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2. Wykaz stosowanych skrótów i oznaczeń 

ALP (ang. Alkaline Phosphatase) – fosfataza alkaliczna 

ATF4 (ang. Activating Transcription Factor 4) – czynnik transkrypcyjny 4 

BALP (ang. Bone Alkaline Phosphatase) – fosfataza zasadowa izoenzym kostny 

BGLAP (ang. Bone Gamma-Carboxyglutamate Protein) – białko gamma-

karboksyglutaminianowe kości/ osteokalcyna 

BMA (ang. Bone Mineral Area) – obszar mineralny kości  

BMC (ang. Bone Mineral Content) – zawartość mineralna kości 

BMD (ang. Bone Mineral Density) – gęstość mineralna kości 

CKD (ang. Chronic Kidney Disease) – przewlekła choroba nerek 

CKD-MBD (ang. Chronic Kidney Disease – Mineral Bone Disorders) – zaburzenia 

mineralno-kostne w przewlekłej chorobie nerek 

CON (ang. Control Group) – grupa kontrolna  

dp-ucMGP (ang. Desphospho-Uncarboxylated Matrix Gla Protein) – 

defosfonieukarboksylowane białko macierzy Gla 

DEXA (ang. Dual Energy X-ray Absorptiometry) – absorpcjometria rentgenowska  

o podwójnej energii 

ELISA (ang. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) – test immunoenzymatyczny 

FGF-23 (ang. Fibroblast Growth Factor) – czynnik wzrostu fibroblastów-23 

FOXO1 (ang. Forkhead Box Transcription Factor 1) – czynnik transkrypcyjny należący do 

rodziny forkhead box 1 

GAPDH (ang. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase) – dehydrogenaza aldehydu 3-

fosforanowego gliceryny 

GFR (ang. Glomerular Filtration Rate) – współczynnik filtracji kłębuszkowej 

GGCX (ang. γ-Glutamyl Carboxylase) – γ-glutamylokarboksylaza 

HD (ang. Hemodialysis) – hemodializa 
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HPLC (ang. High-Performance Liquid Chromatography) – wysokosprawna chromatografia 

cieczowa 

IL1𝛼 (ang. Interleukin 1α) – interleukina 1𝛼 

LC-MS/MS (ang. Liquid Chromatography – Mass Spectrometry) – chromatografia cieczowa 

z tandemową spektrometrią mas 

M-CSF (ang. Macrophage Colony-Stimulating Factor) – czynnik stymulujący tworzenie 

kolonii makrofagów 

MGP (ang. Matrix Gla Protein) – białko macierzy Gla 

MKs (ang. Menaquinones) – menachinony/ witamina K2 

MRM (ang. Multiple Reactions Monitoring) – monitorowanie reakcji wielokrotnych  

MSCs (ang. Multipotent, Mesenchymal Stem Cells) – multipotencjalne, mezenchymalne 

komórki macierzyste 

OC (ang. Osteocalcin) – osteokalcyna  

OPG (ang. Osteoprotegerin) – osteoprotegryna  

OPN (ang. Osteopontin) – osteopontyna  

PGE2 (ang. Prostaglandin E2) – prostaglandyna E2 

PIVKA-II (ang. Protein Induced by VK Absence/Antagonism II) – białko indukowane przez 

brak witaminy K lub antagonistę II 

pQCT (ang. Peripheral Quantitative Computed Tomography) – obwodowa ilościowa 

tomografia komputerowa 

PTH (ang. Parathyroid Hormone) – parathormon 

R1 (ang. Metaphyseal Area of Femur) – obszar przynasadowy kości udowej 

R2 (ang. Diaphyseal Area of Femur) – obszar trzonu kości udowej 

RANKL (ang. Receptor Activator for Nuclear Factor κB) – aktywator receptora dla ligandu 

czynnika jądrowego κB na osteoblastach 

RCT (ang. Randomized Control Trials) – randomizowane kontrolowane badania kliniczne 
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RT-PCR (ang. Real-Time Polymerase Chain Reaction) – ilościowa reakcja łańcuchowej 

polimerazy w czasie rzeczywistym  

RUNX2 (ang. Runt-Related Transcription Factors 2) – czynnik transkrypcyjny związany  

z Runt 2 

SXR (ang. Steroid and Xenobiotic Receptor) – receptor steroidowy i ksenobiotyczny 

TRAP (ang. Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) – winianooporna kwaśna fosfataza 

UBIAD1 (ang. UbiA Prenyltransferase Domain Containing 1) – enzym zawierający domenę 

transferazy prenylowej UbiA 

ucOC (ang. Uncarboxylated Osteocalcin) – nieukarboksylowana osteokalcyna 

vBMD (ang. Volumetric Bone Mineral Density) – objętościowa gęstość mineralna kości 

VK (ang. Vitamin K) – witamina K 

VKDPs (ang. VK-Dependent Proteins) – białka zależne od witaminy K  

VKOR (ang. Vitamin K Epoxide Reductase) – reduktaza epoksydowa witaminy K 

VKORC1 (ang. Vitamin K Epoxide Reductase Complex Subunit 1) – podjednostka 1 

kompleksu reduktazy epoksydu witaminy K 

VSMC (ang. Vascular Smooth Muscle Cell) – komórki mięśni gładkich naczyń 
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3. Wstęp 

 Na przełomie ostatnich dekad znacząco wzrosła zapadalność na choroby nerek, stając 

się głównym problemem zdrowia publicznego. Rozpowszechnienie przewlekłej choroby nerek 

(CKD, Chronic Kidney Disease) w populacji sięga 13% [1]. Ponadto prognozuje się, że do 2040 

roku CKD stanie się piątą na świecie najczęstszą przyczyną przedwczesnej umieralności [2]. 

 Z uwagi na szereg funkcji pełnionych przez nerki oraz ich wpływ na homeostazę całego 

organizmu [3] zaburzenia zarówno strukturalne, jak i czynnościowe nerek wiążą się  

z wystąpieniem powikłań CKD, które znacząco wpływają na jakość życia chorych [4].  

3.1. Zaburzenia mineralno-kostne w przewlekłej chorobie nerek 

 Upośledzona czynność nerek prowadzi do rozwoju zaburzeń gospodarki kostnej  

i mineralnej, co wiąże się z nieprawidłową mineralizacją kości, zwapnieniem naczyń 

krwionośnych oraz tkanek miękkich [5,6]. Powyższe powikłania w przewlekłej chorobie nerek 

określone są terminem zaburzeń mineralno-kostnych (CKD-MBD, Chronic Kidney Disease – 

Mineral Bone Disorders) [7] i charakteryzują się wystąpieniem jednej lub więcej 

nieprawidłowości dotyczących stężenia wapnia, fosforu, układu czynnika wzrostu 

fibroblastów-23 (FGF-23)/Klotho, parathormonu (PTH) czy metabolizmu witaminy D. 

Powyższe nieprawidłowości przekładają się na zaburzenia obrotu kostnego, mineralizacji lub 

wytrzymałości kości oraz występowanie zwapnień w układzie naczyniowym lub innych 

tkankach miękkich [5-9]. CKD-MBD istotnie przyczynia się do zwiększonego ryzyka złamań 

oraz wzrostu śmiertelności wśród pacjentów nefrologicznych [10]. Wysokie ryzyko złamań  

w tej populacji wynika z połączenia zmian w metabolizmie kostnym i mineralnym wywołanych 

przez CKD oraz klasycznych czynników ryzyka złamań obserwowanych w populacji osób bez 

dysfunkcji nerek [10,11]. Patogeneza CKD-MBD oraz skłonność do złamań jest złożona, 

dodatkowo leczenie skupiające się na wyrównaniu zaburzeń mineralnych w surowicy nie jest 

wystarczające, by ograniczyć wystąpienie i rozwój powikłań CKD-MBD. 

 Hiperfosfatemia, będąca skutkiem retencji fosforu, jest zjawiskiem stosunkowo późnym 

w naturalnym przebiegu CKD, ujawniającym się klinicznie zwykle w stadium 4-5. Wzrost 

wydalania fosforu przez pozostałe nefrony przywraca jego homeostazę kosztem wyższych 

poziomów FGF-23 i PTH w surowicy. W sytuacji, gdy GFR (Glomerular Filtration Rate, 

współczynnik filtracji kłębuszkowej) osiągnie poziom poniżej 30% normy, hiperfosfatemia 

utrwala się z powodu niedostatecznego wydalania przez nerki [12]. W trzecim stadium CKD, 

wskutek zatrzymywania fosforanów lub jako efekt wtórny poprzez stymulację FGF-23, 

zmniejsza się stężenie krążącej we krwi 1,25-dihydroksywitaminy D (1,25(OH)2D). Obniżony 
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poziom kalcytriolu w organizmie prowadzi do zmniejszenia wchłaniania wapnia z jelita  

i kanalików proksymalnych, powodując skłonność do hipokalcemii, czemu przeciwdziała 

zwiększona produkcja i sekrecja PTH. Hiperfosfatemia również bezpośrednio zwiększa 

ekspresję genu PTH, a efektem końcowym powyższych zaburzeń jest wtórna nadczynność 

przytarczyc [6].        

 Kluczowymi badaniami stosowanymi w diagnostyce CKD-MBD są zatem: stężenie 

wapnia, fosforanów i fosfatazy alkalicznej (ALP, Alkaline Phosphatase) w surowicy.  

W wytycznych KDIGO zalecane jest, aby były one rutynowo monitorowane od 3-go stadium 

CKD [7]. Parathormon powinien być kontrolowany w stadium 4 CKD, natomiast można 

również uwzględnić jego oznaczanie już w stadium 3. Pacjentom należy także przeprowadzić 

badania pod kątem niedoboru witaminy D, a stężenie 25-hydroksywitaminy D powinno być 

mierzone co najmniej raz w roku [7,9]. Pomiary FGF-23 i białka Klotho nie odgrywają istotnej 

roli w diagnostyce oraz w rutynowym monitorowaniu CKD-MBD, a przydatność kliniczna tych 

markerów do oceny ryzyka złamań u pacjentów z CKD wymaga dalszych badań.  

 W przebiegu CKD-MBD dochodzi do upośledzenia zarówno jakościowego, jak  

i ilościowego tkanki kostnej, co prowadzi do zmniejszenia wytrzymałości kości. 

Najwcześniejsze nieprawidłowości immunohistochemiczne kości u chorych z CKD-MBD 

obserwuje się już przy stosunkowo łagodnym zmniejszeniu wskaźnika przesączania 

kłębuszkowego (między 60 a 90 ml/min/1,73 m2). Masa kostna jest zwykle oceniana za pomocą 

absorpcjometrii rentgenowskiej o podwójnej energii (DEXA, Dual Energy X-ray 

Absorptiometry), która pozwala ocenić powierzchniową gęstość mineralną kości (BMD 

[g/cm2], Bone Mineral Density). Jednakże badania obrazowe, takie jak zdjęcia rentgenowskie 

oraz obliczenie BMD nie są rutynowo wykonywane w przebiegu CKD, ponieważ nie pomagają 

przewidzieć ryzyka złamań kości ani rozpoznać rodzaju osteodystrofii [9]. Natomiast 

obwodowa ilościowa tomografia komputerowa (pQCT, Peripheral Quantitative Computed 

Tomography) jest techniką obrazowania, która mierzy rzeczywistą objętościową gęstość 

mineralną kości (vBMD [g/cm3], Volumetric Bone Mineral Density) [13]. W zwierzęcych 

modelach CKD istnieje możliwość wykonania biopsji kości do analizy histomorfometrycznej 

lub przeprowadzenia badań właściwości biomechanicznych i geometrycznych kości [14-17].

 Obecne zalecenia dotyczące terapii CKD-MBD skupiają się na hamowaniu wysokiego 

obrotu kostnego poprzez zastosowanie suplementacji aktywną formą witaminy D i/lub 

farmakoterapię kalcymimetykami [5,6,18]. Rekomenduje się, aby leczenie głównych 

nieprawidłowości związanych z CKD-MBD, takich jak niedobór witaminy D, hiperfosfatemia 

i nadczynność przytarczyc, miało miejsce przed rozpoczęciem leczenia środkami 
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antyresorpcyjnymi lub anabolicznymi [5,7-9,18]. Ze względu na fakt, że dla pacjentów  

z powikłaniami CKD-MBD nie opracowano specjalistycznego leczenia przeciwdziałającego 

złamaniom, farmakologiczne postępowanie w stadium 1-3 CKD nie różni się od postępowania 

w terapii osteoporozy u chorych bez CKD. Jednakże terapia zaburzeń kostnych w stadium 4-5 

CKD pozostaje wyzwaniem, ponieważ większość leków przeciwdziałających złamaniom kości 

jest przeciwwskazana u pacjentów z eGFR <30 ml/min [10,19].     

3.2. Proces przebudowy tkanki kostnej 

Kość jest wysoce dynamiczną tkanką, która przez całe życie podlega procesom 

przebudowy mającym na celu utrzymanie odpowiedniej objętości, mikrostruktury, 

wytrzymałości kości oraz homeostazy mineralnej. W przebudowie tkanki kostnej odgrywają 

rolę dwie antagonistycznie działające populacje komórkowe – osteoklasty, które mają zdolność 

do resorpcji zmineralizowanej tkanki kostnej oraz osteoblasty kontrolujące tworzenie kości 

[20]. W zdrowym dorosłym szkielecie ilość zresorbowanej kości jest na ogół równa ilości nowo 

powstałej tkanki kostnej, co pozwala zachować integralność szkieletu i prawidłową 

wytrzymałość mechaniczną kości. Zaburzenie równowagi homeostazy kostnej prowadzi do 

rozwoju metabolicznych chorób kości, takich jak osteoporoza i osteoliza, gdzie występuje 

nadmierna osteoklastogeneza lub osteopetroza, w której dochodzi do nadmiernego 

kościotworzenia [21,22].         

 Osteoklasty są to wielojądrzaste komórki olbrzymie utworzone z komórek 

jednojądrzastych linii monocytów/makrofagów. Ich przeżywalność, ekspansja i różnicowanie 

prekursorów osteoklastów podlega stymulacji przez dwa główne czynniki – czynnik 

stymulujący tworzenie kolonii makrofagów (M-CSF, Macrophage Colony-Stimulating Factor) 

oraz aktywator receptora ligandu jądrowego czynnika kappa-B (RANKL, Receptor Activator 

Of Nuclear Factor Kappa-B Ligand) [23]. Osteoblasty pochodzą z multipotencjalnych, 

mezenchymalnych komórek macierzystych (MSCs, Multipotent, Mesenchymal Stem Cells),  

a ich różnicowanie jest regulowane przez główny czynnik transkrypcyjny RUNX2 (Runt-

Related Transcription Factors 2), który odgrywa zasadniczą rolę w ekspresji genów 

związanych z osteoblastogenezą, takich jak fosfataza alkaliczna, osteokalcyna (BGLAP, Bone 

Gamma-Carboxyglutamate Protein) i osteopontyna (OPN, Osteopontin) [20,24].  

 Podczas przebudowy kości dochodzi do rekrutacji osteoklastów (faza aktywacji), 

których zadaniem jest niszczenie nieorganicznych składników macierzy zewnątrzkomórkowej 

(faza resorpcji). Następnie osteoklasty ulegają apoptozie, a w ich miejsce rekrutowane są 

osteoblasty (faza odwrócenia). W ostatnim etapie (faza formowania) osteoblasty odkładają 
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niezmineralizowaną macierz osteoidową, która wkrótce potem jest mineralizowana [22]. 

Proces przebudowy tkanki kostnej jest zatem kluczowym elementem zapewniającym odnowę 

uszkodzonej kości, w związku z czym podlega ścisłej kontroli przez hormony – głównie PTH 

i kalcytoninę, a także witaminę K, 1,25-dihydroksywitaminę D oraz czynniki wzrostu [20,22].  

3.3.  Witamina K 

 Witamina K (VK, Vitamin K) to grupa rozpuszczalnych w tłuszczach związków 

chemicznych, które występują w postaci witaminy K1 (filochinon) oraz K2 (MKs, ang. 

Menaquinones, menachinony). U ludzi najczęstszymi MKs są krótkołańcuchowe MK-4, które 

jako jedyne wytwarzane są przez ogólnoustrojową konwersję filochinonu do menachinonów 

przy udziale enzymu zawierającego domenę transferazy prenylowej UbiA (UBIAD1, UbiA 

Prenyltransferase Domain Containing 1). Wszystkie warianty VK są wchłaniane przez 

wątrobę, gdzie zachodzi ich katabolizm, natomiast metabolity są wydalane w około 40%  

z żółcią oraz w 20% z moczem [25].        

 Witamina K jest kofaktorem enzymu – γ-glutamylokarboksylazy (GGCX, γ-Glutamyl 

Carboxylase), który jest niezbędnym elementem w procesie powstawania białek zależnych od 

witaminy K (VKDPs, VK-Dependent Proteins). W reakcji gamma-karboksylacji do reszt Glu 

w nieukarboksylowanych białkach dodawane są grupy karboksylowe, co pozwala na ich 

przekształcenie w domeny Gla. W konsekwencji powstają aktywne VKDPs, takie jak 

osteokalcyna (OC, Osteocalcin) oraz białko macierzy Gla (MGP, Matrix Gla Protein), które 

poprzez wiązanie wapnia uczestniczą w procesach krzepnięcia krwi, zwapnienia naczyń oraz 

mineralizacji kości [26].          

 Aby witamina K mogła prawidłowo pełnić swoją fizjologiczną rolę, jest poddawana 

regeneracji określonej mianem „cyklu witaminy K”. Są to reakcje redoks, których zadaniem 

jest przekształcenie epoksydu VK pod wpływem reduktazy epoksydowej (VKOR, Vitamin K 

Epoxide Reductase) do postaci chinonu, a następnie przy udziale reduktazy chinonowej do 

postaci hydrochinonu VK. Postać zredukowana witaminy K może zostać ponownie 

wykorzystana do γ-karboksylacji białek [27]. 

3.3.1.  Rola witaminy K w przebudowie kości 

Osteokalcyna (OC) jest jednym z głównych niekolagenowych białek występujących  

w kościach, wydzielanym przez osteoblasty. Po karboksylacji zależnej od witaminy K, OC 

rozwija wysokie powinowactwo do jonów wapnia, które włącza do kryształów 

hydroksyapatytu w macierzy kostnej [28]. Transkrypcja i translacja genu OC są regulowane 
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przez 1,25(OH)2D [29] oraz PTH [30], a w ich wyniku powstaje niedojrzała forma – ucOC 

(Uncarboxylated Osteocalcin, nieukarboksylowana osteokalcyna). Krążąca OC jest 

wykorzystywana jako dobry biomarker tworzenia kości, jednakże gdy kość ulega resorpcji, 

fragmenty OC są uwalniane do krążenia, w wyniku czego stężenie w osoczu może 

odzwierciedlać obrót kostny. W badaniu przeprowadzonym u kobiet po menopauzie oraz  

u osób zdrowych wykazano ujemną korelację między stężeniem OC w surowicy a BMD [31]. 

U zdrowych dziewcząt zauważono, że filochinon w osoczu był odwrotnie skorelowany  

z krążącą OC, co wskazuje, że lepszy status witaminy K był związany ze zmniejszonym 

obrotem kostnym [32].          

 Białko Matrix Gla (MGP) jest syntetyzowane w komórkach mięśni gładkich naczyń 

(VSMC, Vascular Smooth Muscle Cell), chondrocytach i osteoklastach. Zgodnie z wynikami 

badań zarówno na zwierzętach, jak i na ludziach, MGP hamuje zwapnienie naczyń tętniczych 

i chrząstek, jednocześnie ułatwiając prawidłowy metabolizm kości [28,33]. Zhang i in. [34] 

wykazali, że nadekspresja MGP jest związana z zahamowaniem osteoklastogenezy i wzrostem 

masy kostnej, podczas gdy niedobór MGP stymuluje powstawanie i funkcjonowanie 

osteoklastów, przyspieszając resorpcję kości.      

 Jak ilustrują wyniki badań in vitro, witamina K (szczególnie K2) poprawia funkcję 

osteoblastów poprzez indukcję ich proliferacji i różnicowania [35,36] oraz hamowanie 

apoptozy osteoblastów za pośrednictwem białka Fas [37].  W obecności witaminy K2 hodowle 

komórkowe osteoblastów zwiększają zarówno aktywność ALP, jak i poziom OC [36]. Wyższa 

aktywność ALP związana jest z lepszym tworzeniem macierzy organicznej i części mineralnej 

kości oraz z odkładaniem się OC i hydroksyapatytu w kości. Witamina K2 aktywuje receptor 

steroidowy i ksenobiotyczny (SXR, Steroid and Xenobiotic Receptor) [38,39] oraz działa jako 

regulator transkrypcji licznych genów, będących biomarkerami linii osteoblastów i genów 

związanych z macierzą zewnątrzkomórkową [39,40]. Ponadto witamina K2 wspomaga 

kościotworzenie i hamuje resorpcję kości poprzez stymulację ekspresji osteoprotegeryny 

(OPG, Osteoprotegerin) oraz hamuje ekspresję RANKL na osteoblastach [36]. Yamagushi  

i wsp. [41] zaobserwowali, że witamina K2 indukowała spadek podstawowej i indukowanej 

przez cytokiny ekspresji NF-κB w osteoblastach, jak również w prekursorach osteoklastów, co 

wyjaśnia jej podwójne działanie proanaboliczne oraz antykataboliczne.      

 Z drugiej strony obecne dowody sugerują, że witamina K2 zmniejsza aktywność 

osteoklastów. Dla przykładu, VK zapobiega powstawaniu osteoklastów bezpośrednio lub 

pośrednio poprzez ingerencję w układ RANKL/OPG [36]. Witamina K zmniejsza zarówno 

proliferację komórek TRAP-dodatnich, jak i aktywność winianoopornej kwaśnej fosfatazy 
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(TRAP, Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) w osteogennej pożywce hodowlanej [36,42]. 

Ponadto witamina K2 hamuje resorpcję kości indukowaną przez czynniki resorpcyjne kości, 

takie jak: prostaglandyna E2 (PGE2, Prostaglandin E2), interleukina 1𝛼 (IL1𝛼, Interleukin 1α)  

i 1,25(OH)2D [43]. Badanie Kameda i in. [42] wykazało potencjał witaminy K2 do 

indukowania apoptozy osteoklastów. W celu zbadania wpływu witaminy K na metabolizm 

kości wykorzystano kilka modeli zwierzęcych osteoporozy. W badaniach wykazano 

pozytywny wpływ suplementacji witaminą K na zdrowie kości, wynikający z hamowania 

utraty masy kostnej, poprawienia funkcji osteoblastów oraz architektury kości [44-47]. Kim  

i in. [48] zaobserwowali, że podawanie witaminy K myszom na diecie wysokotłuszczowej 

powodowało wzrost tworzenia tkanki kostnej oraz zmniejszenie resorpcji kości.   

 Większość badań obserwacyjnych u ludzi wykazała, że niskie stężenie VK1 i wysokie 

poziomy ucOC w surowicy oraz niskie spożycie witaminy K w diecie są związane  

z wyższym ryzykiem złamań [49-53], ale uzyskano również odmienne wyniki [54,55]. 

Ponadto sprawdzano związki występujące między witaminą K a biomarkerami kości.  

W badaniu Framingham Offspring Study stężenie VK1 w osoczu było odwrotnie 

proporcjonalne do OPG [56]. U starszych mieszkańców północnej Europy poziomy VK1 były 

odwrotnie skorelowane z BALP (Bone Alkaline Phosphatase, fosfataza zasadowa izoenzym 

kostny) – markerem tworzenia kości [49]. W kilku badaniach przekrojowych wykazano, że 

poziom witaminy K lub jej odpowiednia podaż poprawia wartości BMD [50,57,58]. Natomiast 

kilka badań obserwacyjnych nie potwierdziło takiego związku [53,55], dlatego na podstawie 

badań obserwacyjnych trudno stwierdzić, czy witamina K jest czynnikiem ochronnym dla 

zdrowia kości.          

 Istnieją kontrowersyjne wyniki dotyczące wpływu suplementacji witaminy K2 na 

zdrowie kości. Randomizowane kontrolowane badania kliniczne (RCT, Randomized Control 

Trials) o małej liczebności próby wykazały ochronny wpływ MK-4 na BMD oraz zmniejszone 

ryzyko złamań szyjki kości udowej, złamań kręgowych i pozakręgowych [59-62]. Trzyletnie 

badanie z udziałem zdrowych kobiet po menopauzie wykazało, że suplementy MK-7 

poprawiły wytrzymałość kości w porównaniu z placebo [63]. Jednak wyniki największego  

i najdłuższego badania z udziałem MK-4 nie wykazały tak korzystnego wpływu na złamania 

kręgów, z wyjątkiem kobiet z zaawansowaną osteoporozą [64]. Co więcej, mechanizmy, dzięki 

którym witamina K może chronić przed złamaniami kości, pozostają nieokreślone. Sugeruje 

się, że VK może zachować zarówno ilość, jak i jakość kości poprzez hamowanie obrotu 

kostnego, ale dostępne dowody są niejasne [65]. 
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3.3.2.  Status VK u pacjentów z przewlekłą chorobą nerek     

 W populacji pacjentów z CKD leczonych zachowawczo, hemodializami (HD, 

Hemodialysis) lub dializą otrzewnową zaobserwowano niedobór witaminy K [66-68], który 

może być spowodowany ograniczeniami dietetycznymi, zaburzonym recyklingiem VK oraz 

stosowaniem leków, takich jak: statyny, inhibitory pompy protonowej, środki wiążące 

fosforany, sterydy, leki hipotensyjne oraz suplementacja witaminy D. Ponadto antybiotyki  

o szerokim spektrum działania przyjmowane przez pacjentów z CKD mogą upośledzać ich 

mikroflorę jelitową, przyczyniając się do zmniejszenia syntezy witaminy K [69-70]. Biorąc pod 

uwagę, że witamina K jest niezbędna do aktywacji ważnych dla metabolizmu kości VKDP, 

takich jak osteokalcyna czy MGP, funkcjonalny niedobór witaminy K może prowadzić do 

zaburzeń przebudowy kości. W badaniach przeprowadzonych na szczurach z mocznicą 

wykazano, że przewlekła choroba nerek może wpływać na metabolizm witaminy K z uwagi na 

spadek ekspresji VKOR i GGCX w aorcie oraz obniżenie poziomu UBIAD1 w nerkach [69]. 

W badaniu wpływu VK2 na masę i wytrzymałość kości korowej u szczurów z niewydolnością 

nerek wykazano, że podawanie witaminy K2 zwiększyło wytrzymałość kości korowej bez 

zmiany BMD [14]. W związku z powyższym istnieje możliwość, że VK może wpływać na 

integralność kości bez zmiany gęstości mineralnej kości. Podsumowując, dowody z badań in 

vitro oraz badań na zwierzętach potwierdziły ochronną rolę witaminy K2 w odniesieniu do 

zdrowia kości, sugerując potencjalne korzyści z jej stosowania u pacjentów z osteoporozą.

 W dostępnej literaturze istnieje niewiele doniesień dokumentujących związek między 

niedoborem witaminy K a spadkiem BMD lub ryzykiem złamań u pacjentów z przewlekłą 

chorobą nerek. Badanie przeprowadzone na pacjentach z CKD w stadium 3-5 wykazało, że 

wysoki poziom ucOC w surowicy był dodatnio skorelowany z fosforanami i PTH, natomiast 

odwrotnie skorelowany z poziomami 25(OH)D, co sugeruje związek z przebudową kości [67]. 

Po raz pierwszy wykazano niezależny związek między niedoborem witaminy K1 a ryzykiem 

złamań kości u pacjentów hemodializowanych w badaniu przeprowadzonym przez Kohlmeier 

i wsp. [71]. Ponadto autorzy zaobserwowali, że pacjenci bez historii złamań kości mieli około 

trzykrotnie wyższe stężenia VK1 w surowicy. Fusaro i wsp. w swoim badaniu zaobserwowali 

wyższe poziomy całkowitej OC i ucOC u pacjentów z CKD w porównaniu z osobami 

zdrowymi, a niedobór witaminy K1 był niezależnym predyktorem złamań kręgów u pacjentów 

z HD [72]. Klirens OC odbywa się poprzez przesączanie kłębuszkowe, stąd stężenie OC  

w surowicy jest wyższe u pacjentów z przewlekłą chorobą nerek w porównaniu z grupą 

kontrolną dobraną pod względem wieku [22]. Evenepoel i wsp. wykazali, że wysoki poziom 
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defosfonieukarboksylowanego MGP (dp-ucMGP, Desphospho-Uncarboxylated Matrix Gla 

Protein) był niezależnie skorelowany z niską gęstością mineralną kości oraz z występowaniem 

złamań. Jednakże u pacjentów ze schyłkową niewydolnością nerek autorzy nie zaobserwowali 

związku między statusem witaminy K a markerami obrotu kostnego [73]. Roczna 

suplementacja MK-4 u pacjentów z kłębuszkowym zapaleniem nerek zapobiegała utracie masy 

kostnej wywołanej sterydami [74]. Zmniejszenie dp-ucMGP, ucOC oraz białek indukowanych 

przez brak VK lub antagonistę II (PIVKA-II, Protein Induced By VK Absence/Antagonism II) 

zaobserwowano u pacjentów HD poddanych suplementacji MK-7, co wskazuje, że powyższa 

forma witaminy K poprawia status VK w wątrobie, kościach oraz naczyniach krwionośnych 

[75-77]. Obecnie w bibliografii brakuje randomizowanych badań dotyczących suplementacji 

witaminy K oraz złamań kości u pacjentów z CKD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



17 

 

4. Cele pracy 

 CKD-MBD jest powszechnym powikłaniem występującym u pacjentów z przewlekłą 

chorobą nerek, a częstość wystąpienia złamań kości jest czterokrotnie wyższa niż w populacji 

ogólnej. Nieprawidłowości w mikroarchitekturze kości w przebiegu CKD-MBD są związane  

z obniżeniem wytrzymałości kości, wynikającej z uszkodzenia zarówno jakości, jak i ilości 

tkanki kostnej. Predyspozycja do rozwoju osteoporozy znacząco wpływa na jakość życia 

pacjentów poprzez zwiększanie ryzyka złamań, podwyższanie kosztów hospitalizacji  

i przedwczesną śmierć. Farmakoterapia osteoporozy koncentruje się głównie na 

przeciwdziałaniu zaburzeniom gospodarki mineralnej. Ponadto u pacjentów z CKD, zwłaszcza 

w zaawansowanym stadium, leczenie jest ograniczone i kosztowne, a niektóre opcje 

farmakoterapii są trudno dostępne, bądź nawet niemożliwe do zastosowania. Ze względu na 

brak postępu w metodyce leczenia CKD-MBD w ciągu ostatnich kilku lat, konieczne jest 

opracowanie nowych, alternatywnych i efektywnych strategii hamowania rozwoju CKD-MBD.

 Dotychczas przeprowadzone zostało tylko jedno badanie dotyczące wpływu 

suplementacji witaminy K2 na gęstość mineralną kości oraz siłę kości udowych u szczurów  

z eksperymentalną CKD, natomiast brakuje randomizowanych kontrolowanych badań 

klinicznych oceniających wpływ suplementacji witaminy K na zdrowie kości. W związku  

z powyższym wpływ witaminy K na metabolizm kości nie został dotąd określony i nadal 

pozostaje nieznany. Wyjaśnienie roli endogennej witaminy K w przebudowie kości może 

pomóc w stworzeniu podstaw, które w przyszłości mogą odegrać kluczową rolę w profilaktyce 

zaburzeń mineralno-kostnych lub pozwolą doprowadzić do opracowania nowych strategii 

terapeutycznych w leczeniu tego powikłania wśród pacjentów z CKD. Tak więc istotne jest 

odkrycie dokładnego mechanizmu działania endogennej witaminy K w kościach oraz jej 

udziału w przebudowie kości, ze szczególnym uwzględnieniem procesu mineralizacji. 

 Zarówno u pacjentów z przewlekłą chorobą nerek, jak i u zwierząt z eksperymentalną 

CKD zaobserwowano niedobór witaminy K. Dlatego zasadne jest oznaczenie poziomu 

witaminy K1, która jest główną dietetyczną postacią VK oraz najczęstszych form 

menachinonów, tj. MK-4 i MK-7, a także ustalenie stosunków MK-7/VK1 i MK-4/VK1, które 

stanowią wskaźnik skuteczności konwersji witaminy K1 do K2. Pośrednim wskaźnikiem 

niedoboru VK są również białka zależne od witaminy K, takie jak osteokalcyna czy MGP,  

w związku z czym istotnym wydaje się oznaczenie poziomu VKDP oraz ich 

nieukarboksylowanych form – ucOC oraz ucMGP zarówno w surowicy, jak i w tkance kostnej. 

Do prawidłowego funkcjonowania witaminy K w procesie γ-karboksylacji białek konieczny 



18 

 

jest jej recykling, w który zaangażowane są enzymy, takie jak VKOR i GGCX. Tak więc 

wartościowym badaniem będzie ocena ekspresji genów związanych z cyklem witaminy K  

w kościach oraz zestawienie uzyskanych wyników z parametrami stanu mineralnego kości 

udowych szczurów z eksperymentalną CKD. Przeprowadzone badania pozwolą zrozumieć 

skomplikowaną rolę endogennej witaminy K w procesie mineralizacji kości w przebiegu 

przewlekłej choroby nerek.  

  

 Mając na uwadze powyższe, celem zrealizowanych badań była: 

1. Kompleksowa ocena metabolizmu endogennej witaminy K w eksperymentalnym, 

szczurzym modelu CKD, 

2. Ocena białek zależnych od witaminy K na poziomie surowicy oraz kości, 

3. Ocena recyklingu witaminy K w kości, 

4. Ustalenie związku występującego między VKDP a stanem mineralnym kości u szczurów 

z CKD. 
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5. Materiały i metody 

Szczegółowe informacje dotyczące zastosowanego modelu doświadczalnego oraz metodyki 

badań znajdują się w niżej wymienionej pracy włączonej do rozprawy: 

Publikacja nr 2 – Ziemińska, M.; Pawlak, D.; Sieklucka, B.; Chilkiewicz, K.; Pawlak, K. 

Vitamin K-dependent carboxylation of osteocalcin in bone–ally or adversary of bone 

mineral status in rats with experimental chronic kidney disease? Nutrients. 14 (2022) 4082. 

Ogólny zarys zastosowanej metodyki pracy przedstawiono na Rycinie 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skróty: N – liczba zwierząt; K1 – witamina K1 (filochinon); MK-4 – menachinon 4; MK-7 – menachinon 7; 

VKDP – białka zależne od witaminy K; OC – osteokalcyna; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna;  

Gla-OC – karboksylowana osteokalcyna; uc-MGP – nieukarboksylowane białko macierzy Gla; VKORC1 – 

podjednostka 1 kompleksu reduktazy epoksydu witaminy K; GGCX – γ-glutamylokarboksylaza; UBIAD1 – 

enzym zawierający domenę transferazy prenylowej UbiA. 

Rycina 1. Schematyczna prezentacja metodyki zastosowanej w niniejszej rozprawie 

doktorskiej. 

 

5.1.  Model zwierzęcy 

 W niniejszej rozprawie wykorzystano model doświadczalny oraz materiał biologiczny, 

który był przedmiotem wcześniejszych badań dotyczących zaburzeń kostnych  

w eksperymentalnym modelu przewlekłej choroby nerek [78]. W części doświadczalnej 

wykorzystano 26 czterotygodniowych samców szczurów rasy Wistar, które na czas 
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eksperymentu trzymano w konwencjonalnych klatkach z nieograniczonym dostępem do 

sterylizowanej wody wodociągowej. Zwierzętom zapewniono wilgotność powietrza 

wynoszącą 50%, stałą temperaturę (24°C), cykl światło/ciemność 12h/12h oraz standardową 

karmę (Ssniff R/MH) składającą się z 19% białka, 1% wapnia, 0,70% fosforu, 1000 IU 

witaminy D3 na kg i 5 mg/kg witaminy K w postaci menadionu. Badania wykonano zgodnie  

z dyrektywą UE 2010/63/UE, a zgodę na przeprowadzenie doświadczeń na zwierzętach 

uzyskano od Lokalnej Komisji Etycznej (24 kwiecień 2013; numer zgody: 29/2013).  

 Szczury zostały losowo podzielone na dwie grupy (kontrolną i badaną). Grupa 

kontrolna (CON, n = 10) została poddana „pozorowanej operacji”, natomiast u zwierząt  

z grupy badanej (CKD, n = 16) przeprowadzono dwuetapową chirurgiczną nefrektomię 5/6, 

prowadzącą do przewlekłej choroby nerek. W celu obserwacji rozwoju choroby eksperyment 

prowadzono przez 24 tygodnie i zakończono pobraniem próbek krwi przez nakłucie serca oraz 

pobraniem kości udowych. Po odwirowaniu krwi uzyskano surowicę, którą zamrożono  

w temperaturze -80°C, natomiast kości po uprzednim oczyszczeniu przechowywano do 

dalszych badań w temperaturze -20°C. 

 

5.2.  Metody badawcze 

5.2.1. Parametry oznaczane w surowicy  

 W niniejszej rozprawie doktorskiej zbadano stężenia witaminy K1 (filochinon), 

witaminy K2 (menachinony – MK-4 i MK-7), a także białek zależnych od VK, tj. całkowitej 

osteokalcyny i nieukarboksylowanych form: Glu-OC oraz ucMGP. Dodatkowo wykorzystano 

wyniki wcześniejszych badań, w których oznaczono poziomy markerów czynności nerek 

(mocznik, kreatynina), PTH oraz 1,25-dihydroksywitaminy D3 u szczurów z eksperymentalną 

mocznicą [78].         

 Pomiary stężenia witaminy K (VK1, MK-4 i MK-7) zostały wykonane przez 

Laboratorium Perlan Technologies Polska z siedzibą w Gdyni. Do oznaczenia VK 

wykorzystano chromatografię cieczową z tandemową spektrometrią mas (LC-MS/MS, Liquid 

Chromatography – Mass Spectrometry) i wysokosprawny chromatograf cieczowy (1260 

Infinity II LC System, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Do próbek surowicy 

dodano znakowany deuterem wzorzec witaminy K1-[d7], acetonitryl i heksan. Górną warstwę 

organiczną przeniesiono do nowej probówki i wysuszono w atmosferze azotu w temperaturze 
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pokojowej. Końcowy suchy ekstrakt rozpuszczono w acetonitrylu, a następnie automatycznie 

wstrzyknięto do systemu HPLC (High-Performance Liquid Chromatography, wysokosprawna 

chromatografia cieczowa). Rozdzielanie próbek przeprowadzono w stałej temperaturze 30°C 

na kolumnie z odwróconą fazą Zorbax (SB-C8 RRHT, 3.0 x 50 mm, 1,8 μm, 600 bar). 

Zastosowano dwuskładnikowy układ gradientowy, składający się z 0,1% kwasu mrówkowego 

i 5 mM mrówczanu amonu w wodnej fazie ruchomej (eluent A) oraz metanolu zakwaszonego 

0,1% kwasem mrówkowym (eluent B). Jako gaz rozpylający zastosowano azot, natomiast 

gazem kolizyjnym był azot o ultrawysokiej czystości. Identyfikację i ocenę ilościową oparto na 

monitorowaniu reakcji wielokrotnych (MRM, Multiple Reactions Monitoring)  

z wykorzystaniem spektrometrii mas.        

 Oznaczenie stężenia kreatyniny i mocznika wykonano z użyciem analizatora 

biochemicznego Minidray BS-120 (USA) oraz komercyjnego zestawu CORMAY (Lublin, 

Polska). Za pomocą testu immunoenzymatycznego ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay) zmierzono PTH (Rat Intact PTH ELISA kit, Immunotopic, San Clemente, Kalifornia, 

USA) oraz 1,25 dihydroksywitaminę D (Rat (DHVD3) ELISA kit, Shanghai Sunred Biological 

Technology Co., Ltd, Chiny).        

 Ilościowe oznaczenie VKDP w surowicy zostało wykonane za pomocą zestawów 

ELISA, odpowiednio: stężenie całkowitej osteokalcyny (Rat Osteocalcin ELISA firmy 

Immutopics, Inc., San Clemente, CA, USA), Glu-OC (Rat Glu-Osteocalcin High Sensitive EIA, 

Takara Bio Inc., Shiga, Japonia) oraz ucMGP (Rat Undercarboxylated matrix Gla protein firmy 

MyBioSource, Inc., San Diego, CA, USA). 

5.2.2. Badania przeprowadzone w homogenatach kości  

 W celu otrzymania homogenatów tkanki kostnej pobrano fragmenty trzonu kości 

udowej (obszar kości korowej) oraz dalszej nasady kości udowej (obszar kości beleczkowej), 

które następnie zostały precyzyjnie zważone i wypłukane. Homogenizację przeprowadzono  

w zimnym buforze fosforanu potasu (50 mM, pH = 7,4; POCh) za pomocą wysokosprawnego 

homogenizatora (Ultra-Turrax T25; IKA, Staufen, Niemcy) wyposażonego w element 

dyspergujący ze stali nierdzewnej (S25N-8G; IKA). Otrzymane w powyższy sposób 10% 

homogenaty kości wirowano (10 min, 700 x g, 4°C), a zebrany supernatant był przechowywany  

w temperaturze -80°C do czasu wykonania badań.     

 Zarówno w części beleczkowej, jak i korowej kości udowej dokonano pomiarów 

karboksylowanej i nieukarboksylowanej osteokalcyny, wykorzystując do tego celu testy 

ELISA firmy Takara Bio Inc. (Shiga, Japonia). Stężenie Gla-OC określono za pomocą zestawu 
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Rat Gla-Osteocalcin High Sensitive EIA, natomiast stężenie Glu-OC oznaczono 

z użyciem Rat Glu-Osteocalcin High Sensitive EIA. Otrzymane wyniki pozwoliły na obliczenie 

stosunku Gla-OC/Glu-OC, który jest wskaźnikiem dostępności witaminy K na poziomie kości.

 Ekspresję genów zaangażowanych w recykling witaminy K (VKORC1, GGXC  

i UBIAD1) na poziomie kości zmierzono metodą ilościowej reakcji łańcuchowej polimerazy  

w czasie rzeczywistym (RT-PCR, Real-Time Polymerase Chain Reaction)  

z wykorzystaniem spektrofotometru Thermo Scientific NanoDrop 2000 (Waltham, MA, USA). 

Za pomocą zestawu do oczyszczania RNA (Thermo Scientific GeneJET RNA, Thermo 

Scientific, Wilno, Litwa) wyizolowano całkowity RNA z tkanki kości udowej w celu ilościowej 

oceny i kontroli jakości RNA, a odwrotną transkrypcję przeprowadzono z użyciem zestawu do 

syntezy cDNA RevertAid™ First Stand (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Do 

wykonania RT-PCR użyto SYBR Green Master Mix (EURx, Gdańsk, Polska), natomiast do 

względnej ilościowej oceny ekspresji genów zastosowano metodę porównawczą CT (ΔΔCT). 

Normalizację poziomu ekspresji osiągnięto dzięki użyciu dehydrogenazy aldehydu 3-

fosforanowego gliceryny (GAPDH, Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase), którą 

wykorzystano jako gen metabolizmu podstawowego. Sekwencje zastosowanych starterów 

ujęto w pracy oryginalnej, będącej częścią niniejszej rozprawy (Publikacja nr 2).  

 W celu wykrycia zależności między ekspresją enzymów cyklu witaminy  

K, a kluczowymi genami zaangażowanymi w etapy osteoblastogenezy wykorzystano wyniki 

wcześniejszych badań [79], gdzie oznaczona została ekspresja genu FOXO1 (Forkhead Box 

Transcription Factor 1), ATF4 (Activating Transcription Factor 4), RUNX2, ALP oraz 

BGLAP. 

5.2.3. Analiza stanu mineralnego kości udowej 

 Przeanalizowanie zależności między obiema formami osteokalcyny – Glu-OC i Gla-OC 

oraz stosunkiem Gla-OC/Glu-OC w kości a stanem mineralnym kości udowych szczurów  

z CKD było możliwe dzięki wykorzystaniu skanów densytometrycznych wykonanych  

w ramach wcześniej opublikowanej pracy naszego zespołu [78]. Badania zostały 

przeprowadzone na densytometrze rentgenowskim Horizon QDR Series (Hologic Inc., 

Bedford, MA, USA) przy użyciu specjalnego oprogramowania dla małych zwierząt. 

Wszystkim szczurom wykonano pomiary całej kości udowej – obszar mineralny kości (BMA, 

Bone Mineral Area; cm2), gęstość mineralną kości (BMD; mg/cm2) oraz zawartość mineralną 

kości (BMC, Bone Mineral Content; mg). Dodatkowo określono ilościowo subregionalne BMC 
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i BMD małych jednolitych obszarów w dystalnej przynasadzie (region R1, mieszana kość 

beleczkowa i korowa) oraz trzonie środkowym (region R2, kość korowa).  

5.2.4. Analiza statystyczna 

 W celu określenia normalności rozkładu zmiennych ciągłych zastosowano test Shapiro-

Wilka. Wyniki badań o rozkładzie normalnym zostały wyrażone jako średnia  

± odchylenie standardowe (SD), natomiast dane nie mające rozkładu Gaussa przedstawiono 

jako medianę (od 25 do 75 percentyla). Grupa kontrolna i grupa badana zostały porównane za 

pomocą niesparowanego testu t-Studenta z poprawką Welcha lub nieparametrycznego testu 

Manna-Whitneya. Za poziom istotności statystycznej uznano p < 0,05. Korelacje między 

badanymi zmiennymi obliczono za pomocą analizy korelacji rang Spearmana. Analizę 

statystyczną dla wszystkich oznaczeń wykonano z użyciem programu Statistica ver.13 

(StatSoft, Tulsa, OK, USA), natomiast do graficznej prezentacji wyników wykorzystano 

oprogramowanie GraphPad Prism 6.0 (San Diego, USA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 

 

6. Omówienie wyników badań 

Przedstawione wyniki badań wraz z szczegółowym opisem zostały opublikowane w niżej 

wymienionej pracy włączonej do rozprawy: 

Publikacja nr 2 – Ziemińska, M.; Pawlak, D.; Sieklucka, B.; Chilkiewicz, K.; Pawlak, K. 

Vitamin K-dependent carboxylation of osteocalcin in bone–ally or adversary of bone 

mineral status in rats with experimental chronic kidney disease? Nutrients. 14 (2022) 4082. 

 Materiał badawczy użyty w niniejszej rozprawie doktorskiej był przedmiotem 

wcześniejszych badań [78,79], a uzyskane wyniki zostały wykorzystane w celu kontynuacji 

badań dotyczących zaburzeń metabolizmu kości w przewlekłej chorobie nerek.  

 W niniejszym badaniu statusu witaminy K wykazano znaczny spadek stężenia VK1, 

natomiast istotny wzrost VK2 (MK-7, a zwłaszcza MK-4) u zwierząt z eksperymentalną 

niewydolnością nerek w porównaniu z grupą kontrolną (Rycina 2, A-C). W badaniach 

dotyczących CKD, zarówno u pacjentów, jak i u zwierząt doświadczalnych zaobserwowano 

niedobór witaminy K1 [67,69], co jest zgodne z uzyskanymi przez nasz zespół wynikami. Na 

Rycinie 2 (D-E) przedstawiono wyliczone stosunki: MK7/VK1 oraz MK4/VK1, które były 

znacząco wyższe u zwierząt z CKD w stosunku do zwierząt zdrowych. Powyższe 

współczynniki są uznawane za wskaźnik skuteczności konwersji witaminy K1 do 

menachinonów. VK1 jest pierwotną postacią witaminy K w krążeniu i może być, podobnie jak 

MK-7 [80], prekursorem do syntezy tkankowej MK-4 [81]. W związku z powyższym 

obserwowane przez nas obniżone stężenia filochinonu, któremu towarzyszył wzrost stężenia 

MK-4 i MK-7 mogą wynikać ze zwiększonego wykorzystania VK1 przez tkanki w grupie 

badanej, co prawdopodobnie jest odpowiedzią na wzrost zapotrzebowania organizmu na 

witaminę K podczas niewydolności nerek. 
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Linie odpowiadają 25. i 75. percentylowi oraz medianie; * p <0.05, ** p <0.01; CON w porównaniu ze szczurami  

z CKD; Skróty: VK1 – filochinon; MK4 – menachinon 4; MK7 – menachinon 7. 

Rycina 2. Stężenia witaminy K1, MK-4 i MK-7 oraz stosunek MK4/VK1 i MK7/VK1  

w surowicy szczurów z przewlekłą chorobą nerek (CKD) oraz w grupie kontrolnej (CON). 

 

W niniejszej rozprawie dokonano pomiaru białek zależnych od witaminy K, które są 

uznawane za markery subklinicznego niedoboru VK [82]. Stężenia całkowitej osteokalcyny 

oraz nieukarboksylowanych form – Glu-OC i ucMGP w surowicy przedstawiono na Rycinie 3. 

W grupie z eksperymentalną CKD wykazano istotny wzrost stężenia osteokalcyny (3A) oraz 

Glu-OC (3B) w stosunku do zdrowych zwierząt, a uzyskane wyniki miały odzwierciedlenie  

w literaturze [67,77]. Mimo doniesień naukowych dotyczących podwyższonego poziomu  

uc-MGP w przebiegu CKD [76], nie zaobserwowano istotnych różnic w stężeniu tego 

parametru między grupą kontrolną a szczurami z eksperymentalną CKD (Rycina 3C). 
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Linie odpowiadają 25. i 75. percentylowi oraz medianie; *** p < 0.001; CON w porównaniu do szczurów z CKD; 

Skróty: osteocalcin – osteokalcyna; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna; ucMGP – nieukarboksylowane 

białko Matrix Gla. 

Rycina 3. Stężenia VKDP – osteokalcyny, Glu-OC i ucMGP w surowicy szczurów z przewlekłą 

chorobą nerek (CKD) oraz w grupie kontrolnej (CON). 

 

W Tabeli 1. przedstawiono opublikowane wcześniej wyniki badań biochemicznych 

[78]. Podsumowując, w grupie badanej wykazano podwyższone stężenie kreatyniny  

i mocznika, co odpowiadało stopniowi łagodnej do umiarkowanej niewydolności nerek oraz 

znacznie wyższy poziom PTH w porównaniu do grupy kontrolnej. W badaniu poziomu 1,25-

dihydroksywitaminy D3 nie zaobserwowano istotnych różnic między szczurami z CKD  

a zwierzętami zdrowymi. Wzrost markerów niewydolności nerek stanowił pozytywną 

weryfikację poprawności wywołania eksperymentalnej mocznicy. Ponadto uzyskane wcześniej 

wyniki pozwoliły na odkrycie powiązań między VKDP a powyższymi parametrami. 

 

 CON (n = 10) CKD (n = 16) 

kreatynina [mg/dl] 0.47 ± 0.08 0.86 ± 0.13*** 

klirens kreatyniny [ml/min] 1.16 ± 0.22 0.65 ± 0.25* 

mocznik [mg/dl] 32.33 ± 7.38 68.63 ± 14.93*** 

PTH [pg/ml] 
45.89 

(12.79–84.17) 

99.84 

(33.44–997.6)** 

1,25(OH)2 D3 [nM] 7.74 ± 1.48 8.05 ± 1.86 

Dane zostały wyrażone jako średnia ± SD (odchylenie standardowe) lub mediana (pełny zakres),  

w zależności od ich rozkładu; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; Skróty: CON – grupa kontrolna; CKD – 

grupa badana; n – liczebność grupy; PTH – parathormon; 1,25(OH)2 D3 – dihydroksywitamina D3.  

 

Tabela 1. Badania biochemiczne w surowicy zwierząt zdrowych (CON) i szczurów  

z przewlekłą chorobą nerek (CKD) [78].   
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W niniejszym badaniu wykazano dodatnią korelację między stężeniem kreatyniny oraz 

mocznika a poziomem OC (Rycina 4A-B) i Glu-OC w surowicy (4D-E), natomiast stężenie 

całkowitej osteokalcyny było ujemnie skorelowane z klirensem kreatyniny (4C). Powyższe 

obserwacje wskazują, że OC, niezależnie od uwalniania z kości, może kumulować się we krwi 

szczurów z eksperymentalną mocznicą, co zostało wcześniej przedstawione w badaniu 

przeprowadzonym przez Price’a i wsp. [83]. Na rycinie 4F przedstawiono dodatnią korelację 

między surowiczym stężeniem Glu-OC i parathormonem. Dane literaturowe wskazują na 

możliwość pobudzenia przez PTH syntezy Glu-OC w wyniku stymulacji osteoblastogenezy 

[84,85]. W związku z powyższym wzrost stężenia Glu-OC w surowicy niezupełnie 

odzwierciedla niedobór VK w przebiegu niewydolności nerek ze współistniejącą 

nadczynnością przytarczyc. Podsumowując, uzyskane przez nas dane sugerują wystarczający 

poziom witaminy K u szczurów z CKD. 

Skróty: osteocalcin – osteokalcyna; creatinine – kreatynina; urea – mocznik; creatinine clearence – klirens 

kreatyniny; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna. 

Rycina 4. Korelacje pomiędzy stężeniem osteokalcyny i Glu-OC w surowicy a markerami 

czynności nerek oraz stężeniem parathormonu (PTH) u szczurów z przewlekłą chorobą nerek. 

Przedmiotem badań niniejszej rozprawy były również homogenaty tkanki kostnej, które 

wykorzystano do oceny stężenia Gla-OC i Glu-OC. Ponadto otrzymane wyniki pozwoliły na 

wyliczenie stosunku Gla-OC/Glu-OC, który jest wskaźnikiem dostępności witaminy K na 

poziomie kości. Powyższe parametry przedstawiono na Rycinie 5. W tkance kostnej 
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beleczkowej (5A-C) nie zaobserwowano różnic w stężeniu Gla-OC między grupą badaną  

a kontrolną (5A), natomiast stężenie Glu-OC było znacznie niższe u szczurów z CKD  

w porównaniu ze zwierzętami zdrowymi (5B). W kości korowej (5D-F) w grupie 

eksperymentalnej wykazano istotny wzrost stężenia Gla-OC (5D) oraz znacznie zmniejszone 

stężenie Glu-OC (5E) w porównaniu z grupą kontrolną. Dodatkowo, zarówno w tkance kostnej 

beleczkowej (5C) oraz korowej (5F), zaobserwowano znamienny wzrost stosunków  

Gla-OC/Glu-OC w grupie z eksperymentalną mocznicą w stosunku do szczurów bez 

chirurgicznej nefrektomii 5/6. Nieukarboksylowana postać osteokalcyny (Glu-OC) jest 

przekształcana do postaci karboksylowanej (Gla-OC) za pośrednictwem witaminy K.  

W związku z powyższym uzyskane przez nas wyniki wskazują na przyspieszoną transformację 

Glu-OC do Gla-OC w kościach szczurów z eksperymentalną CKD, odzwierciedlając tym 

samym wystarczający lub nawet podwyższony poziom VK w ich kościach. 

Linie odpowiadają 25. i 75. percentylowi oraz medianie; * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; CON w porównaniu 

ze szczurami z CKD; Skróty: Gla-OC – karboksylowana osteokalcyna; Glu-OC — nieukarboksylowana 

osteokalcyna. 

Rycina 5. Stężenie karboksylowanej osteokalcyny (Gla-OC), nieukarboksylowanej 

osteokalcyny (Glu-OC) oraz stosunek Gla-OC/Glu-OC w tkance beleczkowej (A-C) i korowej 

(D-F) kości udowej szczurów z przewlekłą chorobą nerek (CKD) oraz w grupie kontrolnej 

(CON). 
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Analizie poddano również relacje między stężeniem Gla-OC a stosunkiem Gla-OC/Glu-OC  

w beleczkowej i korowej kości udowej szczurów z CKD. Wykazano pozytywne korelacje, które 

przedstawiono na Rycinie 6. Silny związek Gla-OC ze stosunkiem Gla-OC/Glu-OC (6B) 

uzyskany w tkance korowej wskazuje, że powstawanie Gla-OC w tej części kości zachodzi 

skuteczniej niż w tkance beleczkowej, która charakteryzuje się szybszym obrotem kostnym. 

Analizowano także związek między stężeniem Glu-OC a Gla-OC w kości szczurów  

z mocznicą, jednakże zauważono jedynie słabą korelację między powyższymi parametrami  

w tkance beleczkowej (R = 0.512, p = 0.045).  

 

 

 

 

 

 

 

Skróty: Gla-OC – karboksylowana osteokalcyna; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna. 

Rycina 6. Związek pomiędzy karboksylowaną osteokalcyną (Gla-OC) a stosunkiem Gla-

OC/Glu-OC w beleczkowej (A) i korowej (B) tkance kostnej u szczurów z przewlekłą chorobą 

nerek (CKD). 

 

Dodatkowo, w niniejszej rozprawie ocenie poddano związek parametrów: Glu-OC, Gla-OC  

i Gla-OC/Glu-OC w tkance kości udowej ze stężeniem Glu-OC w surowicy, wykazując jedynie 

ujemną jej korelację ze stosunkiem Gla-OC/Glu-OC w beleczkowej tkance kostnej (Rycina 7). 

Powyższa zależność wskazuje, że proces powstawania Gla-OC w obszarze kości beleczkowej 

jest ważnym czynnikiem wpływającym na poziom Glu-OC w surowicy. 
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Skróty: Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna; Gla-OC – karboksylowana osteokalcyna. 

Rycina 7. Związek między stosunkiem Gla-OC/Glu-OC w beleczce a poziomami 

nieukarboksylowanej osteokalcyny (Glu-OC) w surowicy szczurów z przewlekłą chorobą 

nerek (CKD). 

 Reakcje redukcji zwane „cyklem witaminy K” zachodzą przy udziale enzymów VKOR 

oraz GGCX [27], natomiast UBIAD1 odpowiada za konwersję VK1 do MK4  

w tkankach pozawątrobowych [86]. W związku z powyższym w naszym badaniu dokonano 

pomiarów ekspresji genów zaangażowanych w recykling witaminy K na poziomie kości,  

a uzyskane wyniki przedstawiono na Rycinie 8. Ekspresja genów VKORC1 i GGCX była 

znamiennie wyższa w grupie CKD w porównaniu z grupą kontrolną (8A-B), podczas gdy 

wzrost ekspresji genu UBIAD1 nie osiągnął poziomu istotnego statystycznie (8C).  

Z otrzymanych danych wynika, że u szczurów z niewydolnością nerek recykling witaminy K, 

konwersja VK1 do MK4 i późniejsze wykorzystanie menachinonu 4 w kościach może 

zachodzić wydajniej niż u zdrowych zwierząt. 
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** p < 0.01, *** p < 0.001; CON w porównaniu do szczurów z CKD; Skróty: VKORC1 – kompleks reduktazy 

epoksydowej witaminy K podjednostka 1; GGCX – karboksylaza gamma-glutamylowa; UBIAD1 – białko 

zawierające domenę prenylotransferazy UbiA 1. 

Rycina 8. Ekspresja genów enzymów cyklu witaminy K w kościach udowych szczurów  

z przewlekłą chorobą nerek (CKD) oraz w grupie kontrolnej (CON). 

 Na Rycinie 9. przedstawiono opublikowane wcześniej wyniki dotyczące ekspresji 

genów osteoblastogenezy w kościach szczurów z mocznicą [79]. Pawlak i wsp. wykazali 

znaczny wzrost ekspresji genów wczesnego rozwoju osteoblastów – FOXO1 (9A), ATF4 (9B), 

RUNX2 (9C) i ALP (9D) w kościach szczurów z CKD w porównaniu ze zdrowymi 

zwierzętami. Ekspresja genu BGLAP (9E), który jest markerem późnego stadium różnicowania 

osteoblastów, była tylko nieznacznie wyższa w grupie badanej niż w grupie kontrolnej. 

Powyższe wyniki wskazywały na upośledzenie dojrzewania osteoblastów, co skutkowało 

obniżeniem stanu mineralnego kości [79].  

 

* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001; CON w porównaniu do szczurów z CKD; Skróty: FOXO1 – czynnik 

transkrypcyjny należący do rodziny forkhead box O1; ATF4 – czynnik transkrypcyjny 4; RUNX2 – czynnik 

transkrypcyjny związany z Runt 2; ALP – fosfataza alkaliczna; BGLAP – białko gamma-karboksyglutaminianowe 

kości/ osteokalcyna. 

Rycina 9. Ekspresja genów osteoblastogenezy w kościach szczurów  

z przewlekłą chorobą nerek (CKD) oraz w grupie kontrolnej (CON) [79]. 
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Następnie oceniono powiązania pomiędzy ekspresją genów osteoblastogenezy i genów 

cyklu witaminy K oraz stężeniem Glu-OC w tkance beleczkowej kości udowej szczurów  

z CKD, a uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 2. Wykazano silną dodatnią korelację 

ekspresji genów uczestniczących w cyklu witaminy K, w szczególności VKORC1 i UBIAD1, 

z ekspresją genów wczesnych etapów rozwoju osteoblastów (FOXO1, ATF4). Zauważono 

również tendencję do dodatniej korelacji z markerami różnicowania osteoblastów (RUNX2, 

ALP) oraz brak zależności między ekspresją genów cyklu VK a ekspresją BGLAP. 

 FOXO1 ATF4 RUNX2 ALP BGLAP 

VKORC1 
R = 0.632 

p = 0.009 

R = 0.649 

p = 0.006 

R = 0.430 

p = 0.096 

R = 0.462 

p = 0.071 

R = 0.195 

NS 

GGCX 
R = 0.538 

p = 0.031 

R = 0.568 

p = 0.022 

R = 0.259 

NS 

R = 0.361 

NS 

R = 0.340 

NS 

UBIAD1 
R = 0.839 

p < 0.0001 

R = 0.556 

p = 0.031 

R = 0.445 

p = 0.087 

R = 0.440 

NS 

R = 0.154 

NS 

Glu-OC 
R = 0.361 

NS 

R = 0.628 

p = 0.012 

R = 0.552 

p = 0.033 

R = 0.464 

p = 0.081 

R = 0.013 

NS 
Kolor niebieski obrazuje korelacje istotne statystycznie, natomiast kolor żółty wskazuje na tendencję do korelacji; 

Skróty: R – współczynnik korelacji; p – poziom prawdopodobieństwa; NS – wynik nieistotny statystycznie; 

VKORC1 – podjednostka 1 kompleksu reduktazy epoksydu witaminy K; GGCX – karboksylaza gamma-

glutamylowa; UBIAD1 – białko zawierające domenę prenylotransferazy UbiA 1; FOXO1 – czynnik 

transkrypcyjny Forkhead Box 1; ATF4 – aktywujący czynnik transkrypcyjny 4; RUNX2 – czynnik transkrypcyjny 

związany z Runt 2; ALP – fosfataza alkaliczna; BGLAP – białko gamma-karboksyglutaminianu kości/ 

osteokalcyna; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna. 

Tabela 2. Zależności między ekspresją enzymów cyklu witaminy K a ekspresją genów 

osteoblastogenezy i stężeniem Glu-OC w tkance beleczkowej kości udowej szczurów  

z przewlekłą chorobą nerek (CKD). 

Przeanalizowano również zależności między ekspresją genów osteoblastogenezy a stężeniem 

Glu-OC w tkance beleczkowej kości udowej szczurów z mocznicą. Zaobserwowano silny 

związek między poziomem Glu-OC a ekspresją ATF4 i RUNX2 oraz tendencję do korelacji z 

ALP, natomiast brak zależności z ekspresją FOXO1 i BGLAP. Z otrzymanych danych wynika, 

że zarówno ekspresja enzymów cyklu witaminy K, jak i tworzenie Glu-OC w beleczkowej 

tkance kostnej miały miejsce we wczesnych stadiach rozwoju osteoblastów. Brak zależności 

między ekspresją BGLAP a ekspresją enzymów cyklu VK i poziomem Glu-OC w beleczkowej 

tkance kostnej może wynikać z faktu, że wzrost ekspresji BGLAP zachodzi dopiero na późnym 

etapie różnicowania osteoblastów. Zaobserwowano natomiast, że ekspresja genu BGLAP 
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wykazywała silny, pozytywny związek ze stężeniem MK-4 w surowicy (Rycina 10), co 

wskazuje na istotny wpływ tej formy VK na proces dojrzewania osteoblastów. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Skróty: BGLAP – białko gamma-karboksyglutaminianu kości/ osteokalcyna; MK4 – menachinon 4. 

Rycina 10. Związek między poziomem MK4 w surowicy a ekspresją BGLAP w kościach 

szczurów z przewlekłą chorobą nerek (CKD).  

 

Ponieważ we wcześniejszym badaniu zaobserwowano wpływ endogennego PTH na 

nasilenie osteoblastogenezy [87], ścisły związek istniejący pomiędzy genami wczesnych 

etapów osteoblastogenezy, enzymami recyklingu witaminy K i tworzeniem Glu-OC 

obserwowany w niniejszej pracy sugeruje pośredni wpływ endogennego PTH na tworzenie 

VKDPs w kościach szczurów z CKD.      

 Następne analizy miały na celu wykrycie zależności między powstawaniem 

osteokalcyny a ekspresją enzymów cyklu witaminy K. W tym celu skorelowano ekspresję genu 

VKORC1 i genu GGCX z pomiarami obu form osteokalcyny w kości udowej szczurów  

z mocznicą, a także ze stężeniem postaci Glu-OC w surowicy. Ekspresja VKORC1 była 

dodatnio skorelowana ze stężeniem Gla-OC w obszarze beleczkowym kości udowej oraz 

ujemnie z poziomem Glu-OC w surowicy (Rycina 11), natomiast w przypadku genu GGCX 

nie wykazano żadnych zależności w stosunku do osteokalcyny. Uzyskane wyniki, szczególnie 

odwrotna zależność między VKORC1 w kości a Glu-OC w surowicy (11B), potwierdzają 

znaczenie enzymów cyklu VK, a zwłaszcza VKORC1 w procesie powstawania aktywnej formy 

Gla-OC w kości zwierząt z przewlekłą chorobą nerek. 
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Skróty: VKORC1 – podjednostka 1 kompleksu reduktazy epoksydowej witaminy K; Gla-OC – karboksylowana 

osteokalcyna; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna.  

Rycina 11. Związek między ekspresją VKORC1 i poziomami Gla-OC w kości beleczkowej (A) 

oraz ekspresją VKORC1 i poziomami Glu-OC (B) w surowicy szczurów z przewlekłą chorobą 

nerek (CKD). 

 

Ostatnim etapem niniejszej rozprawy było ustalenie roli, jaką pełnią białka zależne od 

endogennej witaminy K w mineralizacji kości zwierząt z eksperymentalną CKD. W celu 

określenia statusu mineralnego kości zwierząt z eksperymentalną CKD i zdrowej grupy 

kontrolnej wykorzystano skany densytometryczne kości udowych wykonane we 

wcześniejszych badaniach [78], a uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 3. Zaobserwowano  

istotne obniżenie parametrów densytometrycznych – BMA (p < 0.05), BMC (p < 0.01) i BMD 

(p < 0.01) u szczurów z mocznicą w porównaniu do zdrowych zwierząt, zwłaszcza w obszarze 

R1, odpowiadającemu okolicy przynasadowej kości udowej, w którym pomiary BMC i BMD 

były znamiennie niższe w grupie badanej w porównaniu do grupy kontrolnej (oba p < 0.001). 

W okolicy trzonu kości udowej (R2) wartości BMC były niższe u szczurów z CKD niż  

u zwierząt kontrolnych (p < 0.01), natomiast w pomiarze BMD nie zaobserwowano różnic 

między badanymi grupami. 
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 CON CKD 

BMA (cm2) 1,92 ± 0,06 1,84 ± 0,11 * 

BMC (mg) 473,52 ± 21,08 435,13 ± 43,77 ** 

BMD (mg/cm2) 247,00 ± 6,05 235,68 ± 10,57 ** 

R1 
BMC (mg) 47,98 ± 2,69 43,23 ± 2,93 *** 

BMD (mg/cm2) 217,96 ± 8,32 203,19 ± 10,09 *** 

R2 
BMC (mg) 70,47 ± 3,94 64,14 ± 5,95 ** 

BMD (mg/cm2) 245,18 ± 7,93 237,40 ± 14,19 

Dane przedstawiono jako średnią ± odchylenie standardowe (SD); * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001;  

CON w porównaniu z CKD; Skróty: BMA – obszar mineralny kości; BMC – zawartość mineralna kości; BMD – 

gęstość mineralna kości; R1 – obszar przynasadowy kości; R2 – obszar trzonu kości. 

Tabela 3. Status mineralny kości udowej zwierząt zdrowych (CON) oraz szczurów z przewlekłą 

chorobą nerek (CKD) [78]. 

 

Następnie dokonano analizy zależności pomiędzy wyżej opisanymi parametrami 

densytometrycznymi a obiema formami osteokalcyny i stosunkami Gla-OC/Glu-OC 

oznaczonymi w beleczkowej i korowej tkance kostnej. W beleczkowej tkance kostnej szczurów 

z eksperymentalną CKD zaobserwowano jedynie silną, ujemną zależność między stosunkiem 

Gla-OC/Glu-OC a BMA oraz BMC (Rycina 12). 
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Skróty: Gla-OC – karboksylowana osteokalcyna; Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna; BMC – zawartość 

mineralna kości; Bone mineral area – obszar mineralny kości (BMA). 

Rycina 12. Zależności pomiędzy stosunkiem Gla-OC/Glu-OC w beleczkowej tkance kostnej  

a parametrami stanu mineralnego: powierzchnią mineralną kości (A) i BMC (B) kości udowej 

szczurów z przewlekłą chorobą nerek (CKD).  

 

Natomiast w warstwie korowej kości udowej wykazano istotne relacje między 

parametrami densytometrycznymi a stężeniem Glu-OC, zilustrowane na Rycinie 13. 

Zaobserwowano, że Glu-OC korelowało dodatnio z wartościami BMC (13A) i BMD (13D), 

szczególnie w obszarze R2, odpowiadającemu okolicy trzonu kości udowej (13B,E). 

Zauważono również, że poziom Glu-OC w warstwie korowej kości jest w niewielkim stopniu 

powiązany z wartościami BMC i BMD w okolicy R1. 
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Skróty: Glu-OC – nieukarboksylowana osteokalcyna; BMD – gęstość mineralna kości; BMC – zawartość 

mineralna kości; R1 – okolica przynasadowa kości; R2 – obszar trzonu kości udowej. 

Rycina 13. Zależności pomiędzy stężeniem nieukarboksylowanej osteokalcyny (Glu-OC)  

w korowej tkance kostnej a pomiarami BMC (A) i BMD (D) w całej kości udowej, BMC (B)  

i BMD (E) w obszarze trzonu kości (R2) oraz BMC (C) i BMD (F) w okolicy przynasadowej 

kości (R1) u szczurów z przewlekłą chorobą nerek (CKD). 

 

Uzyskane wyniki sugerują, że zależne od PTH przyspieszenie procesu 

osteoblastogenezy w obszarze kości beleczkowej spowodowało powstawanie niedojrzałych 

osteoblastów z niewystarczającą produkcją Gla-OC, co w konsekwencji u szczurów z mocznicą 

mogło doprowadzić do obniżenia stanu mineralnego kości. W korowej tkance kostnej, gdzie 

poziom Gla-OC był wyższy niż w kości beleczkowej, osteoblasty powinny być bardziej 

dojrzałe. Jednakże w tym obszarze status mineralny kości był bezpośrednio związany  

z nieukarboksylowaną formą osteokalcyny (Glu-OC), co może wskazywać na niekorzystną rolę 

Gla-OC w mineralizacji kości długich w przebiegu przewlekłej choroby nerek. 
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7. Wnioski 

 

1. Obniżony poziom witaminy K1 obserwowany w surowicy szczurów z eksperymentalną 

przewlekłą chorobą nerek jest wynikiem przyspieszonej konwersji filochinonu do postaci 

menachinonów. 

2. W tkance kostnej in situ znajduje się zestaw enzymów umożliwiający recykling witaminy 

K oraz biokonwersję witaminy K1 do postaci menachinonów. 

3. W kościach szczurów z CKD i współistniejącą nadczynnością przytarczyc, mimo 

odpowiednich warunków do powstawania aktywnych form witaminy K, dochodzi do 

nasilenia procesu osteoblastogenezy i powstawania niedojrzałych osteoblastów, 

produkujących niewystarczające ilości aktywnej formy osteokalcyny, co w konsekwencji 

zaburza proces mineralizacji, prowadząc do obniżenia stanu mineralnego kości. 

4. Badanie stężenia całkowitej osteokalcyny i jej formy nieukarboksylowanej – Glu-OC  

w surowicy, które są powszechnie wykorzystywane jako markery niedoboru witaminy K, 

wydaje się mieć niewielkie zastosowanie w przewlekłej chorobie nerek, szczególnie przy 

współistnieniu nadczynności przytarczyc. 
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9. Streszczenie w języku polskim 

Przewlekła choroba nerek (CKD) stanowi poważny problem zdrowotny, podobnie jak 

powszechne powikłanie, jakim są zaburzenia mineralne i kostne określane mianem CKD-

MBD. Upośledzona mineralizacja i nieprawidłowości w mikroarchitekturze kości wiążą się  

z obniżeniem jej wytrzymałości, co przekłada się na wzrost częstości złamań u chorych z CKD. 

Zaburzenia jakościowe i ilościowe tkanki kostnej mają negatywny wpływ na życie pacjentów, 

a ich leczenie, szczególnie w zaawansowanych stadiach CKD, jest ograniczone. 

 Celem niniejszej rozprawy była kompleksowa ocena metabolizmu endogennej 

witaminy K (VK) poprzez pomiar stężenia VK1 (filochinon) oraz MK-4 i MK-7 (menachinony) 

w surowicy zdrowych zwierząt oraz w modelu CKD indukowanym chirurgiczną nefrektomią 

5/6. W surowicy dokonano oceny stężenia białek zależnych od VK (VKDP), takich jak 

osteokalcyna (OC), jej forma nieukarboksylowana (Glu-OC) oraz nieukarboksylowane białko 

macierzy Gla (ucMGP). Na poziomie kości oznaczono obie formy OC: karboksylowaną (Gla-

OC) i Glu-OC, a następnie dokonano oceny recyklingu VK poprzez analizę ekspresji genów – 

VKORC1, GGCX i UBIAD1. Uzyskane wyniki zestawiono z pomiarami densytometrycznymi 

w celu ustalenia związku między VKDP a stanem mineralnym kości.   

 Analiza metabolizmu endogennej witaminy K wykazała obniżone stężenie VK1, 

któremu towarzyszył wzrost MK-4 i MK-7 w surowicy szczurów z CKD, co świadczy  

o wzmożonej konwersji VK1 do postaci menachinonów. Wzrost stężenia całkowitej OC jest 

spowodowany jej kumulacją we krwi szczurów z CKD, natomiast zwiększone stężenie Glu-

OC może być konsekwencją pobudzania jej syntezy przez parathormon (PTH). 

Przeprowadzone badania udowodniły, że tkanka kostna posiada zestaw enzymów 

umożliwiający recykling witaminy K oraz konwersję VK1 do postaci menachinonów. Pomimo 

tego nie dochodzi do produkcji odpowiedniej ilości aktywnej formy osteokalcyny, co powoduje 

nieprawidłową mineralizację tkanki kostnej w przebiegu CKD. Analiza zależności 

występujących pomiędzy parametrami stanu mineralnego kości, ekspresją enzymów cyklu 

witaminy K i zależnych od niej białek uczestniczących w procesie mineralizacji wykazała, że 

przyczyną powyższych zaburzeń może być nadczynność przytarczyc i nasilanie przez PTH 

procesu osteoblastogenezy, w wyniku którego powstają niedojrzałe osteoblasty, niezdolne do 

produkcji odpowiedniej ilości aktywnej formy OC. Praktycznym aspektem powyższego 

badania jest obserwacja, że pomiar stężenia całkowitej OC i jej formy nieukarboksylowanej – 

Glu-OC w surowicy, które są powszechnie wykorzystywane jako markery niedoboru witaminy 

K, wydaje się mieć niewielkie zastosowanie w warunkach CKD, szczególnie przy 

współistnieniu nadczynności przytarczyc. 
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10. Streszczenie w języku angielskim   

Chronic kidney disease (CKD) and its main complication, called mineral and bone 

disorders (CKD-MBD), are leading health problems. Impaired mineralization, abnormalities in 

bone microarchitecture, and reduce bone strength, results in increased risk of fractures in 

patients with CKD. Disturbed bone quality and quantity negatively affect patient’s life, and 

treatment, especially in advanced stages of CKD.  

The aim of this doctoral dissertation was comprehensive assessment of the endogenous 

vitamin K (VK) metabolism by measuring the concentrations of vitamin K1 (phylloquinone), 

MK-4 and MK-7 (menaquinones) in the serum of healthy and 5/6 nephrectomy-induced CKD 

animals. Similarly, the concentrations of VK-dependent proteins (VKDP), such as osteocalcin 

(OC), non-carboxylated form (Glu-OC), and non-carboxylated matrix Gla protein (ucMGP) 

were assessed in serum. Additionally, both forms of OC: carboxylated (Gla-OC) and Glu-OC 

were evaluated at the bone level. To assess VK recycling, the expression of VKORC1, GGCX, 

and UBIAD1 genes in the bone tissue was determined. In order to assess the relationships 

between VKDP and bone mineral status, the obtained results were compared with densitometric 

measurements.  

The analysis of vitamin K metabolism showed simultaneous decrease of VK1 levels and 

increase MK-4 and MK-7 concentrations in CKD rats. This may results from increased VK1 

conversion to menaquinones. Progressive loss of kidney function results in increased 

concentration of total OC, which is associated with accumulation of this protein in the blood of 

uremic rats. On the other hand, the enhanced Glu-OC levels may be related to stimulatory effect 

of PTH. Despite the fact that bone tissue has required set of enzymes that enables VK recycling 

and its conversion to menaquinones, the production of sufficient amounts of active form of 

osteocalcin is impaired. In a consequence, in the course of CKD occur disturbed bone 

mineralization process. The analysis of the relationships between the parameters of bone 

mineral status, the VK cycle enzymes and VKDPs expression, showed that the above mentioned 

disorders may be associated with hyperparathyroidism and accelerated process of 

osteoblastogenesis stimulated by PTH. As a result, immature osteoblasts are unable to produce 

an adequate amount of active form of OC. The practical, and clinical significance of this 

research is that the measurement of the serum concentrations of total OC and Glu-OC, which 

are commonly used markers of VK deficiency, appear to have a limited importance in the course 

of CKD, especially in the presence of hyperparathyroidism.  
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