STRESZCZENIE

W zwigzku z rozwojem cywilizacyjnym i wydkeniem zycia cztowieka coraz wcej
czynnikéw wptywa niekorzystnie na funkcjonowanieeie Jako przewlektchorolg nerek
(PChN) definiuje si wieloobjawowy zesp6t chorobowy, ktory polega naadwracalnym
uszkodzeniu/ zmniejszeniu liczby nefronéw z powgierwotnych dz wtérnych procesow
chorobowych zachodezych w mazszu nerki. Z powodu braku metod do przewidywania
ryzyka progresji choroby, jak zedeficytu doktadnych biomarkerow do prognozowania
postpu PChN, badania zwiane z rozpoznaniem PChN stanpwryzwanie kliniczne.
Poszukiwanie metod wczesnej diagnostyki jest kluezdla rozwoju metod prewencyjnych

czy skutecznej terapii towarzygzch powiktar w przebiegu PChN.

Badania metabolomiczne i proteomiczne ulingaja poszukiwanie markeréw biologicznych,
ktére bytyby patognomiczne dla danej choroby yu jej wczesnym stadium, pozwajajna
szybkie wkroczenie z profilaktgku chorego. Identyfikacja takich analitow poszeabyt
wiedz na temat mechanizmow chorobowych. W niniejszeprawie doktorskiej oznaczono
kilka metabolitow, ktérych zmiany gtenia w osoczu/ erytrocytach moglybyaaé sie z
dysfunkcp nerek u pacjentow z raym stopniem zaawansowania PChN za pamoc
chromatografu cieczowego Acquity UHPLC spmanego ze spektrometrem masowym Xevo
G2 Q-TOF firmy Waters.

Celem bada byta ocena uszkodzenia nerek u pacjentow na pegstaznaczenia w osoczu
metabolitow zwizanych z arginiy tj.. asymetryczy dimetyloarginim (ADMA);
symetryczg dimetyloarginia (SDMA); dimetyloarginia (DMA); argining oraz cytrulin
oraz zmodyfikowanie metody pozwalegj na oznaczenie w erytrocytach metabolitow
zwigzanych z NAD takich jak: dinukleotydu nikotynoamédteninowego (NAD) - formy
utlenionej; dinukleotydu nikotynoamidoadeninoweghblADH) - formy zredukowanej;
mononukleotydu kwasu nikotynowego (NAMN); mononutiglu B-nikotynamidu (NMN);
dinukleotydu adeninowego kwasu nikotynowego (NAADXwasu nikotynowego (NA);
nikotynamidu (NAM).



Badania przeprowadzono na grupie 48 pacjentéow zNPQI6 dziewcat i 32 chtopcow)
leczonych w Klinice Nefrologii Pediatrycznej i Sfabializ Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu. Grupa kontrolna sktadata & 33 zdrowych 0sob (19 dziewata 14 chiopcow).
Wiek badanej populacji wahatesiod 3 do 18 lat.Srednia wieku dla wszystkich osob
badanych wynosita 11 lat = 4,72 i byla nieznacamgsza u pacjentdw w porownaniu do
grupy kontrolnej. Wszyscy badani spetili kryteriataczenia, tj.: wiek: 3-18 lat,
zdiagnozowanie PChN o m9ym stopniu zaawansowania;, wyeaie zgody na udziat w
badaniu. Do badanie whczono osob, ktore nie spetnity ww. kryteribw orazkidrych
rozpoznano ing osty chorolg zapala i/lub nieprawidtowdé odzialywujace na przebieg
procedury badawczej. W celu dokladnej analizy GERys do podziatu grupy badawczej na
grupe kontrolna z GFR powsj 90 ml/min/1,73r (grupa 1), n=33; GFR 60-89
ml/min/1,73n% — grupa Il, n=15; GFR 30-59 ml/min/1,73m grupa lll, n=16; GFR 15-29
ml/min/1,73nt — grupa IV, n=8; GFR poagj 15 ml/min/1,73rh — grupa NZ (lecenie

nerkozasfpcze), n=9.

Do bada metabolitbw NO (arginina, ADMA, SDMA, cytrulina, NDA) wykorzystano

opracowan w naszym zespole w Katedrze i Zaktadzie Biochdmikarskiej Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu metedednoczesnej ekstrakcji acetonitrylem i upochauiaia
chlorkiem benzoilu. Umdiwita ona na analig wszystkich zwizkédw oraz rozdziat
chromatograficzny izomerow strukturalnych jakimpiADMA i SDMA. Dzi¢ki zastosowaniu
odpowiedniego stenia/ czasu eluentow fazy ruchomej w trakcie roadzi
chromatograficznego udatogsbddzielt poszczegdlne metabolity argininy. Metoda tazeno
by¢ stosowana z powodzeniem w rutynowych Kkliniczny@gdostycznych laboratoriach.
Dodatkowymi korzyciami z jej zastosowania jest oszdmas¢ czasu koniecznego do
przygotowania/prowadzenia badaraz zmniejszenie kosztéw niezlmych do wykonania

analizy.

Analiza statystyczna wykonanych wynikow badpokazata,ze chore dzieci rnity si¢
dziewkcioma statystycznie istotnie wynikami w poréwnamie grupy kontrolnej (ij.
stezeniem wapnia, DMA, GFR, SDMA, cytruliny, kreatyninynocznika, oraz ADMA).
R&znice istotne statystycznie dla pacjentéw i kontmoligzane g gtownie z wynikami
podstawowych bada Ilaboratoryjnych wykonywanych w  trakcie PChN.
W przypadku metabolitow przemian NO we¢k$zasci oznaczanych parametrow wystija

réznice istotne statystycznie edizy grum badam i grupg kontrolm. Dla metabolitow



zwigzanych z nukleotydami nie wygiowaty r@nice istotne statystycznie pogdzy grup
kontrolrg i badam. Dodatkowo zauwano, ze r&nice medzy stadiami PChN u oso6b
badanych wyspuja dla nasfpujacych parametréw: kreatynina, GFR, mocznik, ADMA i
NAD.

Metoda jednoczesnej analizy dla metabolitbw nukiddtv zostata zmodyfikowana
w Katedrze i Zakiladzie Biochemii Lekarskiej Uniwgietu Medycznego we Wroctawiu.
Modyfikacja metody w zakresie analizy RBC do pomiaretabolitdw NAD okazata giby¢
skuteczna do oznaazelosciowych zwpzkow (tzn. NAD, NADH, NA, NAM, NA, NMN,
NAMN, NAAD) w specyficznej matrycy jak s3 erytrocyty ludzkie. Zalgt metody jest
niewielka ilaé¢ prébki pacjenta potrzebna do analizy. Do Baegstarczy jedynie 5Qu
erytrocytow, a czas analizy jest stosunkowo kritki min) Opracowano odpowiedni gradient
do elucji sktadnikéw w trakcie rozdziatlu chromatafigznego. Zastosowaniu odpowiedniego
stezenia/ czasu eluentow fazy ruchomej w trakcie ragdzchromatograficznego pozwala na
oddzielenie poszczegdblnych metabolitdw nukleotyddw.

Analiza statystyczna metabolitdow z@anych z nukleotydami nie wykazataznic istotnych
statystycznie dla NAD, NA, NAM, NADH, NAAD, NAMN @az NMN. Stzenia NAD jest
nieznacznie risze dla PChN pacjentow w poréwnaniu dla grupy kingj, Podobne
zaleznosci wystepuja tez dla pozostatych nukleotydow. \Bgze s¢zenia stwierdzono u 0séb z
grupy kontrolnej dla NA, NAAD, NADH, NAMN, NMN. Jeghie w przypadku NAM
zaobserwowano m$ze s¢zenia tego zwgzku u 0sob zdrowych.

Rezultaty uzyskane w wyniku pracy doktorskiej poajagv lepszym zrozumieniu zgzkow
pomidzy metabolizmem poszczegoéinych analitéw, dugeh udziat w ranych cyklach
biochemicznych oraz rzueajwigcej swiatta na skomplikowany patomechanizm zmian
w przewlektej chorobie nerek. Dalsze badania metaiczne nievatpliwie przyczyng sic do

ustalenia biomarkerow PChN w niedtugiej przyseto

Na podstawie analiz wyggnieto nasgpujace wnioski:

1. U dzieci z PChN stwierdzono istotny statystyeznivzrost sizenia osoczowych

metabolitow NO takich jak DMA, ADMA, SDMA, cytrulia. Stzenie osoczowej argininy
byto rowniez wyzsze u chorych dzieci w stosunku do grupy kontroljgglnak bez znaczenia

statystycznego.



2. Wraz z zaawansowaniem przewlektej choroby neskvaono tendengj do narastania
osoczowych stzen ADMA, SDMA, DMA, cytruliny, argininy, ché nie zawsze o0 znaczeniu
statystycznym. Najwisze wartéci stzen (nawet do 2.5-ego wzrostu) wykazano w grupie
dzieci leczonych nerkozaggiczo z wygtkiem z wypgtkiem metabolitow SDMA i arginina. W
stadium przeddializacyjnym PChN zaobserwowano gwady spadek skenia analitow:
arginina, DMA, cytrulina.

3. Stzenia osoczowe] ADMA wykazywaty istagnstatystycznie ujemn korelacje ze
stopniem przegzania k¢buszkowego (GFR), co przemawia za jego prognostycah dla
przewlektej choroby nerek.

4. Nie stwierdzono istotnych statystyczniezmi@ pomedzy erytrocytarnymi steniami
metabolitow zwizanych z nukleotydami (NAD, NADH, NA, NAM, NA, NMNNAMN,
NAAD) u PChN pacjentow a grggkontroln.

5. Wraz z zaawansowaniem choroby zatove tendencje spadkaverytrocytarnych sten
NAD, NAAD, NADH, NMN, NAMN bez znaczenia statystyoggo. W przeddializacyjnym
stadium PChN zaobserwowano wzrostzehia praktycznie wszystkich badanych analitéw
poza NAM, ale bez cech istotiwd statystyczne,;.

6. Badane anality NO pozwolity spostrzec, ze w gdraizacyjnym stadium przewlekiej
choroby nerek dochodzi do wielopoziomowych zabfurpeofilu metabolomicznego co
niewatpliwie znajduje odzwierciedlenie w stanie klinigom chorego.

7. Metoda oparta na jednoczesnej ekstrakcji adeytern i upochadniania chlorkiem
benzoilu pozwala na rozdziat chromatograficzny irodmv strukturalnych jakimigssADMA i
SDMA. Technika ta cechuje ¢siwysolky powtarzalnécia pomiaréw, doby czutcicig jak i
selektywndcia. Ponadto mize by rekomendowana do badlinicznych/szpitalnych oraz
naukowych.

8. Zaproponowana przez nas modyfikacja metody dmigra nukleotydow w zakresie
analizy krwinek czerwonych okazala $iy¢ skuteczna do oznaaréosciowych zwihzkow
(tzn. NAD, NADH, NA, NAM, NA, NMN, NAMN, NAAD) w specyficznej matrycy jaksa
erytrocyty ludzkie.



SUMMARY

Due to the development of civilization and the prgation of human life, more and more
factors adversely affect the functioning of theniagls. As a chronic kidney disease (CKD), is
defined a multi-symptom syndrome, which consistgrefversibly damaging / decreasing the
number of nephrons due to primary or secondaryades@rocesses in the kidney parenchyma.
Due to the lack of methods to predict the risk isedse progression, as well as the deficit of
accurate biomarkers to predict the progression KD Cstudies related to the diagnosis of
CKD are a clinical challenge. The search for ealiggnosis methods is crucial for the
development of preventive methods or effective @hgraccompanying complications in
CKD.

Metabolomic and proteomic analysis enable biomagissovery that would be pathognomic
at an early stage for a given disease, allowingaféast and effective patient's prophylaxis.
The identification of such analytes would broadewowledge about disease mechanisms. In
the present dissertation, several metabolites veer@ysed whose changes in plasma /
erythrocyte concentration could be associated witmey dysfunction in patients with
different stages of CKD using the liquid chromatghy (UPLC, Waters Acquity mode)

coupled to a high-resolution mass spectrometer ¢X@2-S QTof ).

The aim of the study was to assess kidney damagatiants based on the plasma assay of
arginine related metabolites, i.e. asymmetric dhylarginine (ADMA); symmetrical
dimethylarginine (SDMA); dimethylarginine (DMA); ginine and citruline and modification
of the method allowing the determination in eryttytes of metabolites associated with NAD
such as: nicotinamide adenine dinucleotide (NAD)xidized form; nicotinamide adenine
dinucleotide (NADH) - a reduced form; nicotinic dcimononucleotide (NAMN);
monocucleotide f-nicotinamide (NMN); nicotinic acid adenine dinualele (NAAD);
nicotinic acid (NA); Nicotinamide (NAM).

The study was a group of 48 patients with CKD (1&émen and 32 men) treated in the
Department of Pediatric Nephrology and the Dialydishe Medical University in Wroclaw.
The control group consists of 33 healthy people Wi®nen and 14 men). The age of the



population has been studied for half a year ange8s. The average age was 11 lat + 4,72
and was slightly higher in patients compared to gneup. All in all, it is possible to
diagnosed CKD with different stages of advancemarapnsent to participate in the study.
The study did not include people who did not méet above-mentioned criteria and for
whom another active inflammatory disease/ or aroahality potentially affecting the course
of the study have been diagnosed. For accuratgsasiathe GFR served to divide the test
group into a control group with a GFR above 90 mmiti/ 1.73 n3 (group 1), n = 33; GFR 60-
89 ml /min / 1.73 rA- group I, n = 15; GFR 30-59 ml/ min / 1.73 mgroup lll, n = 16; GFR
15-29 ml/min/1.73 m2 - Group IV, n = 8; GFR belo® rhl/ min /1.73 m - NZ group (renal

replacement syndrome), n = 9.

For the studies of NO metabolites (arginine, ADNGRMA, citrulline, DMA), the method of
simultaneous extraction with acetonitrile and bghzbloride derivatization was developed
in our team at the Department of Medical Biochemistit the Medical University of
Wroclaw. The method enabled the analysis of all mommds and the chromatographic
separation of structural isomers such as ADMA aDM&. Due to the use of the appropriate
concentration /time of the mobile phase eluentgnduhe chromatographic separation, all the
arginine metabolites were separated. This methadeaused successfully in routine clinical
/diagnostic laboratories. Additional benefits & ise are time saving which is necessary to
prepare /conduct research and reducuction of tsts aghich are necessary to perform the

analysis.

Statistical analysis of the test results showedttiesick children differed in nine statistically
significant results compared to the control grooglqium, DMA, GFR, SDMA, citrulline,
creatinine, urea, and ADMA concentrations). Diffeses statistically significant for patients
and controls are mainly related to the results adid laboratory tests performed during
traetment of CKD. In the case of the metabolitesN@ in the majority of parameters
determined there are statistically significanteliénces between the test group and the control
group. There were no statistically significant eifnces between the control and the test
group for the metabolites associated with nuclestidn addition, it was noted that the
differences between subgroups exist for the follmaparameters: creatinine, GFR, urea, uric
acid, ADMA and NAD.

The method of simultaneous analysis for nucleati@¢abolites has been modified



in the Department and Department of Medical Biocisém of the Medical University of
Wroclaw. The existing methods of nucleotide analysave been adapted to the QTOF-MS
capabilities at the Department of Biochemistry. Tha time of a single sample was 13
minutes. The advantage of the method is the snmatuat of patient sample needed for
analysis. Only 5Qul of erythrocytes are needed for testing. An appabt@ gradient was
elaborated for elution of the components duringdhematographic separation. Application
of the appropriate concentration/ time of the mopihase eluants during the chromatographic
separation allows separation of individual nucld®tmetabolites. Statistical analysis of the
metabolites associated with nucleotides did notvshktatistically significant differences for
NAD, NA, NAM, NADH, NAAD, NAMN and NMN. The NAD comrentration is slightly
lower for CKD patients compared to the control gro8imilar relationships are also found
for other nucleotides. Higher concentrations wexentl in the control group for NA, NAAD,
NADH, NAMN and NMN. Only in the case of NAM, loweoncentrations of this compound

were observed in healthy subjects.

The results of the doctoral thesis help to bettedeustand the relationships between the
metabolism of individual analytes, taking part @rieus biochemical cycles, and shed more
light on the complex pathomechanism of changes hroric kidney disease. Further
metabolic studies will undoubtedly contribute tdakédishing CKD biomarkers in the near

future.

CONCLUSIONS

1. In children with CKD, a statistically significaimcrease in the concentration of plasma NO
metabolites such as DMA, ADMA, SDMA, citrulline wésund. The concentration of plasma
arginine was also higher in children compared t@ tlontrol group, but not statistically
significant.

2. Along with the advancing of chronic kidney diseathere was a tendency to increase
plasma concentrations of ADMA, SDMA, DMA, citrulénand arginine, although not always
of statistical significance. The highest conceitratvalues (even up to the 2.5th increase)

were demonstrated in the group of children treatgkd renal replacement therapy except for



the metabolites SDMA and arginine. At the pre-daystage of CKD, a sharp decrease in
analyte concentration was observed: arginine, Dbf#wlline.

3. Plasma ADMA concentrations showed statisticalynificant negative correlation with
glomerular filtration rate (GFR), which supports iprognostic role for chronic kidney

disease.

4. There were no statistically significant diffeces between erythrocytes concentrations of
nucleotide-related metabolites (NAD, NADH, NA, NANNA, NMN, NAMN, NAAD) in

CKD patients and control group.

5. With the advancement of the disease, there watovenward trend in erythrocyte
concentrations of NAD, NAAD, NADH, NMN, and NAMN wh no statistical significance.
In the pre-dialysis stage of CKD, an increase i tbncentration of virtually all analytes

tested outside of NAM was observed, but withoutistiaal significance.

6. NO studies examined allowed to notice that ia pine-dialysis stage of chronic kidney
disease there is a multilevel disturbance of théab@womic profile which is undoubtedly

reflected in the patient's clinical condition.

7. The method based on simultaneous extraction watttonitrile and benzoyl chloride
adulteration allows chromatographic separation taictural isomers such as ADMA and
SDMA. This technique is characterized by high reépledity of measurements, good
sensitivity and selectivity. In addition, it can becommended for clinical / hospital and

scientific research.

8. The modification of the nucleotide measurememthod for red blood cell analysis
proposed by us has been shown to be effectiveuantijative determination of compounds
(i.,e., NAD, NADH, NA, NAM, NA, NMN, NAMN, NAAD) in a specific matrix that is

human erythrocytes.






