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Streszczenie

Wstep

Zywienie pozajelitowe (PN — ang. parenteral nutrition) jest rodzajem  terapii
zywieniowej ratujacej zycie, polegajacej na dozylnej podazy skladnikow odzywczych
takich jak aminokwasy, glukoza, lipidy, elektrolity, witaminy, pierwiastki $ladowe
i woda pacjentom, ktérzy nie sg w stanie zaspokoié potrzeb doustnie lub/i dojelitowo.
Do najczestszych stanow klinicznych bedacych bezposrednim wskazaniem do
zastosowania zywienia dozylnego naleza: zespot krotkiego jelita, wysokie przetoki
jelitowe, choroba Lesniowskiego-Crohna, choroby nowotworowe z towarzyszaca
niedroznoscig przewodu pokarmowego. Jednym z najczesciej wystepujacych powiktan
metabolicznych zywienia pozajelitowego jest dysfunkcja watroby. Przy dtugotrwatym
prowadzeniu zywienia pozajelitowego czgsto wzrasta poziom enzymow watrobowych:
fosfatazy alkalicznej — ALT 1 aminotransferazy asparaginowej — AST. Jednym
z gtownych powiktan u dorostych pacjentow jest powolnie postepujace sthuszczeniowe
zapalenie watroby prowadzace do zwldknienia i marskosci.

Podstawowym substratem energetycznym mieszaniny zywieniowej s3 emulsje
lipidowe. Dostarczaja one pacjentowi niezbednych kwasoéw thuszczowych, jednakze to
wlasnie one moga powodowac wystgpienie choroby watroby zwigzanej z zywieniem
pozajelitowym (PNALD — ang. parenteral nutrition-associated liver disease).
Peroksydacja lipidéw jest ztozong reakcjg wolnorodnikowa inicjowang przez reaktywne
formy tlenu (ROS - ang. reactive oxygen species), w wyniku ktorej powstaja
wodoronadtlenki lipidowe oraz wtérne produkty ich rozkladu, w tym toksyczne
aldehydy. Stres oksydacyjny spowodowany jest brakiem réwnowagi miedzy produkcja
ROS, a zdolnoscig organizmu do detoksykacji reaktywnych zwigzkéw posrednich lub
naprawy powstatych uszkodzen.

Aktywacji makrofagdw watrobowych i generowanie wytwarzania IL1-B, TNF-a,
a takze innych cytokin prozapalnych, ROS i1 mediatorow zapalnych, sprzyjaja zmiany
w mikroflorze jelitowej, zwigkszona absorpcja drobnoustrojow, a takze epizody
bakteriemii zwigzane z PN. W zwiagzku z tym moga wystapi¢ uszkodzenia bton, biatek,
DNA i RNA, mogace powodowa¢ zwigkszenie przepuszczalnosci blony sluzowej jelit

i toksyczny dla hepatocytow wzrost stezenia kwaséw zolciowych. Poglebiajace sie



uszkodzenie tkanki watroby jest konsekwencja tych szlakéw komorkowych
i molekularnych.

Wewngetrzny szlak $mierci komorki moze by¢ indukowany oddziatywaniem ROS na
retikulum endoplazmatyczne, blony mitochondrialne i lizosomy oraz przez proces
peroksydacji lipidow powodujacy wzrost ROS w surowicy.

Nie okreslono czynnikow predykcyjnych uszkodzenia watroby i innych narzadow
w wyniku zywienia pozajelitowego. Uszkodzenia oksydacyjne moga by¢ jednym
z podstawowych mechanizméw dysfunkcji watroby zwigzanych z PN. PostawiliSmy
hipoteze, ze pacjenci otrzymujacy zywienie pozajelitowe mieliby zwigkszony poziom
stresu oksydacyjnego. Zréznicowanie czynnikéw, ktére bylyby zwigzane ze zmianami
stezenia wskaznikow watroby we krwi, mogloby pozwoli¢ na poprawe planowania
leczenia zywieniowego i uniknigcie wystgpienia powiktan.

Niniejsza rozprawa doktorska sklada si¢ z trzech prac: artykulu przegladowego
podsumowujacego stan wiedzy na temat PNALD i dwoch publikacji oryginalnych.
Laczna liczba punktow ministerialnych wynosi 200, natomiast taczy wspodtczynnik

Impact Factor — 7,584.

Cel pracy

Celem rozprawy doktorskiej bylo oméwienie mechanizmdéw przyczyniajacych sie do
dysfunkcji watroby podczas stosowania PN oraz potencjalne metody profilaktyki,
a takze ocena aktywnosci aminotransferaz, jako markera dysfunkcji watroby. Dokonano
rébwniez analizy korelacji stezen aminotransferaz watrobowych: AST 1 ALT
w zaleznosci od tempa zuzycia tlenu w mitochondriach plytek krwi ze stopniem stresu
oksydacyjnego indukowanego przez emulsje lipidowe u pacjentow przewlekle

zywionych pozajelitowo, bedacych pod opieka osrodka referencyjnego.

Material i metody

Na niniejsza rozprawe doktorska sklada si¢ cykl trzech prac — jednej pogladowej,
omawiajacej zagadnienia zwigzane z zaburzeniami pracy watroby zwigzanymi
z zywieniem pozajelitowym (publikacja 2) 1 dwoch prac oryginalnych: badanie
retrospektywne oceniajace wykorzystanie poziomu aktywnosci aminotransferaz
watrobowych, jako wskaznika dysfunkeji watroby (publikacja 1) i badanie kohortowe
(publikacja 3), w ktorym zbadano korelacje stezen AST i ALT w zaleznosci od tempa



zuzycia tlenu w mitochondriach ptytek krwi i poziom stresu oksydacyjnego u pacjentow

przewlekle zywionych pozajelitowo.

Publikacja 1.
Grupe badang stanowili wszyscy pacjenci (N=251, 140 kobiet i 111 mezczyzn) objeci

procedurg zywienia pozajelitowego w warunkach domowych (HPN — ang. home
parenteral nutrition) w osrodku referencyjnym w Polsce na dzien 31 grudnia 2012 r.,
zgodnie z raportem NFZ. Przeprowadzona zostala kompleksowa analiza dokumentacji
medycznej pacjentow z okresu 9 lat (grudzien 2012 — grudzien 2021). Ocenie poddano
nastepujace parametry: sktad mieszaniny zywieniowej, a takze wyniki badan krwi:
poziom bilirubiny catkowitej w osoczu, aktywnos$¢ aminotransferaza alaninowa (ALT)
1 aminotransferaza asparaginianowa (AST), czas standaryzowany, czynnik protrombiny
(migdzynarodowy wspdtczynnik znormalizowany INR) i albuminy surowicy.

Grupa 251 pacjentow (tgcznie 630 537 dni zywienia pozajelitowego) zostata podzielona
na trzy grupy w zalezno$ci od stanu klinicznego na dzien 31 grudnia 2021 r.:
grupa 0 — pacjenci, ktérzy zmarli, grupa 1 — pacjenci, ktérzy zostali odstawieni od
zywienia pozajelitowego z powodu odzyskania autonomii przewodu pokarmowego,
grupa 2 — pacjenci nadal otrzymujacy domowe zywienie pozajelitowe. Grupa 2 zostala
dodatkowo podzielona na podgrupy: 2A — chorzy bez cech PNALD, 2B — chorzy
z cechami PNALD.

Analize statystyczng przeprowadzono za pomoca programu SPSS. Uzyskano
podstawowe analizy opisowe. Roznice pomiedzy poszczegdlnymi grupami obliczono
stosujac testy U Mann-Whitney’a oraz Kruskala-Wallisa. Hipoteze zerowa dla kazdej

analizy zweryfikowano uznajac istotny statystycznie poziom p < 0,05.

Publikacija 2.

W pracy pogladowej przeanalizowano pismiennictwo dotyczace PNALD i na tej

podstawie przedstawione zostaly mechanizmy rozwoju PNALD i strategii

terapeutycznych.

Publikacja 3.
Grupe badang stanowito 86 pacjentéw (43 kobiety i 43 mezczyzn) zywionych

pozajelitowo w warunkach domowych, od ktorych podczas rutynowej wizyty
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w osrodku zywienia pozajelitowego pobrano surowice krwi w celu wykonania badan
kontrolnych, w tym morfologii i aktywno$ci enzyméw watrobowych (AST, ALT) oraz
wyizolowano mitochondria z plytek krwi i okreslono stopien ich uszkodzenia za
pomocag testu zuzycia tlenu. Wynik poréwnano z grupa kontrolng 86 zdrowych osob,
odzywiajacych si¢ doustnie.

Badania prowadzono za pomoca dwoch metod: tradycyjng — z uzyciem zestawu
odczynnikow firmy Sysmex wedlug instrukcji producenta i aparatu Sysmex XN-200.
Ponadto z ptytek krwi wyizolowano mitochondria i ich stopien uszkodzenia okreslono
metoda Oznaczenia Zuzycia Tlenu przy uzyciu Agilent (USA) Zestawy MitoXpresIntra,
ktoére wykorzystuja sondy fluorescencyjne na bazie porfiryn do pomiaru zuzycie tlenu
czasteczkowego w mitochondriach w czasie rzeczywistym. Genomowy DNA
wyizolowano z petnej krwi i strawiono Fpg (glikozylaza formamidopirymidyno-DNA)
zgodnie z zaleceniami producenta (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA).
Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu pakietu oprogramowania
STATISTICA™ ver. 13.3 (TIBCO Software Inc. Palo Alto, Kalifornia, Stany
Zjednoczone). Uzyskano podstawowe analizy opisowe. Test t-Studenta wykorzystano
do okreslenia statystycznie istotnej réznicy miedzy $rednich w dwoch niezaleznych
probach. Hipoteza zerowa zostala odrzucana i zaakceptowana alternatywna hipoteza,

gdy wartos¢ p < 0,05.

Wyniki
Publikacja 1.

Na podstawie podwyzszonego poziomu bilirubiny catkowitej (=> 1,5 mg/dl) w osoczu,

zdiagnozowano u 11 pacjentow zywionych pozajelitowo, co daje czestos¢ zapadalnosci
na poziomie 8,3%/9 lat. U 5 z 11 pacjentow z tej grupy obraz USG watroby wykazywat
umiarkowane powickszenie i cechy stluszczenia. U zadnego z pacjentow objetych
analiza nie wystapita schytkowa niewydolnos¢ watroby w przebiegu PNALD. W trakcie
badania zmarlo 63 pacjentéw. U 61 pacjentow przyczyna zgonu byta inna niz choroba
watroby. Dwa zgony zostaty sklasyfikowane jako przyczyna zgonu zwigzana z chorobg

watroby, ale niezwigzana z PNALD.
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Publikacja 2.
Spektrum chordb watroby zwigzanych z zywieniem pozajelitowym (PNALD) obejmuje

zaburzenia aktywnosci enzymoéw watrobowych, sttuszczenie, zwldknienie i ostatecznie
marskos¢ watroby. Zaklada sie, ze patofizjologia by¢ wieloczynnikowy. W pracy

opisano mechanizmy rozwoju PNALD i mozliwosci przeciwdziatania.

Publikacja 3.

W badanej grupie zaobserwowano znaczacy wzrost wartosci AST i ALT o 13,9%.

Wzrost poziomoéw utlenienia mitochondriéw ptytek krwi, zmierzony przy pomocy testu
poboru tlenu, wykryto u 67,04% przypadkéw. Obserwowano poziom uszkodzen DNA
wynoszacy 3,5% lub wigcej. Stopien utleniania mitochondriow plytek krwi w tej grupie
wynosit 18%, a w grupie badanej wynosit 33%, co oznacza, ze wystapil proces
hiperoksji. Wraz z uptywem czasu podczas zywienia pozajelitowego w kolejnych latach
obserwuje sie tendencje do zmniejszenia procentowego uszkodzen DNA genetycznego
i zwigkszenia procentowej zawartosci tlenu w komoérkach. Zaobserwowano, ze emulsja
lipidowa oparta na oliwie z oliwek powoduje najnizszy ($rednio 30%) poziom tlenu

czasteczkowego. Jednakze powoduje ona najwieksze ($rednio 2,1%) uszkodzenia DNA.

Whioski

Wyniki przeprowadzonych analiz moga sugerowaé, ze odpowiednio zbilansowany,
zindywidualizowany program zywienia pozajelitowego zmniejsza ryzyko rozwoju
PNALD. Same markery ALT mogg by¢ nowymi markerami warstwy oksydacyjnej, na
podstawie ktéorych mozemy oszacowac stopien uszkodzenia nie tylko watroby po
prowadzeniu leczenia zywieniowego, ale takze indukowane przez nie uszkodzenia
mitochondriéw. Nie jest jednak jasne, czy zywienie pozajelitowe ma bezposredni
wplyw na uszkodzenia genomowego DNA i poziomy tlenu czasteczkowego
w komodrkach w trakcie leczenia. Ztozone interakcje migdzy lipidami, a ukladem
odpornosciowym moga nasila¢ si¢ w trakcie procesu chorobowego i wraz ze stresem
oksydacyjnym stanowig wazny czynnik w procesach chorobowych, ktory wcigz nie jest
w pelni poznany. Wazne jest, aby uwaznie monitorowac¢ pacjentdw otrzymujacych
zywienie pozajelitowe pod katem wszelkich dziatan niepozadanych i odpowiednio

zarzadzaé potencjalnym ryzykiem.
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