iron therapy in this patient
population.

Therapeutic strategies

Therapeutic approach should begin with diagnosis and
elimination of the underlying condition responsible for iron
deficiency. Iron supplementation is the next step. Initiation
of iron in CKD patients with anemia should be based on
preexisting iron stores and the target Hb level that is desired.
Even though oral iron is generally considered sufficient in
CKD patients not on dialysis and PD patients, intravenous
form is the preferred route. especially in hemodialysis
patients. Oral iron is associated with poor intestinal absorp-
tion and adverse event-related (mainly gastrointestinal) low
adherence to therapy [94]. It needs to be emphasized that
the goal of treatment with iron is not to increase Hb levels
to the normal range but to reduce the risk of development of
severe anemia and associated complications and to minimize
the need for blood transfusions [4]. ESA therapy is gener-
ally initiated in ESRD patients with replete iron stores (i.e.
TSAT > 30% and/or ferritin> 500 mcg/l) whose Hb levels
are below 10 g/dl [95]. Failure to increase Hb concentration
after the first month of ESA treatment is defined by KDIGO
as ESA hyporesponsiveness—a poor prognostic factor in
terms of patient mortality [36]. There are several factors
responsible for ESA hyporesponsiveness—one of them is
inflammation. A new group of oral agents known as HIF
prolyl hydroxylase-inhibitors has been developed to improve
CKD-associated anemia. The beneficial effect of HIF stabi-
lizers on hemoglobin levels has been observed regardless of
the patient’s iron stores and inflammatory status [17]. How-
ever, the long-term safety of these novel agents, especially
regarding potential risk of tumorigenesis and worsening of
proliferative diabetic retinopathy, has yet to be established
[17, 96]. Additionally, the increased usage of intravenous
iron in hemodialysis patients during recent years has led to
increasing concern over the potential development of iron
overload [97, 98]. Recently, we reported that a substantial
number of hemodialysis patients have positive labile plasma
iron after intravenous iron administration, which positively
correlated with laboratory parameters that are currently in
routine clinical use for detecting iron overload and with
higher intravenous iron dose [99]. Thus. we suggest to per-
form further studies to establish the clinical implications
of labile plasma iron, a component of nontransferrin-bound
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iron which may be a more accurate indicator of impending
iron overload monitoring in hemodialysis patients.

Conclusion

CKD patients tend to have subclinical inflammatory-related
immune activation. The pathogenesis of chronic inflamma-
tion in CKD is still not fully understood, yet the proposed
underlying factors include oxidative stress, cellular senes-
cence, hypoxia, exogenous factors (such as dialyzer mem-
brane or central venous catheter), immune dysfunction, gut
dysbiosis and retention of uremic toxins [100]. Inflamma-
tory blockade is associated with resistance to erythropoi-
etin despite iron availability. which is more clearly under-
stood now that the role of hepcidin in iron metabolism
has been identified. Studies conducted so far revealed that
serum ERFE concentration increases in response to ESA
treatment in CKD patients, while the correlation between
ERFE and hepcidin remains unclear [101]. Despite having
classical iron biomarkers, we still looking for new ones to
improve our diagnostic and predictive tools. There is an area
of uncertainty regarding diagnostic utility of both ERFE and
hepcidin in ESRD patients [102]. Higher concentration of
hepcidin in oligoanuric patients may reflect decreased renal
clearance. Furthermore, the hepcidin-lowering effect of
ERFE in ESRD patients treated with ESAs may be blunted
by underlying inflammation and concomitant iron treat-
ment. Up to date, we have no cost-effective analytical tests
to assess iron metabolism in patients with CKD. Therefore,
future studies should validate the use of ERFE as a bio-
marker of erythropoiesis and predictor of response to iron
and ESA therapy in dialysis-dependent patients.
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Iron status and anemia control are
related to peritoneal membrane
properties in peritoneally dialyzed
patients

Tomasz Gtogowski, Ewa Wojtaszek and Jolanta Malyszko*

Department of Nephrology, Dialysis and Internal Medicine, Medical University of Warsaw, Warsaw,
Masowvian, Poland

Background: Characteristics of peritoneal membrane is unique and individually
different in peritoneal dialysis patients. Relationship between specific nature
of peritoneal transport, anemia and inflammation has not yet been extensively
studied. We attempted to outline the complex interplay of several biomarkers of
iron status and their association with peritoneal transport, degree of inflammation
and residual renal function.

Methods: A total of 58 patients treated with peritoneal dialysis either CAPD
or APD for at least 3 months were enrolled in this study. Full blood count,
traditional markers of iron status (transferrin saturation-TSAT and ferritin), serum
erythroferrone-ERFE, soluble transferrin receptor (sTfR), hepcidin, zonulin, growth
differentiation factor —15 (GDF15), IL-16, hsCRP and hypoxia-inducible factor—a
(HIF-1-¢; in serum and dialysate) were measured using commercially available
tests. We also performed Peritoneal Equilibrium Test and assessed GFR level

Results: Hb levels above 10 g/dL was found in 74% of patients. Hb levels positively
correlated with residual renal function and nutritional status. Adequate iron status
was diagnosed in 69% of subjects, only in 9% of patients, criteria for absolute
iron deficiency were met. Serum ERFE correlated inversely with hepcidin levels
but was not associated with erythropoietin stimulating agent dose. Peritoneal
transport had strong correlation with dialysate sTfR (p < 0.05), dialysate hepcidin
(p <0.05), dialysate GDF15 (p < 0.01) and dialysate zonulin (p < 0.001) levels, as well
as serum IL6 (p = 0.03), serum hs-CRP (p = 0.04) and dialysate hs-CRP (p = 0.04).

Conclusion: Residual kidney function contributes considerably to better
control of anemia. Various degree of inflammation is inherent to PD patients.
Additionally, fast-average peritoneal transport is associated with greater degree
of inflammation and higher concentration of markers of iron status, GDF15 and
zonulin in dialysate. This finding may indicate more effective clearance of higher-
range middle molecules in fast-average transporters. The role of ERFE as a marker
of erythropeoiesis in PD patients requires further investigation.

end-stage renal disease, peritoneal dialysis, anemia, iron homeostasis, hepcidin,
erythroferrone, GDF15, zonulin
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Introduction

Anemia affects the majority of patients with end-stage renal
disease (ESRD). Several mechanisms have been suggested to
contribute to anemia of chronic kidney disease (CKD) with relative
erythropoietin deficiency, iron deficiency and maldistribution,
shortened erythrocyte lifespan, nutritional deficiencies and chronic
inflammation {1, 2).

Up to date, the management of anemia and iron metabolism
disturbances and outcomes in predialysis CKD and hemodialysis
patients have been extensively studied. There are few studies that have
examined characteristics of anemia and iron status in peritoneal
dialysis (PD) patients. In recently published large international study
it has been shown that more than half of PD patients have a various
degree of anemia, and, regardless of iron supplementation, a certain
percentage of them has disequilibrium of iron status (3, 4). Abnormal
iron status is associated with increased risk of all-cause and
cardiovascular mortality (5, 6). Furthermore, it is a factor in terms of
both risk and prognosis for PD-related infectious complications (7, 8).

Population of PD patients tends to differ from HD patients in
several regards, which may impact iron homeostasis and anemia. They
tend to have better preserved residual kidney function and less iron
loss as a result of dialysis technique. At the same time chronic,
subclinical or overt inflammation at both systemic and intraperitoneal
levels commeonly affects PD patients. The underlying mechanisms of
inflammation in peritoneal dialysis patients are complex and result
from direct stimulation of cytokine generation by uremic milieu and
impaired renal clearance of inflammatory cytokines, as well as
cumulative peritoneal membrane injury and dysfunction stemming
from exposure to non-biocompatible dialysis fluids, episodes of
PD-associated peritonitis, biofilm formation within catheter lumen
and endotoxemia by translocation of macromolecules from the
intestine (2-11). Furthermore. intravenous iron administration causes
oxidative stress and inflammation and may affect intraperitoneal
homeostasis (12, 13). Available data suggest that systemic and local
intraperitoneal inflaimmation reflect distinct processes and sequelae,
and in particular the significance and impact of intraperitoneal
inflammation on iron homeostasis requires further elucidation.

PD is a continuous technique with effective diffusive and
convective transport of small- to middle-molecular solutes. However,
data regarding the efficacy of removal of molecules involved in iron
homeostasis are scarce. It has been demonstrated that, compared to
HD patients, PD patients have significantly lower serum hepcidin
levels, and dialysate hepcidin concentrations are higher that of HD
ultrafiltrate (14). It suggests that hepcidin may be effectively removed
via peritoneal membrane, however peritoneal hepcidin clearance was
evaluated only in one small study (15). It should be emphasized that
individual properties of peritoneal membrane may also influence
efficacy of removal of hepcidin and other solutes.

To the best of our knowledge, the influence of peritoneal
membrane transport on iron metabolism in peritoneal patients has
not been investigated so far.

Objectives

The aim of the study was to assess iron status and anemia control in
end-stage renal disease patients on peritoneal dialysis depending on the
properties of the peritoneal membrane and residual renal function.

Frontiers in Medicine

10.3389/fmed.2023.1148094

Materials and methods

The patients in our PD program who fulfilled inclusion criteria
entered the study. Inclusion criteria were: age > 18 years, treatment
with PD (CAPD or APD) > 3 months and written informed consent
for participation. Exclusion criteria were: acute inflammation
within previous 4 weeks, active malignancy, blood transfusion in
the last 4weeks, use of intravenous iron in the last 4 weeks, liver
failure and evident/occult bleeding as shown in flow chart on
Figure 1.

The study protocol was approved by the Ethics Committee of
Medical University of Warsaw, and carried out in accordance with
the Declaration of Helsinki.

Data collection

Demographics and clinical data including age, gender, primary
kidney disease, comorbidity burden assessed by Charlson
Comorbidity Index (CCI), and dialysis vintage were collected.

Anemia treatment—oral iron and Erythropoietin Stimulating
Agent (ESA) doses were collected. All patients received CERA
(Continuous ~ Erythropoetin  Receptor  Activator—methoxy
polyethylene glycol-epoetin beta).

Hemoglobin concentration (Hb), serum ferritin (SF), serum
iron, total iron-biding capacity (TIBC) were obtained using
standard laboratory methods (automated system) in certified local
central laboratory. Transferrin saturation with iron (TSAT) was
calculated as the ratio of serum iron and TIBC and expressed
as percentage.

According to the definition of absolute and functional iron
deficiency patient were categorized into four group based on the
levels of TSAT and SF: reference iron status (RIS) defined as TSAT
20%-30% and SF 100-500ng/mL, absolute iron deficiency (AID)—
TSAT < 20% and SF<100ng/mL, functional iron deficiency
(FID)—SAT < 20% and SF>100ng/mL, and high iron status
(HIS)—TSAT > 30% and SF > 500 ng/mL.

Commercially available tests were used to measure high
sensitivity C-reactive prate‘m—hsCRP (R&D Systems, Inc.
Minneapolis, United States), interleukin 6—IL-6 (R&D Systems,
Inc. Minneapolis, United States), soluble transferrin receptor—sTfR
(R&D Systems, Inc. Minneapolis, USA), hepcidin-25 (Peninsula
Laboratories International Inc., United States), erythroferrone—
ERFE (SunRed, Shanghai, China), growth differentiation factor
15—GDF15 (R&D Systems, Inc. Minneapolis, United States),
zonulin (Immundiagnostik AG, Bernsheim, Germany). The assays
were performed in serum and in dialysate.

Standard Peritoneal Equlibration Test (PET), residual renal
function (expressed as glomerular filtration rate—GFR) and dialysis
adequacy (expressed as Kt/V) were calculated using Patient OnLine
software version (Fresenius Medical Care, Bad Homburg,
Germany). Serum creatinine, urea, protein and glucose, dialysate
creatinine, urea, protein and glucose, and urine creatinine, urea and
protein for calculations were obtained using standard laboratory
methods (automated system) in certified local central laboratory.
Patients were divided into three peritoneal membrane transport
groups based on D/P creatinine: slow, <0.52; average, 0.53-0.77;
fast, =0.78. For further analysis, based on the meanzSD of
peritoneal membrane transport in the entire study group, two
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[ Patients referred for PD in 2020-2022

| Ide ntification I _— | Patients from our outpatients unit, other units: n = 75

Patients screened: n = 70

Patients screening faiure: n= 6

Eligibility

Patients assessed for eligibility: n = 64

Inclusion criteria:

+age 2 18 years

= treatment with PD (CAPD or APD) 2z 3 months
+ wiitten informed concept participation

Exclusion criteria:

= acute inflammation within previous 4 weeks
= active malignancy

* blood transfusion in the last 4 weeks

« use of intravenous ironin the last 4 weeks
« liver failure

+ evident/occult bleeding

!

Exclusion based on inclusion and exclusion criteria: n= 6

]

Patients included to the study

Patients included: n = 58

FIGURE 1
Flow chart on the PD population included in the study.

transport subgroups were distinguished—"fast-average” (D/
Pcreatinine > 0.65), and “slow-average” (D/Pcreatinine < 0.65).

Statistical analysis

Data are presented as mean and standard deviation, median
(lower and upper quartile) or frequencies and percentages for
categorical variables. Differences between study groups were tested
using the Mann-Whitney U-test, Kruskal-Wallis test, and
differences in the relative frequencies were tested using the
Pearson chi-square test. A value of p<0.05 was considered
statistically significant.

Analyses of the correlation of each parameter were performed
using Person or Spearman correlation coefficients. p<0.05 was
considered statistically significant.

All calculations were performed using STATISTICA software
package (version 13), StatSoft Poland.

Results

A total 58 patients met predefined inclusion criteria and were
enrolled to the present study.

Frontiers in Medicine

Demographic and clinical characteristics of the studied group are
presented in Table 1.

Anemia control

Mean Hb in the studied group was 10.91+1.27 g/dL. The
majority of patients (54%) had Hb 10-11.6 g/dL, while 24% had
Hb<10g/dL, and 22%>11.6g/dL. The characteristics of the
patients in each of the quartiles of Hb are presented in Table 2.

Patients with mean Hb>11.6g/dL had significantly better
preserved residual kidney function, higher serum albumin and lower
serum ferritin levels. They also tended to have the lowest serum
hepcidin, ERFE and GDF15 levels, however differences did not reach
statistical significance.

Almost a quarter of the patients in the study group had a hemoglobin
concentration < 10 g/dL despite a significantly higher median CERA dose
and better iron metabolism control expressed by higher SF and
TSAT. Compared to the others, these patients had significantly lower
residual renal function and serum albumin levels. They also tended to
have more systemic and intraperitoneal inflammation, as suggested by
higher serum and dialysate concentrations of IL6 and hs-CRFP.

Hb strongly correlated with residual renal function (r=053,
p <0.0001), dialysis adequacy (r=0.4, p <0.01) and serum albumin
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TABLE 1 Demographic and clinical characteristics of the studied group.

Age (years) 49417
Male sex (1, %) n =28 (48%)
Charlson comorbidity index (CCI) 513
The cause of kidney disease: (n, %)

« Diabetic nephropathy n=5(8%)
« Glomerulonephritis =29 (50%)
+ Hypertensive/vascular n=4(7%)
« Interstitial nephropathy n=10(17%)
- ADPKD n=5(8%)
» Other/unknown n=6(10%)
Dialysis vintage (months) Median 9 (3-186)
Dialysis method

CAPD (1, %) 27 (47%)
APD(n. %) 31(53%)
PMT (D/Pcreatinine) 0652011
GFR (mL/min} 5841424
Ku'v 259084
CERA users (n, %) 26 (45%)
Oral iron users (1, %) 14(24%)

CAPD, Continuous Ambulatory Peritoneal Dialysis; APD, Automated Peritoneal Dialysis; PMT,
peritoneal port; GFR, gl filtration rate; CERA, Continuous Erythropoetin
Receptor Activator; ADPKD, Autosomnal Dominant Polycystic Kidney Disease.

(0.36, p <0.01). Among iron status biomarkers, statistically significant
correlation was revealed only with serum ferritin (SF; r=—0.47,
p <0.001). Details are presented in Table 3.

GFR strongly correlated with Hb (r=0.53, p<0.0001) and
CERA dose (r=-0.75, p<0.0001), but among iron status
biomarkers only with serum ferritin (r=0.32, p<0.01) and GDF15
(r=—0.53, p<0.01).

[ron status

Mean TSAT in the entire group was 33.5+13.1%, and mean
serum ferritin 345+ 414.3 ng/mL. The majority of patients (69%) had
reference iron status (RIS). Absolute iron deficiency (AID) has been
found only in 9% of patients while high iron status (HIS) 14%. None
of the patients met the criteria for the diagnosis of a functional iron
deficiency (FID). The characteristics of patients stratified by iron
status are presented in Table 4.

Patients in HIS group tended to have worse preserved RRF and
lower Hb level compared to others despite higher CERA doses. They
had higher serum and dialysate hepcidin and erythroferrone levels,
however the differences did not reach statistical significance. In this
group, there was also a trend toward more intense inflammation,
especially in relation to higher concentrations of IL6 and hs-CRP in
the dialysate.

In the entire studied group, ERFE correlated significantly only with
hepcidin (0.4, p<0.05), but not other iron status biomarker or
CERA dose.
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Hepcidin correlated significantly with SF (0.67, p <0.001), TSAT
(0.4, p <0.05), sTIR (0.46, p <0.05), hs-CRP (0.51, p <0.05) and CERA
dose (0.6, p <0.01). Details are presented in Table 5.

Iron status and peritoneal membrane
transport

The majority of patients (65%) had average peritoneal membrane
transport (D/Pcreatinine 0.53-0.77), 21% had slow peritoneal
membrane transport (D/Pcreatinine < 0.52), and 14% had fast
peritoneal membrane transport (D/Pcreatinine > 0.78). In each of the
iron status categories the proportion of patients with particular type of
peritoneal membrane transport was similar (RIS: average PMT 67%,
slow PMT 18%, fast PMT 15%; HIS average PMT 63%, slow PMT 25%,
fast PMT 12%; AID average PMT 60%, slow PMT 20%, fast PMT 20%).

For further analysis, based on the mean+SD of peritoneal
membrane transport in the entire study group, two transport subgroups
were distinguished—"fast-average” (D/Pcreatinine > 0.65), and “slow-
average” (D/Pcreatinine < 0.65). The dinical characteristics of the
subgroups are presented in Table 4, and data on iron biomarkers in
serum and dialysate assessed by us are presented in Table 6.

“Fast-average” transporters tended to have more severe
inflammation and higher serum and dialysate levels of sTfR and
zonulin, however, only serum IL6 and dialysate zonulin reached
statistical significance.

PMT strongly correlated with CCI (r=0.34, p<0.01) and serum
albumin (r=—0.25, p=0.04) as well as serum IL6 (0.4, p=0.03), serum
hs-CRP (0.39, p=0.04) and dialysate hs-CRP (0.38, p=0.04). Strong
correlation was also revealed between PMT and dialysate sTfR (0.38,
p<0.05), dialysate hepcidin (0.46, p<0.05), dialysate GDF15 (0.5,
p<0.01) and dialysate zonulin (0.64, p<0.001) levels.

Moreover, dialysate hepcidin correlated with serum ferritin (0.38,
p<0.05), TR (0.51, p<0.05) and TSAT (0.4, p<0.05).

Discussion

In the study, we present preliminary data exploring the relationship
between iron status and peritoneal membrane transport. We assumed
that intraperitoneal milieu and properties of the peritoneal membrane
can affect iron homeostasis as a result of local intraperitoneal
inflammation and, potentially, clearance of molecules involved in iron
metabolism. To our knowledge this is the first study which evaluates
iron metabolism biomarkers in dialysis effluent and estimates the
relationship between PMT category and biomarkers of iron homeostasis.

Maost of the study participants had well controlled anemia. 76% had
Hb > 10g/dL, and the majority of them (69%) had well-balanced iron
status. Only 9% patients met the criteria for absolute iron deficiency,
while none had functional iron deficiency. Our results stand out
significantly from the literature data according to which iron deficiency
prevalence exceeds 26% (6, 8, 16). At least in part, this may be due to the
fact that current analysis excluded patients with conditions that may
have at least potentially contributed to absolute or functional iron
deficiency. Fourteen percent of patients in our cohort had high iron
status, comparable to other reports (6, 8). These patients tended to have
the lowest Hb level despite the highest median CERA dose, and worse
preserved RRE Although the differences were not statistically
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TABLE 2 Characteristics of patients according to Hb level.

Hb<10 g/dL Hb 10-11.6 g/dL Hb>116g/dL P
Age (years) 46119 49+ 16 54119 NS
CCI 4513 45122 53129 N5
CERA 62.5 (0-110) 30(0-75) 0 <0.01
GFR (ml/min} 1.5{(0-4.1} 5.6 (L8-8.8) 9.4 (6.0-1L.6) <0001
KV 215207 2642065 293+1.19 NS
PMT { D/Pcreatinine) 0.64+0.12 D64£0.12 0.66+0.1 NS
Serum albumin (g/dL) 35306 3751045 3994031 <0.05
Serum ferritin (ng/mL) 368 (290-643) 206 (144-337) 173 (111-208) <0.05
TSAT (%) 3641145 333x124 3L0+136 NS
Erythroferrone (ng/mL) 161 (0.84-3.47) 2.28(1.47-53) 1.34 (0.81-3.17) NS5
Serum sTIR (nmol/L) 4661142 358182 41.8£7.7 NS
Dialysate sTIR (nmaol/L) 0.1 (0.06-0.13) 0.06 (0.01-0.18) 0.04 {0.03-0.2) NS
Serum Hepcidin (ng/mL) 72.2(59.2-128.1) 94.5 (40.2-140.7) 33.4(259-754) NS
Dialysate Hepcidin (ng/mL) 9.4 (8.8-28.9) 7.9 (54-18.5) 103 (7.9-38.8) NS
Serum hs-CRP (ng/mL) 4,998 (1,345-11,200) 1,403 (710-2,972) 1,322 (996-2,858) NS
Dialysate hs-CRP (ng/mL) 35.6(10.3-1179) 11.9(3.5-78.8) 14.6 (7.9-27.9) NS
Serum L6 (pg/mL} 9.14 (8.16-14.84) 5.69 (3.4-11.3) 5.7 (41-7.78) N5
Dialysate IL6 (pg/mL) 85.0(50.6-102.9) 37.1(6.4-75.8) 46.4 (25.8-67.1) NS5
Serum GDF15 (pg/mL) 3,873 (3,630-4,495) 3,182(2,237-4,193) 2,982 (2,346-3,602) NS
Dialysate GDF15 {pg/mL) 391 (375.5-454.3) 310.3 (102.8-551.9) 218.8 (201.6-575.0) NS
Serum Zonulin (ng/mL) 733 (64.2-77.2) 58.5(54.2-64.3) 61.1 (59.4-66.6) NS
Dialysate Zonulin (ng/mL} 0.75 (0.65-0.97) 0.54 (0.3-0.66) 0.6 (0.54-1.13) NS

‘CCI. Charlson Comorbidity Index; GFR, glomerular filtration rate; PMT. peritoneal membrane transport; CERA, Continuous Erythropoetin Receptor Activator; TSAT, transferrin saturation

with iron; sTiR, soluble transferrin receptor; hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; IL-6, interleukin 6; GDF135, growth ditferentiation factor 15.

significant, the characteristics of patients with suboptimal anemia
control (Hb< 10g/dL) and HIS, showed that they tended to have worse
preserved RRF and higher levels of ferritin, hepcidin, hsCRP and ILé.
‘The weakness of statistical significance of the observed relationships
may result from the relative homogeneity and small size of the group.
Nevertheless, strong correlation between GFR and Hb clearly
demonstrates the paramount importance of residual renal function in
patients with ERSD. It has been ascertained that RRF is associated with
higher serum hemoglobin, decreased circulating inflammatory markers,
and better clinical outcomes in several regards (17-19).

In the entire group median erythroferrone level was 1.79ng/
mL. Relatively higher levels were observed in patients with high iron
status, and ERFE correlated significantly only with hepcidin, but not
CERA dose. This finding was unexpected, because physiologically
ERFE is produced in response to increased erythropoiesis and
increases iron availability via suppression of hepcidin. Nevertheless,
ERFE concentration and its significance in CKD patients are not well-
characterized, and information on ERFE in CKD is scarce and, in fact,
limited to CKD non-dialysis-dependent and hemodialysis patients. In
all prior studies positive correlation between serum ERFE levels and
serum EPO, as well as ESA dose. Was confirmed, while the relationship
between ERFE and biomarkers of iron metabolism has not been
clearly demonstrated (20-22). Honda et al. revealed statistically
significant negative correlation between ERFE and hepcidin and
ferritin levels, and a positive correlation with soluble transferrin

Frontiers in Medicine

receptor (20). The inverse relationship between ERFE and biomarkers
of iron metabolism (serum iron and ferritin) was confirmed in the
cohort of CKD and HD patients in the Spoto et al. study (22).
Meanwhile, in the Honda et al. study, ERFE did not correlate with
hepcidin or any biomarker of iron metabolism (21). The modulatory
effect of ERFE on iron homeostasis, as well as a role of ERFE as a
biomarker of erythropoietic activity in PD patients, and generally in
CKD population, need evaluation in future studies.

There is some evidence that systemic and intraperitoneal iron
status may differ in patients on peritoneal dialysis (7). However,
intraperitoneal iron biology and the impact of individual difference in
peritoneal membrane properties on iron status in PD patients are
poorly studied.

In our study PMT strongly correlated with dialysate sTfR (0.38,
p<0.05), dialysate hepcidin (0.46, p<0.05), dialysate GDF15 (0.5,
p<0.01) and dialysate zonulin (0.64, p <0.001) levels, as well as serum
IL6 (0.4, p=0.03), serum hs-CRP (0.39, p=0.04) and dialysate hs-CRP
(0.38, p=0.04). It is unclear if the abovementioned findings are
associated with the properties of the peritoneal membrane and
elimination of these molecules via convective transport, or due to
systemic and/or local intraperitoneal inflammation. This observation
needs to be elucidated further. So far, only peritoneal hepcidin
clearance using peritoneal equilibration test was evaluated and
confirmed in one small study (15). At the same time, fast peritoneal
transport associated with intraperitoneal inflammation results in high
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TABLE 3 Correlations between hemoglobin and studied parameters.

Hemoglobin P

10.3389/fmed.2023.1148094

CCI 0.15 NS
CERA —0.47 <0.0001
GFR (mL/min) 053 =<0.0001
K 0.4 =<0.01
PMT (D/Pcreatinine) —0.02 NS
Serum albumin (g/dL) 036 =0.01
Serum ferritin (ng/mL) —0.47 <0.001
TSAT (%) -0,15 NS
Erythroferrone (ng/mL) —0.06 NS
Serum sTR (nmol/L) -0.09 N§
Dialysate TR (nmol/L) —0.16 NS
Serum Hepcidin (ng/ml) -2 NS
Dialysate Hepcidin (ng/mL) 0,19 NS
Serum hs-CRP (ng/mL) —022 NS
Dialysate hs-CRP (ng/mL) —0.22 NS
Serum IL6 (pg/mL) —0.37 NS
Dialysate IL6 (pg/mL) —036 NS
Serum GDF15 (pg/mL) —0.29 NS
Dialysate GDF15 (pg/mL) -0.15 NS
Serum Zonulin (ng/mL) —0.14 NS
Dialysate Zonulin {ng/mL) -035 NS
CCLL Charlson C idity Index; GFR, filtration rate; PMT, peritoneal membrane transport; CERA, Continuous Erythropoetin Receptor Activator; TSAT, transferrin saturation

with iron; sTIR, soluble transferrin receptor; hs-CRE, high sensitivity C-reactive protein; IL-6, interleukin 6; GDF15, growth differentiation factor 15.

TABLE 4 Clinical characteristics of patients according to peritoneal membrane transport.

Fast-average PMT Slow-average PMT P
Age (years) 53%17 46117 NS
ccl 55127 39123 <0.05
CERA () 0(0-75) 30 (0-30) NS
GFR (mL/min) 59146 57139 NS
KV 26209 2552071 NS
Serum albumin (g/dL) 37404 3.79:0.54 NS
Hemoglobin (g/dL) 1111133 10.8+122 NS
Serum ferritin (ng/mL) 186 (125-360) 281 (144-419) NS
TSAT (%) 3261128 61133 NS
CCI, Charlson C bidity Index; GFR, gl lar filtration rate; PMT, peritoneal membrane transport; CERA, Continuous Erythropoetin Receptor Activator; TSAT, transferrin saturation
with iron.

peritoneal membrane permeability not only for small solutes but also
for middle-size molecules and proteins (23-25).

In our study, fast-average transporters tended to have higher
serum and dialysate levels of sTfR, GDF15 and zonulin. Although
the differences did not reach statistical significance, fast-average
transporters tended to have higher dialysate hepcidin levels, and
dialysate hepcidin significantly correlated with serum ferritin
(0.38, p<0.05), sTfR (0.51, p<0.05) and TSAT (0.4, p<0.05).

Frontiers in Medicine

Previous studies confirmed the relationship between serum
hepcidin and iron status and anemia in patients on PD (14, 26,
27). The significance of this phenomenon is not clear as only one
study to date has assessed the concentration of hepcidin in
peritoneal effluent (14). In this study, it was found that the
removal of hepcidin through the peritoneal membrane is
significantly more effective than during hemodialysis or
hemodiafiltration, but also that RRF is one of the significant
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TABLE 5 Correlations between iron status biomarkers and studied parameters.

Serum TSAT | Serum sTfR Serum Serum Serum Erythroferrone
ferritin (%) (nmol/L) hepcidin GDF15 Zonulin (ng/mL)
(ng/mL) (ng/mL) (pg/mL) (pg/mL)
col —0.21 —0.3 0.34 —0.17 0.18 0.16 0.2
CERA 0.34 0.02 017 0.6%% 0.42 0.09 —0.06
GER (m1/min) -0.32% -0.09 -0.13 —0.13 —0.54%* -0.02 011
KV -02 0.07 0.03 0.15 —0.5%% 0.02 0.24
PMT (D/Pcreatinine} 001 —009 0.48% —0.06 014 031 ~0.18
Serum albumin (g/dL} 0.02 0.08 0.09 0.07 —0.15 0.08 0.06
Serum ferritin (ng/mL) x 0.57%% —0.11 0.67%% 018 0.034 0.34
TSAT (%) 057+ x -0.2 04 —0.13 -02 0.27
Erythroferrone (ng/mL) 033 0.23 —0.07 0.4% —0.23 —0.13 X
Serum sTfR (nmal/L) -0.1 -0.19 X 0.46% 0.14 0.32 -0.07
Dialysate sTIR (nmal/L) -02 —0.18 037 —033 0.18 0.14 —0.12
Serum Hepcidin (ng/mL) 0.67%* 0.4* 0.46* X 0.1 —0.12 0.4*
Dialysate Hepcidin (ng/mL) 0.38 0.1 0.09 0.54%% 0.51%* -07 0.08
Serum hs-CRP (ng/mL) 0.02 —0.05 013 —0.18 —0.12 -0.07 0.07
Dialysate hs-CRP (ng/mL) —0.03 —0.01 028 —0.08 —0.19 -0 0.09
Serum IL6 (pg/ml) —0.12 -025 034 —0.17 0.12 011 0.003
Dialysate IL6 (pg/mL) D.46%* —0.34 025 0.09 —0.09 .06 0.14
Serum GDF15 (pg/mL) 0.17 -0,13 0.14 o1 X 0.21 -0.23
Dialysate GDF15 (pg/ml) 0.03 —0.12 0212 —0.09 0.53** 0.04 -0.07
Serum Zonulin (ng/mL) -0.03 -0.2 032 -0.12 0.21 X -0.13
Dialysate Zonulin (ng/mL} -0.35 —0.07 042 —0.11 0.17 0.02 —0.02
*p<0.05, **p <0.01, ***p <0.001. CCL Charlson Comorbidity Index; GFR, gl lar filtration rate; PMT, peritoneal membrane transport; CERA, Continuous Erythropoetin Receptor

Activator; TSAT, transferrin saturation with iron; sTfR, soluble transferrin receptor; hs-CRE, high sensitivity C-reactive protein; IL-6. interleukin 6; GDF15. growth differentiation factor 15.

Bold means statistically significant.

predictors of hepcidin in hemodialysis and peritoneal dialysis
patients. Inverse association between hepcidin level and estimated
glomerular filtration rate was revealed also in G35-5 CKD
patients (28). These findings suggest that hepcidin may be not
only key player in iron homeostasis, but also uremic toxin
associated with the risk of mortality in PD patients (29).

Soluble transferrin receptor (sTfR) represents the extracellular
domain part of the TfR, and its concentration is proportional to the
amount of TfR in the total body. STfR is not an acute-phase reactant
and is less influenced by inflammation than other iron metabolism
indices and may be useful for assessing iron deficiency anemia in
chronic disorders. Another known role of sTfR is that it represents
the erythropoietic activity of bone marrow (20). In our study
population sTfR correlated positively with serum hepcidin and
ferritin and dialysate hsCRP and IL6. Our results are in contrary to
the study conducted in HD patients (31).

The correlation sTfR with dialysate hsCRP and IL6 may be an
expression of specific iron state in peritoneal cavity in PD patients.
In Aldriwesh et al. study proteomic analysis revealed that
peritoneal transferrin is iron-saturated, which is in marked
contrast to transferrin in serum and is a risk of intraperitoneal
infection (7).

Frontiers in Medicine

Zonulin, a 47kDa protein, which regulates intestinal permeability
via alteration of tight junctions, has not been extensively studied in CKD
population yielding slightly different results on its function, and in fact
there is no data on zonulin in PD patients (32, 33). The study performed
in hemodialysis patients revealed significantly increased zonulin levels,
as well as inflammatory markers (hsCRP and IL-6) in the study group
compared with healthy subjects.

A borderline correlation with serum hypersensitive CRP suggests
that zonulin may play a role in the systemic inflammation in HD
patients (34). In our study concentration of zonulin in dialysate was
significantly higher in fast-average transporters, which corresponded
positively with the degree of inflammation as measured by serum
hsCRP and IL-6, although with former it did not reach statistical
relevance. This finding is of interest, since it reinforces results from
the aforementioned study. Further investigation on the role of
zonulin in intestinal permeability and induction of inflammation in
PD patients would be advisable.

These data could suggest that zonulin could be a link between
inflammation and iron homeostasis disorders. However the studies
conducted in early stages CKD patients and kidney transplant
recipients showed no relationship between zonulin and iron state
parameters (35-37).
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TABLE & Bi rk ofiron bolism and infl according to peritoneal membrane transport.
Fast-average PMT Slow-average PMT P
Serum sTfR (nmol/L) 434 (36.6-44.8) 31.1(28.9-42.4) 0.05
Dialysate sTfR (nmol/L) 0.15 (0.06-0.2) 0.04 (0.01-0.11) 0.05
Serum Hepcidin (ng/mL) 72.2(31.6-101.2) 7206(35.2-134.4) NS
Dialysate Hepeidin (ng/mL) 10.72 (8.2-48.3) 5.53 (5.44-10.09) NS
Serum Erythroferrone (ng/mL) 148 (1.07-353) 2.3 (1.44-4.65) NS
Serum hs-CRP (ng/mL) 2,394 (1,403-4,498) 1,358 (672.3-2,972) 0.05
Dialysate hs-CRP (ng/mL) 31.75(11.26-98.35) 10.25(2.24-41.84) 0.05
Serum IL6 (pg/mL) 9.16 (6.88-15.75) 4.32(2.88-631) 0.01
Dialysate IL& (pg/mL}) 46.36 (17.3-83.96) 48.24 (13.95-67.61) NS
Serum GDF15 (pg/mL) 3,602 (2,346-4,214) 2,999 (2,290-4,193) NS
Dialysate GDF15 (pg/mL) 422,65 (187.9-633.4) 201.6(95.28-543) NS
Serum Zonulin (pg/mL) 64.29 (60.4-69.68) 5547 (54.17-64.31) 0.05
Dialysate Zonulin (pg/mL) 0.78 (0.59-1.54) 0.54 (0.26-0.66) 0.02

PMT, peritoneal membrane transport, TR, soluble transforrin receptor; hs-CRP, high sensitivity C-reactive protein; IL-6, interleukin 6 GDF15, growth differentiation factor 15

Growth differentiation factor 15 (GDF15), an anti-inflammatory
cytokine, secreted by matured erythroblasts is involved in hepcidin
metabolism and as such is potentially involved in iron metabolism.
Nevertheless, available data on the role of GDF15 as the marker of iron
status in CKD patients are scarce and yield slightly inconsistent results
(38-41).

GDF-15 was not studied in adult PD patients, in pediatric PD
population it was shown to be elevated in comparison to the healthy
subjects and hemodialyzed children (42). The authors did not assess
GDEF-15 in relation to the modality of PD or membrane transport in
PET test.

Our study did not reveal a statistically significant difference
between 2 groups of peritoneal membrane transporters. In addition,
for the first time we did assess GDF-15 in serum and dialysate in
adult PD population.

Limitations

There are some limitations to our study. This is a single center
study. The sample size was relatively small when compared with
studies on HD patients, As a result some of our findings did not
reach statistical significance. However on the other hand, this is a
relative large and homogenous PD population. Despite that, further
investigation in larger cohorts from different centers may confirm at
least some of our results and may yield others.

Conclusion

Anemia in PD patients is less pronounced in those with better
preserved residual kidney function. This group of patients tends to
have a various degree of inflammation, with fast-average
transporters displaying greater degree of inflammation. Higher
concentration of dialysate sTfR, hepcidin, GDF15 and zonulin in
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this group of patients may indicate more effective clearance of these
molecules. The role of ERFE in regard to erythropoietic activity in
PD) patients requires further investigation.
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Rozdzial 7. Podsumowanie

Niedokrwistos¢ jest jedng z najczestszych konsekwencji PChN. Zrozumienie zjawisk lezacych
u podstaw zaburzen gospodarki zelazem u pacjentow z PChN, a w szczegodlnosci chorych
dializowanych otrzewnowo, niesie nadziej¢ na opracowanie nowych strategii terapeutycznych
umozliwiajacych lepsza kontrolg niedokrwistosci. U pacjentow dializowanych otrzewnowo
istniejg pewne szczegdlne uwarunkowania wpltywajace na metabolizm zelaza zaréwno na
poziomie ogoOlnoustrojowym, jak i lokalnym, wewnatrzotrzewnowym, ktére pozostaja stabo
zbadane. Grupa chorych PD, poza typowymi dla PChN przyczynami subklinicznej aktywacji
uktadu odpornosciowego (przewlekly stan zapalny wskutek stresu oksydacyjnego, starzenia si¢
komorek, niedotlenienia, dysbioze jelitowa i retencje¢ toksyn mocznicowych) sa réwniez
przewlekle narazeni na niekorzystny wplyw czynnikoéw zwigzanych z samg metoda
dializoterapii. Blok zapalny skutkuje opornoscig na dzialanie erytropoetyny, nawet w stanie
adekwatnej dostgpnosci zelaza, co jest lepiej zrozumiate dzigki poznaniu roli hepcydyny w
metabolizmie Zelaza. Przeprowadzone badanie nie udowodnito wczeéniejszych obserwacji, w
ktorych wykazano wzrost stezenia ERFE w surowicy w odpowiedzi na stymulacje ESA.
Korelacja migdzy ERFE a hepcydynag rowniez pozostaje niejasna. Wydaje sig, ze wptyw ERFE
na obnizenie st¢zenia hepcydyny moze by¢ oslabiony przez toczacy si¢ stan zapalny i
jednoczesne leczenie preparatami zelaza. Na ten moment trudno oceni¢ przydatno$¢ zarowno
ERFE, jak i hepcydyny, w diagnostyce i monitorowaniu efektow leczenia niedokrwistosci u
pacjentow z ESRD. W naszym badaniu wykazalismy, Zze niedokrwisto$¢ jest mniej nasilona u
chorych z lepiej zachowang resztkowa czynnos$cig nerek. Grupa ta ma zwykle rézny stopien
nasilenia stanu zapalnego, natomiast jest on wyraznie wyzszy u chorych ze ,,$rednio-wysokim”
transportem otrzewnowym. Wigksze stezenie sTfR, hepcydyny, GDF15 i zonuliny w dializacie
w tej podgrupie pacjentow moze wskazywac na bardziej skuteczne usuwanie tych czasteczek

przez blong otrzewnowa.
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e-mail: komisja.bioetyczna@wum.edu.pl
www.komisja-bioetyczaa. wum.edu.pl
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Komisja Bioetyczna przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym
w dniu 03 lutego 2020 r. po zapoznaniu si¢ z wnioskiem:

Prof. dr hab. n. med.Jolanta Malyszko
Katedra i Klinika Nefrologii,Dializoterapii
i Choréb Wewngtrzaych,

ul. Banacha l1a, 02-097 Warszawa

dotyczacym: wyrazenia opinii w sprawie badania pt.:’’Ocena wybranych parametréw metabolizmu
zelaza u pacjentow z przewlekls chorobg nerek.”

wyraZza nast¢pujjcy
opinig

- stwierdza, ze jest ono dppuszx:zalne i zgodne z zasadami naukowo-etycznymi®.

Uwagi Komisji — verte

Komisja dziala na podstawie art.29 ustawy z dnia 5.12.1996r. o zawodzie lekarza /Dz.U.nr 28/97
poz.152 wraz z pézn.zm./, zarzadzenia MZiOS z dn.11.05.1999r. w sprawie szezegélowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych /Dz.U.nr 47 poz.480/,
Ustawy prawo farmaceutyczne z dnia 6 wrzesnia 2001r. (Dz.U.Nr 126, poz. 1381 z pézn. zm.) oraz
Zarzgdzenie nr 56/2007 z dnia 15 paZdziernika 2007r. w sprawie dzialania Komisji Bioetycznej
przy Warszawskim Uniwersytecie Medycznym /Regulamin Komisji Bioetycznej przy
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym/.

Komisja dziala zgodnie z zasadami GCP .

Przewodniczgca Komisji Bioetycznej

Prof.4dr hab. n. ﬁned. Magdalena KuZma-Kozakiewicz
*nicpotrzebne skreslic
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Prof. dr hab. n. med. Jolanta Matyszko Warszawa 10.11.2023
Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Choréb Wewnetrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Oswiadczenie

Oéwiadezam, ze méj udziat w przygotowaniu publikacji

“Iron status and anemia control are related to peritoneal membrane properties in peritoneally
dialyzed patients”

Gtlogowski T., Wojtaszek E., Matyszko J.

Frontiers in Medicine, 2023, DOI: 10.3389/fmed.2023.1148094 wchodzacej w sktad
rozprawy doktorskiej ..Gospodarka zelazem u pacjentéw dializowanych otrzewnowo™ wynosi
25% i polegat wspétudziale w opracowaniu koncepcji pracy, analizie i interpretacji danych,
pisaniu pracy, krytycznej analizie manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgodg na wykorzystanie przez lek. Tomasza Glogowskiego publikacji

w postepowaniu 0 nadanie stopnia doktora nauk medycznych.
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Lek. Tomasz Glogowski Warszawa 10.11.2023
Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Choréb Wewngtrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj udziat w przygotowaniu publikacji

“Iron status and anemia control are related to peritoneal membrane properties in peritoneally
dialyzed patients™

Glogowski T., Wojtaszek E., Matyszko J.

Frontiers in Medicine, 2023, DOI: 10.3389/fmed.2023.1148094 wchodzacej w sktad
rozprawy doktorskiej ,,Gospodarka Zelazem u pacjentéw dializowanych otrzewnowo” wynosi
55%.

Moj udzial w powstaniu publikacji polegal na opracowaniu koncepcji, zbieraniu danych,

wspoéludziale w analizie statystycznej i analizie piSmiennictwa, przygotowaniu oryginalnego

e

tekstu.
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Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Chorob Wewnetrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moéj udzial w przygotowaniu publikacji

“Biomarkers of iron metabolism in chronic kidney disease”

Glogowski T., Wojtaszek E., Matyszko J.

International Urology and Nephrology, 2021, DOI: 10.1007/s11255-020-02663-z

wechodzgcej w sklad rozprawy doktorskiej ,,Gospodarka zelazem u pacjentéw dializowanych
otrzewnowo” wynosi 55%.

Méj udzial w powstaniu publikacji polegal na opracowaniu koncepcji, wspéludziale w

analizie piSmiennictwa oraz przygotowaniu rycin i oryginalnego tekstu.
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Dr hab. n. med. Ewa Wojtaszek Warszawa 10.11.2023r.
Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Choréb Wewngtrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze méj udziat w przygotowaniu publikacji

Biomarkers of iron metabolism in chronic kidney disease

Glogowski T., Wojtaszek E., Matyszko J.

International Urology and Nephrology, 2021, DOI: 10.1007/s11255-020-02663-z wchodzacej
w sklad rozprawy doktorskiej ,,Gospodarka zelazem u pacjentéw dializowanych otrzewnowo”
wynosi 20% i polegat na wspétudziale w opracowaniu koncepcji pracy, analizie i interpretacji
danych, pisaniu pracy, krytycznej analizie manuskryptu.

Jednoczesnie wyrazam zgode na wykorzystanie przez lek. Tomasza Glogowskiego publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.
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Qswiadezenie

Oswiadczam, ze mdj udzial w przygotowaniu publikacji

“Iron status and anemia control are related to peritoneal membrane properties in peritoneally
dialyzed patients”

Glogowski T., Wojtaszek E., Matyszko J.

Frontiers in Medicine, 2023, DOI: 10.3389/fmed.2023.1148094 wchodzacej w skiad
rozprawy doktorskiej ,,Gospodarka Zelazem u pacjentow dializowanych otrzewnowo” wynosi
20% i polegal na wspdtudziale w opracowaniu koncepcji pracy, analizie i interpretacji
danych, pisaniu pracy, krytycznej analizie manuskryptu.

Jednocze$nie wyrazam zgode na wykorzystanie przez lek. Tomasza Glogowskiego publikacji

w postepowaniu o0 nadanie stopnia doktora nauk medycznych.
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Prof. dr hab. n. med. Jolanta Matyszko Warszawa 10.11.2023
Klinika Nefrologii, Dializoterapii i Choréb Wewnetrznych

Warszawski Uniwersytet Medyczny

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze moj udziat w przygotowaniu publikacji

“Biomarkers of iron metabolism in chronic kidney disease”

Glogowski T., Wojtaszek E., Matyszko J.

International Urology and Nephrology, 2021, DOI: 10.1007/s11255-020-02663-z wchodzacej
w sklad rozprawy doktorskiej ,,Gospodarka zelazem u pacjentéw dializowanych otrzewnowo™
wynosi 25% i polegat wspétudziale w opracowaniu koncepeji pracy, analizie i interpretacji
danych, pisaniu pracy, krytycznej analizie manuskryptu.

Jednoczeénie wyrazam zgode na wykorzystanie przez lek. Tomasza Glogowskiego publikacji

w postepowaniu o nadanie stopnia doktora nauk medycznych.
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