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1 Wyjasnienie skrotow

AMP- peptyd przeciwdrobnoustrojowy; z ang. anti microbial peptide

APC- komdrka prezentujgca antygen; z ang. antigen presenting cell

APRIL - ligand aktywujacy proliferacje; z ang. a proliferation-inducing ligand
BAFF- czynnik aktywujacy limfocyt B; z ang. B-cell activating factor

BAFF-R - receptor czynnika BAFF

BCMA- antygen dojrzewania limfocytow B; z ang. B-cell maturation antigen

BCR- receptor komarki B; z ang. B cell receptor

CFSE- ester dwuoctanu sukcynimidu karboksyfluoresceiny; z ang. carboxyfluorescein diacetate succinimidy!

ester

"CH Epo-" - chorzy nieprzyjmujacy erytropoetyny

"CH Epo+" - chorzy przyjmujgcy erytropoetyne

CREA- kreatynina

DCT- technika $ledzenia dzielgcych sie komdrek; z ang. Dividing Cell Tracking

DKD- cukrzycowa choroba nerek; z ang. diabetes kidney disease

DO- dializa otrzewnowa

EDTA- kwas etyleno diamino tetraoctowy (kwas wersenowy)

Epo- erytropoetyna

EpoR- receptor dla erytropoetyny

ESA- czynniki stymulujace erytropoeze; z ang. erythropoiesis stimulating agents

ESRD- schytkowa niewydolnosé nerek; z ang. end-stage renal disease

FITC - izotiocyjanian fluoresceiny; z ang. fluorescein isothiocyanate

GFR- filtracja (przesaczanie) ktebuszkowe; z ang. glomerulal filtration rate



Hb - hemoglobina

HD - hemodializa

IL - interleukina

IFN- interferon

JNC- Joint National Committee of Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure

KDOAQI- Kidney Disease Outcome Quality Initiative

LPS - lipopolisacharyd bakteryjny

MFI - srednia intensywnosc fluorescencji; z ang. mean fluorescence intensity

NLPZ- niesteroidowe leki przeciwzapalne

PBS- sdl fizjologiczna buforowana fosforanem; z ang. phosphate buffered saline

PChN- przewlekta choroba nerek

rtPA- rekombinowany tkankowy aktywator plazminogenu; z ang. recombinant tissue plasminogen activator

SLE- toczen uktadowy rumieniowaty (systemiclupuserythematosus)

TACI- transbtonowy aktywator i biatko reagujace z ligandem cytofiliny modulowanym wapniem; z ang.

transmembrane activator and CAML interactor

TCR - receptor limfocytu T; z ang. T-cell receptor

TNF- czynnik martwicy nowotworu; z ang. tumour necrosis factor



2 Przewlekla choroba nerek- epidemiologia.

Zgodnie z definicjg ustanowiong przez Kidney Disease Outcome Quality Initiative (KDOQI; Stany
Zjednoczone) w 2002r., przewlekta choroba nerek (PChN) to wieloobjawowy zespdét chorobowy powstaty w
wyniku trwatego uszkodzenia lub zmniejszenia liczby czynnych nefrondw, niszczonych przez réznorodne
procesy chorobowe toczace sie w migzszu nerek’. Uszkodzenie nerek musi, zgodnie z definicja, utrzymywac
sie co najmniej 3 miesigce z lub bez spadku filtracji ktebuszkowej (z ang. GFR- glomerulal filtration rate).
Takze sam spadek wspdtczynnika GFR ponizej 60ml/min/1.73m? (przyjeta umownie powierzchnia ciata)
utrzymujacy sie co najmniej 3 miesigce, pozwala na sklasyfikowanie patologii jako PChN. Przewlektfa
choroba nerek (PChN) stata sie jedng z chordb cywilizacyjnych XXI w., ktérej dodatkowo mogg towarzyszyé
inne takie jak: nadcisnienie tetnicze, otytosé¢, cukrzyca, choroby sercowo-naczyniowe. Szacuje sie, ze na
Swiecie przewlekta choroba nerek dotyka¢ moze nawet 873 miliondéw ludzi (z czego 6.2 miliona w Polsce),

co réwne jest 7-18% populacji $wiata ($rednio 600 milionéw osdb)*.

Obecnie wyrdznia sie piec¢ stadidow przewlektej choroby nerek (Tabela 1). Ostatnie, V stadium
choroby, jest okreslane mianem schytkowej, krancowej lub po prostu niewydolnosci nerek (z ang. ESRD,

end-stage renal disease).

Stadium Charakterystyka GFR (ml/min/1.73m?2)

uszkodzenie nerek z prawidtowym
I > 90
lub podwyzszong GFR

uszkodzenie nerek z nieznacznym
II > 60-89
obnizeniem GFR

uszkodzenie nerek z
111 >30-59
umiarkowanym obnizeniem GFR

uszkodzenie nerek z ciezkim
v 15-29
obnizeniem GFR

\% niewydolnos¢ nerek < 15 lub dializa

Tabela 1. Charakterystyka poszczegolnych stadiow przewlektej choroby nerek'™>.

Jak podaje KDOQI wystepowanie schytkowe]j niewydolnosci nerek podwoito sie w ciggu ostatnich 10

lat i oczekuje sie, ze zapadalno$¢ ta bedzie stale rosng¢ w przysztosci. W 1998 roku US Renal Data System




(USRDS) donidst, ze w samych Stanach Zjednoczonych, ponad 320 000 osdb zostato dotknietych schytkowa
niewydolnoscig nerek (stadium V PChN). 72% tych chorych zostato poddanych dializom (23% zmarto a
gtéwng przyczyna byly powiktania sercowo-naczyniowe)®. 28% tych oséb poddano przeszczepom nerek.
Roczny koszt leczenia siegnat wtedy 12 miliardow $ (w 1997 roku przekroczyt 15 miliardéw $). W 2008 roku
koszt programu zwigzanego z niewydolnoscig nerek (ESRD program) wynidst ponad 39 miliardow $ (sektor
publiczny i prywatny)®. Smiertelno$¢, zapadalno$é, czas hospitalizacji, jakoéé zycia (poza zanizona
samoocena chorych®) i koszty opieki nad chorymi na PChN we wczeséniejszych stadiach nie zostaty, na dzieri

dzisiejszy, ocenione.

Pomimo tak wysokich kosztéw leczenia, w Stanach Zjednoczonych nie ma zalecenia przesiewowego
wykonywania badania moczu ani mierzenia poziomu kreatyniny (CREA) w osoczu u osdb zdrowych, co
pozwolitoby na szybsze wytowienie oséb we wczesniejszych stadiach PChN. W Stanach Zjednoczonych
najliczniejsza grupa oséb z podniesionym stezeniem kreatyniny w osoczu ma | stadium nadcisnienia (140-
159 mm Hg skurczowego lub 90-99 mm Hg rozkurczowego)®. Dlatego tez eksperymentalne badania
przesiewowe w kierunku PChN zostaty skierowane na pacjentdéw z nadciénieniem’. Okazuje sie, ze 75%
pacjentdw z nadci$nieniem i z podniesionym poziomem CREA w surowicy jest leczonych ze wzgledu na
nadci$nienie. Sposrdd nich tylko 36% ma ci$nienie krwi nizsze od 140/90 mm Hg (jest to wartosé
rekomendowana przez JNC dla oséb z nadcisnieniem bez uszkodzenia organéw) a 14% ma cisnienie krwi
zredukowane ponizej 130/85 mm Hg (warto$¢ rekomendowana przez JNC dla oséb z nadcisnieniem i
choroba nerek)®. tacznie, jedynie 11% oséb z nadci$nieniem (leczeni i nieleczeni) i z podniesionym
poziomem CREA w surowicy ma cisnienie krwi zredukowane ponizej 130/85 mm Hg a 27% tych oséb ma
cisnienie nizsze od 140/90 mm Hg. Istnieje silna korelacja wieku o0séb z podwyzszonym surowiczym
poziomem CREA- 77% takich oséb ma co najmniej 60 lat®. Podwyzszone stezenie CREA w surowicy 0séb
starszych jest zjawiskiem naturalnym, gdyz poczawszy od ok. 20 roku zycia wartos¢ GFR spada o okoto
1ml/min rocznie. Jednak zdrowa starsza osoba nie bedzie odczuwac zadnych fizycznych skutkéw obnizonej

GFR, ktérg w tym przypadku mozna nazwac fizjologiczna.

W przeciwienstwie do Stanéw Zjednoczonych, gtéwng przyczyng PChN w Polsce, w kofncowym
stadium V, w 2005 roku byta nefropatia cukrzycowa (27.16%), ktebuszkowe zapalenie nerek (18.57%) i
nefropatia nadciénieniowa (14.38%)". Jak podkreslaja polscy specjaliéci, 9.61% przypadkéw V stadium PChN
w Polsce jest niewiadomego pochodzenia a gtéwng przyczyng takiego stanu rzeczy jest zbyt pdinie
rozpoznanie procesu chorobotwdrczego nerek, ktéry latami moze toczy¢ sie bezobjawowo®. Szacuje sie, ze
koszt dializoterapii i przeszczepéw nerek w naszym kraju'’ mogt wynie$¢ w 2010 roku 1.5 mld zt. Podobnie

jak w Stanach Zjednoczonych brak jest w Polsce danych dotyczgcych wcze$niejszych stadiéw PChN.



W literaturze wystepuje takie okreslenie jak cukrzycowa choroba nerek, z ang. diabetic kidney
disease (DKD). Jest to choroba nerek o podtozu cukrzycowym (typ | i ll). Rozwija sie po co najmniej 5 latach
cukrzycy a jej pierwszymi symptomami jest wydalanie z moczem od 30 do 299 mg albumin na dobe (tzw.
mikroalbuminuria)'®. Nieleczona prowadzi do V stadium PChN, czemu mozna catkowicie zapobiec
kontrolujgc cukrzyce, stan ci$nienia tetniczego, dyslipidemie i diete (przyjmowanie od 0.8-1.0 g biatka na

kilogram masy ciata na dobe).

Mimo, ze liczby dotyczace PChN sg alarmujace, nadajac tej chorobie znamie epidemii, swiatowa
Swiadomos¢ zaréwno lekarzy, co jest niepokojace, i pacjentdw, dotyczaca istotnosci prawidtowego leczenia
nadci$nienia i cukrzycy jest znikoma. Zauwazalny, nawet w samych, wyzej przedstawionych, danych
statystycznych, jest brak powigzania nadcisnienia i cukrzycy z procesami patologicznymi toczacymi sie w
nerkach. By¢ moze stad wynika niedbato$¢ prowadzenia tych pacjentéow, ktdrzy sami nie majac
Swiadomosci konsekwencji braku optymalizacji leczenia, w wiekszosci (75-80% dla nadcisnienia i 45% dla

cukrzycy) koriczg jako pacjenci cierpigcy na PChN.

Nie wiadomo jaki odsetek PChN jest powodowany przewlektym bezobjawowym zapaleniem
cewkowo-$rédmigzszowym nerek spowodowanym w 70-95% lekami (antybiotyki i NLPZ), w 15-20%
powiktaniami zakazen ogdlnoustrojowych (np. przewlekte odmiedniczkowe zapalenie nerek)™. Czesé¢
przypadkéw srédmigzszowego zapalenia nerek tgczona jest z chorobg immunologiczng jaka jest tu zespoét
Sjorgena. Dodatkowo 10% przypadkéw tego zapalenia ma nieznane przyczyny. Nowe dane, opisane
zaledwie w dwdch pracach, zwracajg uwage na zapadalnos¢ na niewydolnosé nerek (stadium V PChN) u

chorych z marskoécig watroby™*®

. Tego typu statystyki, w ktérych nieznana jest przyczyna patologii
przyczyniajgcej sie w nieznanym procencie do PChN, dowodzg jak wiele niejasnosci, mimo
niekwestionowanego postepu nauki i medycyny, pozostaje w aspekcie PChN, co jeszcze bardziej utrudnia
opracowanie strategii majacej na celu wytowienie chorych we wczesnych stadiach czy monitorowanie tych,

ktorzy sg szczegdlnie narazeni na zapadniecie na PChN.

Jako gtéwna przyczyne Smierci pacjentdw PChN podaje sie powiktania sercowo-naczyniowe, jednak
od niedawna zwraca sie réwniez uwage na duzg role zapadalnosci na infekcje we wzroscie smiertelnosci u
tych pacjentéw, co wskazuje na nieprawidtowosci ze strony uktadu immunologicznego. Niestety, w sSwietle
najnowszych badan'®, wydaje sie, ze hemodializy (HD) moga wptywaé negatywnie na komérki uktadu
odpornosciowego, pogarszajgc tym samym stan pacjenta, co tym bardziej powinno zmusic¢ Swiat medyczny
jak i samych pacjentéw do skrupulatnego monitorowania choc¢by nadcisnienia tetniczego i cukrzycy, aby

zapobiec, poczatkowo bezobjawowemu, niszczeniu nerek.



3 Infekcje u pacjentow z przewlekia chorobg nerek.

Jedynym z powazniejszych probleméw dotyczacych osdb cierpigcych na PChN (szczegdlnie
pacjentéw hemodializowanych), poza oczywistymi powiktaniami zwigzanymi z niedostateczng pracg nerek
oraz znacznie obnizong samooceng pacjentéws, sg czesto wystepujgce infekcje. Stanowig one drugg

najczestszg przyczyne $mierci pacjentéw w V stadium choroby'’.

Problem ten jest na tyle znaczacy, ze zostat zawarty we wskazéwkach praktyki klinicznej przez
Kanadyjskie Towarzystwo Nefrologicznez. U pacjentéw cierpigcych na PChN odnajdywane sg nieprawidiowe
parametry odpornosci swoistej i nieswoistej jak: obnizony procent limfocytéw T (CD4+, limfocyty T
pomocnicze i CD8+, limfocyty T cytotoksyczne) i limfocytow B we krwi krazacej, nadreaktywnosc
monocytdw (z obnizong funkcja fagocytozy makrofagdw'’) zwigzana z nadprodukcja cytokin prozapalnych

16,18

(TNF-alfa, IL-1, IL-6) oraz obnizona produkcja IL-2 w odpowiedzi na stymulacje ™. Nadprodukcja cytokin
prozapalnych zwigzana jest takze z aktywacjg limfocytow B poprzez TLR9. U pacjentéw w V stadium PChN
skutkuje to wyzsza produkcja prozapalnych cytokin niz u oséb zdrowych® (ludzkie limfocyty B produkuja IL-
6 i TNF-alfa)'”*°. Zaburzona produkcja IL-2 ma dodatkowo zwiazek z uposledzong komunikacjg limfocytéw
CD4+ tych pacjentdow ze Srodowiskiem, zwigzang z obnizong liczbg ich najwazniejszych antygenéw
powierzchniowych: CD28 (gtéwny antygen kostymulujacy) i CD69 (antygen wczesnej aktywacji)'. Opisuje
sie takze obnizong produkcje przeciwciat przez komoérki plazmatyczne wywodzace sie z limfocytéw B, co

16-18

skutkuje staba odpowiedzig na szczepienia™ ~°. Zaburzeniu ulega takie prezentacja antygendw przez

monocyty/makrofagi®’.

Opisane nieprawidtowosci skutkujg wyzszg od przecietnej w populacji, zapadalnoscig na infekcje
wywotane: bakteriami (najczesciej zakazajgcg chorych z PChN jest bakteria z rodzaju Staphylococcus),
wirusy (najczesciej wirus grypy z rodziny Ortomyxoviridae, pétpascca - Herpesvirus varicella i zapalenia
watroby typu B - z rodziny Hepadnaviridae), grzybami (drozdzaki z rodzaju Candida; zajmujg najczesciej

okolice pochwy u kobiet z PChN, stopy, fatdy skérne i macierz paznokcia).

Drozdzyca u pacjentéw z PChN jest grozna, kiedy zajmuje cewniki stosowane do hemodializ.
Infekcja jest wtedy praktycznie niemozliwa do wyeliminowania i wymusza usuniecie cewnika. Grzybica
paznokci jest trudniejsza w leczeniu u tych pacjentdw niz pozostate grzybice i wymaga zazwyczaj kilku

miesiecy terapii przeciwgrzybicze;.

Kolejng czesto pojawiajgca sie infekcjg jest zakazenie drédg moczowych. Jednym z powoddw jest
zaburzona praca nerek, ktére w V stadium PChN produkujg znacznie mniej moczu. Mocz naturalnie

przemywa uktad moczowy, wyptukujac czynniki infekcyjne a mocz nawet zdrowego cztowieka nie jest

10



jatowy. Zostato to udowodnione na grupie zdrowych kobiet, bez i z dolegliwosciami moczowo-ptciowymi, u
ktorych posiew moczu dawat ujemne rezultaty. Mocz kobiety zawiera przede wszystkim bakterie z rodzaju
Lactobacillus, ale i Actinobaculum, Aerococcus, Atobopium, Burkholderia, Corynebacterium, Prevotella,
Sneathia, Staphylococcus i Streptococcus®. U chorych z PChN moczu jest czesto zbyt mato, co doprowadza
do kolonizacji drég moczowych przez patogeny, np. bakterie zasiedlajgce jelita (gtdwnie Escherichia coli),
ale nie mozna rowniez wykluczy¢ kolonizacji przez bakterie odnajdywane w moczu zdrowych kobiet jak np.
rodzaju Staphylococcus (najczesciej infekujgcy pacjentéw z PChN) i Streptococcus. Nieprawidtowosci w
budowie uktadu moczowego u czesci chorych z PChN dodatkowo przyczyniaja sie do wyzszej zapadalnosci
na infekcje. Mowa tu o cystach w nerkach, ktére mogg by¢ infekowane, obkurczeniu drég moczowych, co
wptywa na ostabiony ich drenaz i pdzniejsze zatrzymanie moczu oraz refluks pecherzowy (mocz wraca z
pecherza do nerek, co moze powodowacd infekcje bakteryjng pecherza, ktéra rozprzestrzeni¢ sie moze do

nerek i do krwi, w skrajnych przypadkach powodujac posocznice)*.

Pacjenci hemodializowani wykazujg tendencje do zakazen zwigzanych z przetoka tetniczo-zylng,
graftem lub cewnikiem, niezbednymi do hemodializy. Najczesciej tego typu zakazenia dotyczg pacjentéw z
cukrzyca i narazaja ich przede wszystkim na bakteryjne zapalenie wsierdzia??, koriczace sie nawet w 70%
$miercia®. Powodem trudnoéci w zwalczaniu tego typu zakazen, poza otwartym dostepem patogendw
przez skore (w przypadku cewnika), jest to, ze zaréwno przetoka, graft jak i cewnik zawierajg plastikowe
elementy, ktére sg niemozliwe do penetracji przez biate krwinki i z tego powodu stanowig optymalng
powierzchnie do kolonizacji przez bakterie, ktére w tak sprzyjajgcych warunkach potrafig tworzyé biofilm
oporny na antybiotyki. Graft najczesciej jest infekowany z powodu powstajgcego w bliskiej odlegtosci
krwiaka (przeciek krwi z igty pod skdrg w miejscu wktucia), ktéry zostaje zajety przez bakterie. Jednakze,
najwyzszg zakazalnos¢ notuje sie w dostepie cewnikowym do obiegu; m. in. z tego wzgledu, jesli to tylko
mozliwe, stosuje sie u pacjenta przetoke tetniczo-zylng lub ewentualnie graft, jezeli u pacjenta wystepuje

zanik zyt lub sg one zbyt stabe, aby wytworzy¢ przetoke®.

Koniecznos¢ uzyskania dostepu do naczyn niesie ze sobg ryzyko powiktan, ktére dotyczy 36%
pacjentéw hemodializowanych. Poza infekcjami, stanowigcymi 50-80% przypadkoéw wszystkich zakazen u
pacjentéw hemodializowanych?®, nalezg do nich: wczesna lub pdina zakrzepica przetoki, odwrdcenie
kierunku przeptywu krwi, zakazenia pooperacyjne zwigzane z wykonaniem przetoki, powstanie tetniaka
rzekomego w miejscu wktucia. Przez pierwsze dwa lata dializoterapii ponad potowa chorych jest z tego
powodu hospitalizowana. Ocenia sie, ze w USA (brak danych dotyczacych Polski) koszty zwigzane z

leczeniem tych powikfar stanowia 20% leczenia nerkozastepczego, co daje okoto 1 miliarda $ rocznie®.

Szacuje sie, ze 16-36% pacjentéw hemodializowanych umiera z powodu infekcji®. Zakazenie u

pacjentéw z PChN ma szybszy przebieg, ale charakteryzuje sie stabszymi objawami ogdlnymi- np. u
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pacjentéw hemodializowanych czesto nie rozwija sie gorgczka a podawane leki (sole wapnia i magnezu,
wodorotlenek glinu) chelatujg fluorochinolony i tetracykliny, ostabiajgc ich wchtanianie. Leki o masie
czagsteczkowej <500Da moggy przenikaé przez btone dializacyjng i ulegac¢ eliminacji a co za tym idzie

utrudnia¢ wyznaczanie prawidtowej dawki lekéw, a w konsekwencji obniza¢ ich skutecznosc.

Nadal dyskusyjny jest wptyw bton dializacyjnych na antygeny powierzchniowe komdrek uktadu
odpornosciowego oraz ich parametry proliferacyjne. Odkryto, ze po kontakcie z btong dializacyjna
inicjowany jest proces apoptozy limfocytéw T, prowadzacy u tych pacjentéw do limfopenii podczas
zabiegu™®. Dodatkowo, w ciagu 30 minut od rozpoczecia hemodializy pojawia sie uogdlniona leukopenia®
dotyczaca réwniez neutrofildw, u ktdrych ulega takze zaburzeniu zdolno$¢ do fagocytozy®. Limfocyty Th
pacjentéw hemodializowanych gorzej reagujg na stymulacje in vitro i wykonujg mniej podziatéw niz

limfocyty Th zdrowych oséb*®.

4 Erytropoetyna i przewlekla choroba nerek.

Erytropoetyna (Epo) jest glikoproteinowym hormonem o masie czasteczkowej 34kDa
produkowanym przez komadrki okotocewkowe srédmigzszu nerki (80-90% produkcji), hepatocyty i komorki
Ito (tgcznie w watrobie produkowanej jest ok. 10-20% Epo). mRNA Epo odnaleziono w ptucach, jgdrach,
Sledzionie, komoérkach srddbtonka naczyn, tozysku (Epo nie przenika przez nie), macicy i siatkéwce oka.

Transkrypt Epo stwierdzony zostat rowniez w mozgu (hipokamp, kora mdzgowa, astrocyty, mikroglej)39.

Ze wzgledu na to, ze gtéwnym organem produkujgcym erytropoetyne jest nerka, chorzy z PChN, w
przewazajacej wiekszosci, cierpia na anemie spowodowang niedoborem tego hormonu. Aktualnie (od
2007r.) zalecanym przez KDOQI stezeniem hemoglobiny (Hb) dla oséb z PChN jest 11.0-12.0g/dl i nie

I*®, Rekombinowana ludzka erytropoetyna podawana jest obecnie ponad 80%

powinno przekraczaé 13g/d
chorym z PChN®. Z wyzszym stezeniem kreatyniny we krwi zwigzania jest ciezsza niedokrwisto$¢, ktéra

pojawia sie wraz z postepujacym, poczatkowo czesto bezobjawowym, uposledzeniem czynnosci nerek®.

W roku 1989 zarejestrowano w Polsce pierwszg rekombinowang ludzkg erytropoetyne jako lek.
Byta to erytropoetyna firmy Cilag o nazwie handlowej alfa Eprex, ktdra jest stosowana do dzisiaj. W 1990
roku zarejestrowano w naszym kraju produkt konkurencyjny jakim byta, réwniez stosowana do dzisiaj,

erytropoetyna beta Recormon firmy Roche (éwczesnie Boehringer Mannheim). Dzisiaj znana jest takze
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erytropoetyna omega Epomax, darbapoetyna alfa i CERA (ciggty aktywator receptora erytropoezy, z ang.
Continuous Erytropoesis Receptor Activator). Poszukiwanie nowych preparatdw pobudzajgcych erytropoeze
zwigzane jest z probg wydtuzenia czasu dziatania leku oraz z eliminacjg dziatan niepozadanych. Opisuje sie
miedzy innymi wybidrczg aplazje szpiku czerwonokrwinkowego, ktdra powigzano z preparatami
erytropoetyny podawanymi podskdrnie. U czesci chorych, taka droga podania powoduje wytworzenie
przeciwciat skierowanych przeciwko biatkowej czesci erytropoetyny®™. Juz w 1992 roku stwierdzono
znaczng poprawe w ukfadzie czerwonokrwinkowym u chorych na PChN leczonych zachowawczo i
hemodializami. Po serii podan Epo podskérnie, u wszystkich badanych pacjentéw stezenie Hb i liczba
erytrocytéw wzrosty. Srednio Hb z 8.4g/dl do 10.3g/dl a erytrocyty z 2.69min/pl do 3.31mlin/ul. Okazato sie
rowniez, ze podawanie Epo doprowadzito do pozytywnych zmian strukturalnych (fosfolipidy utozone
regularniej a ich amplituda ruchdéw mniejsza) w dwuwarstwie fosfolipidowej btony erytrocytéow a zmiany te
byty bardziej zauwazalne u pacjentéw HD". Fakt ten moze wskazywaé na bardziej zaawansowane zmiany w
erytrocytach tych pacjentdéw, spowodowane postepem choroby lub procesem powtarzalnej hemodializy.
Gérna (wspomniana wyzej) granica stezenia hemoglobiny zostata ustalona na podstawie metaanalizy badan
z lat 1994-2007, ktére wykazaty tendencje do wystepowania zdarzen sercowo-naczyniowych u pacjentéw z
PChN (dializowani i niedializowani), u ktdrych stezenie hemoglobiny byto wyzsze niz 13.0g/dl. Wydaje by¢
sie to SciSle zwigzane z terapig czynnikami stymulujgcymi erytropoeze (ESA, z ang. erythropoiesis
stimulating agents), gdyz podobne zjawisko zauwazono w kontrolowanych prébach klinicznych u pacjentéw

z nowotworami (anemia wywotana chemioterapig).

Waznym odkryciem, opisanym w 2010 roku, byto odnalezienie receptora dla erytropoetyny (EpoR)
na powierzchni limfocytéw krwi obwodowej>!. Badania te zwrécity uwage na prawdopodobny bezposredni
wptyw Epo na komérki uktadu odpornosciowego i tym samym rozszerzyty spektrum badan nad Epo poza

leczenie anemii u pacjentéw poddawanych terapii ESA.

5 Limfocyty B w ESRD.

Wiedza na temat limfocytéw B u oséb hemodializowanych z powodu ESRD jest niewielka.
Najczesciej pojawiajgcymi sie informacjami w publikacjach sg te na temat proliferacji tych komérek oraz
produkcji przeciwciat. Istniejg prace opisujgce brak réznic (podobna sita proliferacji) miedzy limfocytami B
0s6b hemodializowanych i 0séb zdrowych oraz produkcje immunoglobulin na prawidtowym poziomie®®®’. z
kolei autorzy innych publikacji méwig o zaburzonej proliferacji limfocytéw B u oséb chorych oraz obnizonej
produkcji I1gM, IgG i IgA97. Opisywana jest takze limfopenia limfocytow BY’. Dziwi fakt, ze mimo braku

szczegbtowych badan dotyczacych limfocytéw B w PChN jako takiej, autorzy postulujg bardzo popularng
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teze, ze gtéwnymi (z naciskiem na "jedyne") komérkami ulegajgcymi zaburzeniom w tej grupie chorych sg
limfocyty T. W przewazajgcej czesci artykutdw opisujgcych zaburzenia immunologiczne u pacjentéw PChN,
limfocyty B sg zupetnie pomijane. W szczegdlnosci, nie wiadomo jak w ESRD zachowujg sie najistotniejsze
czgsteczki kontrolujgce czynnosci limfocytéw B, takie jak antygeny CD40, BAFF-R, ich ligandy CD40L i BAFF,

oraz cytokiny, zwtaszcza IL4, IL-5 i IL-10.

6 Antygen CD40 oraz interleukiny 4, 5, 10.

CD40 jest czgsteczky z rodziny receptorow TNF (czynnik martwicy nowotworu, z ang. tumour
necrosis factor)>>*°. Inne jej nazwy to: Bp50, CDW40, MGC9013, TNFRSF5. Jest biatkiem btonowym typu | o
wielko$ci 40-45kD. Gen CD40 ulokowany jest na chromosomie 20 (q12-q13.2)°. Czasteczka ta zostata
odkryta w nowotworze pecherza moczowego w roku 1984 i takze wtedy zostata po raz pierwszy
zidentyfikowana jako receptor na limfocytach B*°. Czasteczka CD40 odnajdywana jest na powierzchni
komoérek prezentujgcych antygen (APC, z ang. antigen presenting cell) takich jak: limfocyty B, komorki
dendrytyczne, aktywowane limfocyty Th***’, limfocyty T cytotoksyczne (CD8+)*’, makrofagi, monocyty*.
Charakteryzuje jednak takze komorki niezwigzane z uktadem immunologicznym: komodrki nabtonka,
srodbtonka, mezenchymy (fibroblasty, miofibroblasty, synowiocyty, totipotencjalne komérki gwiazdziste),

ptytki krwi a takze komdrki nowotworowe™.

Obecna na limfocytach B, czasteczka CD40 odgrywa kluczowa role w odpornosci humoralnej™ i
komorkowej>®. Sygnatly z CD40, zwiazanej z czasteczkg CD4OL na limfocycie Th, powoduja aktywacje
limfocytu B> i s3 dwukierunkowe - bez $ciezki sygnatowej z CD40/CD40L limfocyty Th stabo proliferuja,
produkujg mniej IL-4 i INF-gamma i nie generuja odpowiedzi specyficznej dla antygenu®. CD40 wptywa
pozytywnie na przetrwanie limfocytu B, jego proliferacje, formowanie centréw rozmnazania (podobnie jak
BAFF a w przeciwienstwie do LPS), réznicowanie do komédrek pamieci, zmiane klas przeciwciat oraz
dojrzewanie powinowactwa™. Juz w roku 1993 wykazano, ze bez czasteczki CD40 i przy jednoczesnym
braku IL-10 limfocyty B wykazujg bardzo staba reakcje (bardzo niska produkcja przeciwciat) na antygen®®.
Pobudzenie limfocytu B poprzez stymulacje CD40 jest zawsze uzaleznione od dodatkowych sygnatow
dostarczanych przez interleukiny. Przy zaledwie dwéch sygnatach poziom produkowanych przeciwciat jest
poréwnywalny z tym, ktory pojawia sie po inkubacji limfocytow B z limfocytami Th i antygenem58 , CO
zwraca uwage na site sygnatéw z CD40 i IL-10. Warunkiem jest, ze te dwa sygnaty muszg sie wspdlnie
pojawi¢ w toku reakcji immunologicznej. Pojawienie sie samej IL-10 lub samej stymulacji CD40 nie

doprowadzi do aktywacji limfocytu B*®. Ciekawostka jest to, ze limfocyt B moze produkowaé IL-10°° a IL-10
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umozliwia, m.in. réznicowanie komérki pamieci do plazmocytu® (Tab. 2). Zwazywszy na to, ze limfocyty B

61,62

produkujgce IL-10 sg limfocytami B regulatorowymi (limfocyty B10°"°?), prawdopodobnie produkcja IL-10
nie zachodzi przy pobudzeniu limfocytu B do produkcji przeciwciat. To byé moze ttumaczy brak reakcji
limfocytéw B na podanie samego anty-CD40. Mimo ze IL-10 uznawana jest powszechnie za cytokine
przeciwzapalng (np. hamowanie produkcji IFN-gamma i IL-2), wywiera ona doktadnie przeciwny od
wyciszajgcego efekt na limfocyty B. Jest on jednak, jak opisane, niejednolity, gdyz wymaga jednoczesnego

pobudzenia przez czgsteczke CD40.

Ciekawostkg jest, ze obecnos$é¢ antygenu CD40 opisywana jest takze w wielu schorzeniach.
Odnajdywana jest w 70% guzow litych. Podobnie jak w limfocytach B, w komdrkach nowotworowych CD40
broni je przed apoptozg wspodtdziatajgc ze swoim ligandem CD40L, co dodatkowo stymuluje podziaty
ztodliwych komorek, tworzac mikroérodowisko nowotworzenia®®. Interakcje CD40-CD40L zaangazowane sg
takze w patofizjologie chordb autoimmunologicznych oraz wielu zapalnych choréb uktadu oddechowego
(astma oskrzelowa, zespdt ostrej stresowej niewydolnosci oddechowej, $rédmiazszowe zapalenie ptuc)®®.

Sam receptor dla IL-10 jest dimerem sktadajgcym sie z podjednostki 10R1 i 10R2, odnajdywanym na

powierzchni limfocytow B, Th1, Th2, Treg (limfocyty T regulatorowe), komorek tucznych, makrofagéw.

Kolejng wazng w biologii limfocytéow B cytoking jest IL-4. Udowodniono, ze do stymulacji naiwnych
limfocytow B wystarczy przeciwciato anty-CD40 i IL-4 (tylko wystepujac wspdlnie, podobnie jak w
przypadku IL-10)%. IL-4 promuje zmiane klas przeciwciat do I1gG1 i IgE*. Produkcja IL-4 stymulowana jest
przez witamine D3, ktdrej niedobdr majg pacjenci z PChN poczynajac juz od stadium Ill. W tym stadium
masa funkcjonujgcych kanalikdw proksymalnych w nerce, zawierajacych hydroksylaze CYP271B,
odpowiedzialng za przeksztatcenie 25-OH-D do 1,25-OH-D jest juz za niska, aby podtrzymac produkcje
witaminy D3 na poziomie zapotrzebowania organizmu®. Badania dowodzg takze, ze IL-4, IL-5 i IL-10 chronig

%8 produkcje poszczegdlnych typdw interleukin przez komérki przedstawiono

limfocyty B przed apoptozg
w tabeli 2. Poza kontekstem wptywu interleukin na np. limfocyty B, czes¢ komoérek produkujgcych
interleukiny pobudza takze sama siebie. Dzieje sie tak np. w przypadku komérek tucznych i produkowane;j
IL-4%°. Co ciekawe, jak wspomniane wyzej, takze limfocyt B produkuje IL-10 i posiada specyficzny dla tej

cytokiny receptor.
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Komorki produkujace

limfocyty Th2
IL-4 limfocyty NK
komarki tuczne
bazofile
limfocyty Th2
IL-5 komérki tuczne
eozynofile
limfocyty Th2
regulatorowe limfocyty B
IL-10 monocyty
makrofagi

keratynocyty

Tabela 2. Komérki produkujace dane typy interleukin®®*%".

Istniejg dwa typy heterodimerycznego receptora dla IL-4. Oba typy posiadajg podjednostke 4Ra.
Tym, co je rozréznia jest podjednostka 4Ryc (typ 1) lub 4Ral (typ 2)*. Poza limfocytami B, IL-4R wystepuje
na powierzchni limfocytéw z grupy Th2, komdrek tucznych, bazofildw, i limfocytéw T cytotoksycznych

(CD8+)™.

Inng wazng interleuking, ktéra podobnie jak IL-4 jest w stanie wywota¢ dojrzewanie limfocytéw B
aktywowanych przez CD40, ich réznicowanie do plazmocytéw68 oraz zmiane klas przeciwciat na IgG1, jest
IL-5%. IL-5 wzmaga takze spontaniczng apoptoze komérek biataczkowych w przewlektej biataczce B-
limfocytarnej, co hamowane jest przez dziatanie IL-4%°. IL-4 reguluje 78 gendw, ktérych transkrypcja
wzbudzana jest poprzez Sciezke sygnalizacyjng z IL-5, podkreslajgc Scistg wspodtprace tych dwéch cytokin.
Stymulacja limfocytu B przez IL-4 i IL-5 wzbudza ekspresje 289 gendéw (dla IL-4) i 418 gendw (dla IL-5)%-
geny zwigzane z dojrzewaniem limfocytu B oraz produkcjg przeciwciat. Interleukiny te biorg udziat takze w

wyciszaniu gendw w limfocycie B a 97 wyciszanych gendw jest wspdlnych dla IL-4 i IL-5%.

Receptor dla IL-5 jest dimerem sktadajgcym sie z podjednostki a (5RA) oraz B (Bc). Receptor ten

znajduje sie, na powierzchni limfocytéw B, eozynofildw i bazofilow™.

Jak dotad nie opisano nawet poziomdéw ekspresji receptoréw dla: IL-4, IL-5R, IL-10R oraz czgsteczki

CD40 w zadnym ze stadiéw PChN.
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7 BAFFijego receptor.

BAFF czyli czynnik aktywujgcy limfocyty B (z ang. B cell activating factor) jest podstawowym
czynnikiem, ktéry poprzez wigzanie sie ze swoim receptorem BAFF-R (inna najczesciej spotykana nazwa to

07 - produkowany jest przez: monocyty/makrofagi, komorki

BR3), aktywuje dojrzate limfocyty B
dendrytyczne (takze te w centrach rozmnazania), aktywowane neutrofile’” oraz limfocyty T”.Jest niezbedny
do utrzymania homeostazy limfocytéw B’%. Jego inne nazwy to: TALL-1, THANK, BlyS, zTNF4’°, TNFSF13"".
Indukuje przetaczanie klas przeciwciat i daje silny kostymulacyjny sygnat dla limfocytéw T’!. Udowodniono,
ze BAFF wspomaga odpornos¢ humoralng poprzez znaczgce podniesienie poziomu przeciwciat, nawet kiedy
podany jest 4 tygodnie po immunizacji’’. Zwieksza takze liczbe plazmocytéw’. Sugeruje sie wiec
potencjalne zastosowanie BAFF jako adiuwanta szczepionek’. Wptywa on takze pozytywnie na przetrwanie
limfocytéw B i wzmaga ich proliferacje poprzez reakcje krzyzowe ze swoim receptorem BAFF-R i aktywacje
powigzang z TLR™ (TLR2, 7, 9)""7*”. Brak zaréwno BAFF i/lub jego receptora BAFF-R skutkuje brakiem
rozwoju limfocytéw B oraz niekompletng odpowiedzig na antygen’*. BAFF odpowiada takze za formowanie
centréw rozmnazania w weztach chtonnych i obwodowych tkankach limfatycznych”. Wzmaga ekspresje
Pax5/BSAP, czynnika transkrypcyjnego w limfocycie B oraz czasteczki CD19”°. Dodatkowo BAFF stymuluje
synteze CD40 a takze fosforylacje CD19 przez BCR’. Sprawia to, ze CD40 staje sie podatna na wigzanie z
CD40L, co wptywa pozytywnie na aktywacje limfocytu B. Limfocyty B bez BAFF nie sg wstanie zwiekszy¢
syntezy CD40’*.Poza znaczacym wptywem na dojrzate limfocyty B, sygnalizacja BAFF/BAFF-R ma, wedtug
niektérych, kluczowe znaczenie dla przetrwania niedojrzatych przejsciowych limfocytéw B (T1, z ang.
transitional type 1; odnajdywane we krwi i $ledzionie)’”. Opisuje sie takze wspétprace BAFF-R z BCR
(receptor komérki B, z ang. B cell receptor), ktéra jest okreslana jako BAFF-zalezny potencjat przetrwania dla
komorek B T27° (z ang. transitional type 2; odnajdywane wytgcznie w sledzionie). Nalezy jednak wspomniec,
7e istnieja prace moéwiace o braku wptywu BAFF na przetrwanie komérek T1”7, z kolei inne wysuwajg
hipotezy, ze przetrwajg te komérki T1, ktére stopniowo podniosg ekspresje BAFF-R i BCR’. Hipoteza ta
wsparta jest faktem, ze komadrki T2 wykazujg zwiekszenie liczby m.in. czasteczek BAFF-R na powierzchni w
stosunku do mfodszych komdrek T17°. BAFF i jego receptor ze wzgledu na wyzej opisane funkcje bierze
udziat w mechanizmie choréb autoimmunologicznych jak i nowotworéw zwigzanych z linig B-komérkowa®.
Opisuje sie wysoki wzrost liczby komdrek T1 u pacjentéw z toczniem uktadowym rumieniowatym (SLE)’®.
Takze u transgenicznych myszy, ktére produkujy podwyzszone poziomy BAFF, w miare starzenia sie
organizmu rozwija sie SLE. W zespole Sjogrena monocyty produkujg nadmiar BAFF, jednakze mechanizm
autoimmunizacji zwigzany nie jest z BAFF-R na limfocytach B (poziom normalny lub nawet obnizony) a z

nadekspresja tego receptora w monocytach””.
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BAFF nie jest wigzany wytgcznie przez BAFF-R. Znane s3 jeszcze dwa dodatkowe jego receptory:
BCMA (antygen dojrzewania limfocytdw B; z ang. B-cell maturation antigen) oraz TACI (transbtonowy
aktywator i biatko reagujace z ligandem cytofiliny modulowanym wapniem [CAML]®"®%; z ang.
transmembrane activator and CAML interactor). BAFF-R i TACI wystepujg we wszystkich subpopulacjach
limfocytéow B (najmniej na T1, najwiecej na T2 i na limfocytach strefy brzeznej). TACI odnaleziony zostat

8283 BCMA opisywany jest jako receptor wystepujacy gtéwnie na plazmocytach®,

rowniez na limfocytach T
jednakze inne prace moéwig o braku przekonujacych dowoddéw na obecnos¢ BCMA na limfocytach i
wskazujg, ze gtdwnym miejscem jego ekspresji jest aparat Golgiego®’. BAFF-R, jako jedyny sposrdd
receptorow wigzacych BAFF, jest specyficzny wytacznie dla BAFF. BCMA i TACI wigzg takze inny czynnik z

rodziny TNF - APRIL (ligand aktywujacy proliferacje; z ang. a proliferation-inducing ligand).

Sygnat z BAFF-R wptywa na wzrost oraz przetrwanie limfocytu B, promujac jego przetrwanie jako
sygnat antyapoptotyczny na wielu poziomach oraz poprzez mobilizacje gtdwnych sciezek metabolicznych

komarki. Opisane zostaty 2 gtéwne $ciezki antyapoptotyczne zwigzane z BAFF/BAFF-R’®:

1. niezalezna od NF-kappa B, wtgczajgca kinaze mTOR pod kontrolg Akt (Rys. 1)

2. zalezna od NF-kappa B (klasyczna i alternatywna) (Rysunek 2Rys. 2)

Rysunek 1. Schemat sygnatéw przetrwania z BAFF-R (BR3) w limfocycie B.

Zwiazanie BAFF z jego receptorem na powierzchni komérki prowadzi do BR3

aktywacji kinazy fosfatydylo-3-inozytolu (PI3K)76. Kinaze te aktywuje

takze Epo promujac przetrwanie komérki®. W szlaku tym ulega wt
)

nastepnie aktywacji podjednostka alfa kinazy inhibitora czynnika m t

jadrowego kappa-B (IKK-alfa). Aktywacja najprawdopodobniej jest

niezalezna od $ciezki NF-kappa B’°. IKK-alfa przekazuje sygnat biatkowej l \
kinazie B (PKB, lepiej znanej jako Akt), ktora promuje proliferacje,

przetrwanie oraz reguluje wiele sciezek sygnatowych aby podtrzymac cykl
komoérkowy i opornosé¢ na apoptozess. Co ciekawe sygnat z BAFF-R 1 @
wykorzystuje Sciezke poprzez kinaze mTOR zaangazowang w regulacje FBim PFox03a L 4E-BP1

wzrostu, proliferacji oraz translacji i transkrypcji w komérce. Sciezke

PI3K/Akt/mTOR bada sie pod katem dziatania przeciwnowotworowegoss. o
PR im R e R icl-1] 1
P R N . P K.C 0

mcl-1. Waznym elementem S$ciezki z BAFF-R jest blokowanie wejscia biatkowej kinazy C typu delta (PKC-delta) do jadra

Zobrazowana $ciezka prowadzi do indukcji antyapoptotycznego genu

komoérkowego. PKC-delta poprzez kaspaze 8 prowadzi bowiem do apoptozy komoérki®®.

Prawo autorskie dotyczace rysunku: Copyright 2009. The American Association of Immunologists, Inc.”®
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Rysunek 2. BAFF-R (BR3) jako jedyny z trzech znanych receptoréw BAFF jest w stanie aktywowa¢ alternatywng sciezke NF-kappa-
B (z wykorzystaniem IKK-alfa), ktdra jest silniej aktywowana w limfocycie B niz $ciezka klasyczna poprzez kinaze tyrozynowa

Brutona (Btk)76. Obie Sciezki prowadzg do promowania przetrwania limfocytu B.

Prawo autorskie dotyczace rysunku: Copyright 2009. The American Association of Immunologists, Inc.”®

Podsumowujac, opisane wyzej receptory | zwigzane z nimi Sciezki sygnalizacyjne sg niezbedne dla
prawidtowe]j aktywacji limfocytéw B, prowadzacej do ich proliferacji i sekrecji immunoglobulin. Ponad 30 lat
temu Lanzavecchia zaproponowat, ze homeostatyczne podtrzymanie proliferacji i czynnosci sekrecyjnej
limfocytéw B moze nastepowal takze pod nieobecnos¢ swoistych antygendw, jednak dotychczasowa
literatura nie dostarczyta przekonywajgcych dowoddéw tego zjawiska, m.in. bazujagc na hodowlach
limfocytéw pochodzacych ze $ledziony oraz suplementacji tych hodowli egzogennymi cytokinami®. Nasze
pilotowe badania wykazaty, ze faktycznie w hodowli ludzkich PBMC, w ktérej jedynie limfocyty T s3
stymulowane przeciwciatem anty-CD3, mozna zaobserwowac silng, poliklonalng proliferacje limfocytéw B i
sekrecje przeciwciat. W zwigzku z tym w niniejszych badaniach uzylismy tego modelu homeostatycznej

odpowiedzi limfocytéw B.
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8 Cel badan.

Z powodu stabo poznanej biologii limfocytéw B w odniesieniu do schytkowej niewydolnosci nerek i
wysokiej zapadalnosci pacjentéw na choroby infekcyjne, postanowiono oceni¢ role limfocytow B w tym
stadium PChN, poprzez zbadanie sity ekspresji (MFI czyli srednia intensywno$¢ fluorescencji; z ang. mean
fluorescence intensity) najwazniejszych antygenéw powierzchniowych tych komérek odpowiedzialnych za
aktywacje, proliferacje, ochrone przed apoptozg oraz produkcje przeciwciat, ich parametrow
proliferacyjnych w hodowli in vitro oraz produkcji przeciwciat, w poréwnaniu z parametrami limfocytéw B

0s06b zdrowych.

Ze wzgledu na wczesniejsze prace naszego zespotu wskazujace na wplyw Epo na limfocyty T,
postanowiono do badan nad limfocytami B wtgczy¢ Epo, jako czynnik potencjalnie rdznicujacy reakcje

komorek w hodowli in vitro.

9 Material i Metody badan.

9.1 Osoby badane.

Przebadano 36 oséb, w tym 24 osoby chore ze schytkowg niewydolnoscig nerek i 12 osdb
zdrowych. WSszyscy chorzy byli w stadium V PChN (ESRD) i poddawani byli procesowi hemodializy 3 razy w
tygodniu. Uzytymi podczas hemodializ byty dializatory firmy NIPRO: niskoprzeptywowe PES 150DL, 170DL,
210DL (membrana Diapes, wykonana z sulfonu polietylenowego; Polypore Inc.,, USA) oraz
wysokoprzeptywowe ELISIO 15H i 17H. W wyjatkowych sytuacjach klinicznych stosowany byt dializator
Evodial firmy Gambro z btong dializacyjng wzbogacong heparyng. Osoby chore zostaty dodatkowo
podzielone ze wzgledu na przyjmowanie badz nieprzyjmowanie preparatéw erytropoetyny - chorzy
przyjmujacy Epo (12 oséb; "CH Epo+") i chorzy nieprzyjmujacy Epo (12 oséb; "CH Epo-") - w obu grupach po
4 meiczyzn i 8 kobiet. W grupie zdrowych byto 5 mezczyzn i 7 kobiet. Srednia wieku wszystkich chorych
0s0b wyniosta 58.3 + 14.67 a Srednia wieku zdrowych to 56.4 + 18.09. U wszystkich badanych oséb chorych
i zdrowych wykonano badanie morfologiczne krwi oraz oznaczanie stezenia kreatyniny, ktére pozwolito na

wyliczenie filtracji ktebuszkowej a wiec na ocene funkgji filtracyjnej nerek.

Badania uzyskaty zgode Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw Badan Naukowych przy Gdanskim

Uniwersytecie Medycznym.
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9.2 Uzyskiwanie PBMC.

Jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (PBMCs, z ang. peripheral blood mononuclear cells) byty
izolowane z petnej krwi zylnej (30 ml) pobieranej u zdrowych ochotnikéw na czczo, a u oséb
hemodializowanych tuz przed kolejnym zabiegiem (2 doby przerwy miedzy dializami), w celu
zminimalizowania wptywu procesu hemodializy i zastosowanej btony filtracyjnej hemodializatora na
komorki. 1zolacja PBMC odbywata sie w gradiencie gestosci wytwarzanym przez ptyn Histopaque-1077
(Sigma-Aldrich, USA) poprzez wirowanie przy 850 g przez 30 minut i serie ptukan w PBS (z ang. phosphate
buffered saline, czyli sél fizjologiczna buforowana fosforanem), po czym okreslano zywotnos¢ uzyskanych
komorek testem wykluczania btekitu trypanu. Do dalszych testéw uzywano PBMC o wyjsciowej zywotnosci

powyzej 95%. Tak uzyskane PBMC byty przeliczone, zawieszone w PBS i poddawane dalszym testom.

Dodatkowo, od kazdej osoby badanej pobrano, do probdéwki surowiczej, po 5 ml krwi, odwirowano
(1900g przez 5 minut) surowice, ktéra zamrozono w temperaturze -80°C w celu pdzniejszego oznaczenia

poziomu IgM i IgG.

9.3 Stymulacja PBMC in vitro.

Na wczesniej optaszczone przeciwciatem anty-CD3 (250 ng na dotfek dla 1-2 miliona komérek) 24-
dotkowe ptytki hodowlane, dodawano PBMC w stezeniu nieprzekraczajgcym 2 min komorek/ml pozywki
(minimalne stezenie wynosito 1 min/ml), barwione przyzyciowo znacznikiem CFSE (ester dwuoctanu
sukcynimidu karboksyfluoresceiny) zgodnie z wczeéniej opracowang procedurg'®. Zastosowanie CFSE
pozwala na przyzyciowe znakowanie komodrek i sSledzenie ich parametréw dynamicznych - np. liczby
podziatéw. Technika sledzenia dzielgcych sie komérek to inaczej technika DCT (z ang. Dividing Cell

103

Tracking)™". CFSE sprzezone z fluorochromem (w tym wypadku z FITC, czyli z izotiocyjanianem fluoresceiny)

whnika do komérki i przy podziale, do kolejnej generacji komdrkowej, przekazywana jest doktadnie potowa

ilosci barwnika, czyli doktadnie potowa sredniej geometrycznej fluorescencji populacji wyjsciowe;.

Do czesci dotkow hodowlanych dodawano epoetyne alfa (genetycznie rekombinowana

erytropoetyna) - Eprex (Janssen-Cilag, Australia) w stezeniu 0.1 U/ml (uznawane za fizjologiczne u

87)

dorostego cztowieka lub 50 U/ml (duzo wyzsze od fizjologicznego i zastosowane we wczes$niejszych

101

badaniach naszego zespotu™ ). Komérki hodowano przez 120 godzin (5 dni) w standardowych warunkach
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(37°C, 5% CO2) w pozywce RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA) z dodatkiem 10% inaktywowanej bydlecej
surowicy ptodowej, L-glutaminy (stezenie konncowe 4mM), streptomycyny (100 pg/ml) i penicyliny (100
U/ml) a antygeny (wymienione ponizej) na ich powierzchni oceniano ex vivo (tuz po pobraniu krwi), po 72 i
120 godzinie. Receptor dla Epo badany byt ex vivo, po 24, 48, 72 i 120 godzinie (komadrki hodowane byty w
tym przypadku w $rodowisku bez Epo) - schemat oparty na badaniach wcze$niejszych®’. Kontrolg byty
komorki niestymulowane przeciwciatem anty-CD3 (réwniez barwione CFSE) poddawane takim samym
barwieniom jak komdérki stymulowane. Ocena obecnosci antygenéw odbywata sie za pomocg barwienia
przeciwciatami monoklonalnymi sprzezonymi z fluorochromami (lista ponizej) a fluorescencje znakowanych
komorek odczytywano za pomocg cytometru Facs Scan i oprogramowania CellQuest (Becton-Dickinson,
USA). Kazdorazowo starano sie zbiera¢ wyniki z co najmniej 50000 komdrek jednojgdrzastych

identyfikowanych za pomocg parametréw waskokatnego (FSC) i szerokokgtnego (SSC) rozproszenia Swiatta.

Przeciwciata uzyte do oceny fenotypu powierzchni badanych komérek:

e Anty- CD19-PE-Cy5 (BD Pharmingen, USA) - do okreslenia populacji limfocytéw B
e Anty- BAFF-R-PE (BD Pharmingen, USA)

e Anty- CD40-PE (BD Pharmingen, USA)

e Anty- IL-4R-PE (BD Pharmingen, USA)- skierowane przeciwko taricuchowi alfa

e Anty- IL-5R-PE (BD Pharmingen, USA)- skierowane przeciwko taiicuchowi alfa

e Anty- IL-10R- PE (BD Pharmingen, USA)

e Anty- EpoR-PE (R&D Systems, USA)

e 1gG2b-PE (R&D Systems, USA), kontrola izotypowa

e Aneksyna V- PE (BD Pharmingen, USA)

Odsetek badanych limfocytéw B, ktére ulegty apoptozie w trakcie uzyskiwania ex vivo lub po
hodowli, badano oceniajgc cytometrycznie wigzanie sprzezonej z fikoerytryng aneksyny V z powierzchnig

komadrek CD19+ (limfocyty B).

Parametry proliferacyjne limfocytéw B takie jak: liczba podziatdw przypadajgca na 1 komodrke
dzielacg sie, procent komdrek proliferujgcych, czas przejscia limfocytow B z fazy GO--> G1, a takze dtugosc
cyklu komérkowego limfocytu B obliczano za pomocg programu Progeny™ autorstwa Jacka Macieja

Witkowskiego i Krzysztofa Pietruczuka, na podstawie metody opublikowanej wcze$niej®.
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9.4 Ocena stezen przeciwcial.

W celu ocenienia stezen wyprodukowanych przeciwciat IgM oraz IgG pobierano: surowice, zebrang
tuz po pobraniu krwi (godzina 0; ex vivo); supernatant po 72 i 120 godzinie hodowli stymulowanej anty-CD3
(zawiesine z dotka hodowlanego odwirowywano przy 470g przez 5 minut). Do oceny stezen przeciwciat
postuzyt zestaw Easy-Titer Antibody Assay Kit (Thermo Scientific, USA). Uzytymi standardami do tych testéw
byly: petna czasteczka ludzkiej IgM (Thermo Scientific, USA) oraz petna czgsteczka ludzkiej 1gG (Thermo
Scientific, USA). Odczyt odbywat sie za pomocg spektrofotometru Epoch (Biotek, USA).

9.5 Analiza statystyczna.

Analize statystyczng wykonano w programie Statistica wersja 10 (StatSoft, Polska). Zastosowane
testy byty testami nieparametrycznymi (opisane pod wykresami), poniewaz wyniki nie pochodzity z

populacji cechujacej sie rozktadem normalnym, co sprawdzono testem Shapiro-Wilka.
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10 WyniKi.

10.1 Odpowiedz proliferacyjna i sekrecyjna

limfocytow B.

10.1.1 Kinetyka proliferacji limfocytow B w hodowli

in vitro.

W pracy zaobserwowano, ze limfocyty B obecne w
probkach PBMC stymulowanych anty-CD3 przez 72 lub 120
godzin odpowiadajg proliferacja pomimo braku swoistej

(antygenowej) stymulacji tych komaérek (Rys. 1).

Rys. 1 Poprzez zaznaczenie populacji limfocytow (A), nastepne
wyodrebnienie z nich komérek CD19+/CD40+ (B), uzyskano histogram
(C) pokazujacy aktywacje limfocytow B zdrowej kontroli w hodowli
symulowanej anty-CD3. Cyframi oznaczono kolejne pokolenia komérek.

Rysunek wykonany w programie FlowJo wersja 10 (TreeStar, USA).

Ponizej przedstawiono poréwnanie dynamicznych
parametréw proliferacji limfocytow B z badanych grup

pacjentéw, ocenianych technikg DCT.
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liczba podzialéw na 1 limfocyt B

10.1.2 Liczba podziatéw limfocytéw B.

Srednia liczba podziatéw przypadajgca na 1 dzielgcy sie limfocyt B u 0séb zdrowych po 72 godzinach
hodowli wyniosta 1.35 + 0.08. U osdb chorych z ESRD liczba ta byta istotnie nizsza, niezaleznie od tego czy
otrzymywali Epo czy tez nie (CH Epo+ 1.27 + 0.13, CH Epo- 1.28 + 0.12) (Rys. 2 A). Dziato sie tak jedynie w
Srodowisku bez Epo. W Srodowisku z 0.1 U/ml i 50 U/ml po 72 godzinach hodowli, wszystkie grupy badane
cechowata zblizona liczba podziatéw przypadajgca na 1 limfocyt B (Srednio 1.33 + 0.11 we wszystkich
grupach). Po 120 godzinach hodowli liczba podziatéw limfocytéw B oséb chorych przyjmujacych Epo nie
roznita sie istotnie od liczby podziatéw limfocytow oséb zdrowych, natomiast pozostawata istotnie nizsza w

przypadku chorych nieleczonych Epo (Rys. 2 B).

W obecnosci 0.1 U/ml egzogennej Epo, liczba podziatéw limfocytéw B nie zmieniata sie istotnie po
120 godzinach hodowli w zadnej z trzech badanych grup. Liczba podziatéw limfocytow B osdb chorych

nieprzyjmujacych Epo byta nadal znaczgco nizsza niz u 0séb zdrowych (por. Rys. 2 B i Rys. 2 C).

72h hodowli z 0 Uiml Epo B 120h hodowli z 0 Uiml Epo

251 . * . 25
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Rysunek 2. Réznice w liczbie podziatéw przypadajgcej na 1 limfocyt B w hodowli stymulowanej anty-CD3, miedzy grupami
badanymi: chorzy przyjmujacy Epo (CH Epo+), chorzy nieprzyjmujacy Epo (CH Epo-), zdrowi. Test post-hoc Dunna dla ANOVA

Kruskala-Wallisa (gwiazdka, gdy p< 0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy géra-dét to zakres maksimum-minimum.

Inkubacja stymulowanych PBMC w obecnosci wysokiego (50 U/ml) stezenia Epo znamiennie
podnosita liczbe podziatéw komdrek B osdb chorych (nieleczonych jak tez leczonych Epo) juz po 72
godzinach hodowli (Rys. 3 A, B). Nie miata jednak wptywu na liczbe podziatéw limfocytéw B oséb zdrowych

(Rys. 3 C).
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Rysunek 3. Wptyw Epo in vitro na liczbe podziatéw przypadajaca na 1 limfocyt B w grupie chorych przyjmujacych Epo (A),
chorych nieprzyjmujacych Epo (B) i oséb zdrowych (C). Test post-hoc Dunna dla ANOVA Friedmana (gwiazdka, gdy p< 0.05). Linia

srodkowa to mediana. Wasy goéra-dét to zakres maksimum-minimum.

10.1.3 Procent proliferujacych limfocytow B.

Kolejnym zbadanym dynamicznym parametrem proliferacji limfocytéw B w warunkach stymulacji
PBMC in vitro byt odsetek limfocytdw B, ktére podzielity sie co najmniej 1 raz, w catej probce komérek B.
Proporcja ta byt istotnie nizsza (okoto 50%) u chorych nieleczonych Epo niz u oséb zdrowych (okoto 70%)
po 72 godzinach hodowli bez Epo w $rodowisku (niepokazane). Po 120 godzinach hodowli procent
proliferujgcych limfocytéw B 0sdb chorych przyjmujgcych Epo nie rdznit sie od tego u oséb zdrowych.
Znamiennie nizszy procent proliferujgcych komdrek B odnajdywany byt u oséb z ESRD nieprzyjmujgcych

Epo, zarowno po hodowli bez erytropoetyny, jak i w obecnosci 0.1 lub 50 U/ml Epo (Rys. 4 A, B, C).
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Rysunek 4. Procent dzielgcych sie limfocytow B w hodowli in vitro stymulowanej anty-CD3, po 120 godzinach z uzyciem
trzech stezen Epo: A) 0 U/ml, p=0.007, B) 0.1 U/ml, p=0.0007 C) 50 U/ml, p=0.03. Test post-hoc DUnna dla ANOVA
Kruskala-Wallisa. "Epo+" - pacjenci przyjmujacy Epo, "Epo-" - pacjenci nieprzyjmujacy Epo. Linia sSrodkowa to mediana.
Wasy gora-dot to zakres maksimum-minimum.

Wptyw Epo podanej w hodowli in vitro na proliferacje limfocytéw B odnajdywany jest wytgcznie u
0s6b zdrowych. Epo dodana do hodowli powodowata u nich po 120 godzinach istotne zmiany odsetka
proliferujgcych limfocytéw B. Co ciekawe, inkubacja z 50 U/ml Epo powodowata istotne zmniejszenie
odsetka dzielgcych sie komdrek B w poréwnaniu do efektu tego hormonu w stezeniu 0.1 U/ml (Rys. 5 A, B).

Nie zaobserwowano takiego efektu dla komérek B pochodzgcych od chorych (niepokazane).
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Rysunek 5. Wptyw Epo na proliferacje limfocytéw B oséb zdrowych, w hodowli in vitro stymulowanej anty-CD3. A) po 72
godzinie hodowli, B) po 120 godzinie hodowli, p= 0.02, test post-hoc Dunna dla ANOVA Friedmana. Linia sSrodkowa to
mediana. W3asy gora-dét to zakres maksimum-minimum.
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10.1.4 Dhugos¢ cyklu komérkowego limfocytéw B i ich czas przejscia z fazy GO -> G1.

Istotnymi parametrami dynamiki cyklu komdrkowego limfocytdw, decydujgcymi o wydajnej
produkcji komérek efektorowych w odpowiednim czasie, sg dtugos¢ cyklu i czas przejscia ze spoczynkowej

fazy GO do fazy G1 pierwszego cyklu (czas GO>G1).

Dtugosc cyklu komorkowego rdznita sie miedzy badanymi grupami jedynie w $srodowisku z 50 U/ml
Epo, w ktérym limfocyty B chorych nieprzyjmujacych Epo miaty znaczgco najkrétszy cykl (Rys. 6 C). Takich

réznic nie odnotowano przy braku Epo oraz w obecnosci 0.1 U/ml tego hormonu (Rys. 6 A, B).
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Rysunek 6. Dtugos¢ cyklu komérkowego limfocytéw B w hodowli stymulowanej anty-CD3. Gwiazdka, gdy p<0.05. Test post-hoc
Dunna dla ANOVA Kruskala-Wallisa. "CH Epo+" - chorzy przyjmujacy Epo, "CH Epo-", chorzy nieprzyjmujacy Epo. Linia srodkowa

to mediana. Wasy gora-dot to zakres maksimum-minimum.

Czas przejscia limfocytéw B z fazy spoczynkowej GO do G1 rdzni sie istotnie w poréwnywanych
grupach (Rys. 7). Chorzy nieprzyjmujacy Epo majg znaczgco krétszy czas przejscia limfocytéow B do fazy G1
od chorych przyjmujgcych Epo w hodowli bez dodatku Epo (Rys. 7 A). Zauwazalne jest takze bardzo silne
skrécenie czasu przejscia limfocytéw B do fazy G1 u zdrowych przy 50 U/ml Epo (Rys 7 C). Warto podkreslic,
ze w obecnosci Epo (zwtaszcza w stezeniu 50 U/ml), takze u czesci oséb chorych doszto do maksymalnej

redukcji czasu przejscia limfocytéw B z GO>G1 (Rys. 7 B, C).

Jedynie u o0séb zdrowych zaobserwowano zalezne od dawki Epo, istotne statystycznie wydtuzenie

cyklu komodrkowego i skrécenie fazy przejscia GO>G1 (Rys. 8).
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Rysunek 7. Czas przejscia limfocytéw B z fazy GO do G1 w hodowli in vitro stymulowanej anty-CD3 z: 0 U/ml (A), 0.1 U/ml (B), 50
U/ml (C) Epo. "CH Epo+" - chorzy przyjmujacy Epo, "CH Epo-", chorzy nieprzyjmujacy Epo. Test post-hoc Dunna dla ANOVA

Kruskala-Wallisa (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia srodkowa to mediana. W3asy gora-dét to zakres maksimum-minimum.
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Rysunek 8. Dtugosé cyklu komérkowego limfocytéw B oséb zdrowych (A) oraz czas przejscia limfocytow B z fazy GO do G1 os6b
zdrowych (B) w zaleznosci od stezenia Epo w hodowli in vitro. Test post-hoc Dunna dla ANOVA Friedmana (gwiazdka, gdy

p<0.05). Linia sSrodkowa to mediana. W3asy géra-dét to zakres maksimum-minimum.

29



10.2 Liczebnosc¢ i apoptoza limfocytow B w hodowlach PBMC.

W toku hodowli stymulowanej przez anty-CD3 odsetek limfocytéw B spada we wszystkich badanych

grupach (Rys. 9).

Limfocyty B w puli limfocytéw
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%
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Rysunek 9. Limfocyty B w puli limfocytéw w czasie hodowli komdrkowej. Przedstawione wartosci s3 medianami dla kazdej z

badanych grup. Réznice wraz z zakresami wartosci opisujg wykresy na rysunku 10.

Limfocyty B stanowig u przebadanych zdrowych oséb srednio 10% limfocytéw krwi obwodowe] ex
vivo. U chorych hemodializowanych ten odsetek jest istotnie obnizony (Rys. 10). Najnizszy odsetek
limfocytéw B odnajdywany jest u pacjentdow nieprzyjmujgcych Epo, nie tylko ex vivo, ale takze w trakcie

stymulowanej anty-CD3 hodowli, po 72 i 120 godzinie (Rys. 10).
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Rysunek 10. Odsetki limfocytow B w puli limfocytéw krwi obwodowej badanych grup; ex vivo (A), po 72 godzinach (B) i po 120
godzinach hodowli (C). Test post-hoc Dunna dla ANOVA Kruskala-Wallisa. Gwiazdka, gdy p<0.05. "Epo+" - chorzy przyjmujacy

Epo, "Epo-" - chorzy nieprzyjmujacy Epo. Linia srodkowa to mediana. W3asy géra-dét to zakres maksimum-minimum.
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Wykazane powyzej zmniejszenie proporcji limfocytéw B wsrdd PBMC, zaréwno ex vivo w przypadku
chorych z ESRD w porédwnaniu do zdrowych, jak tez we wszystkich grupach po hodowli, moze by¢ skutkiem
szybszego wzrostu liczby proliferujgcych limfocytow T, ale takze nasilenia apoptozy limfocytow B. W

zwigzku z tym ponizej przedstawione sg wyniki oceny apoptozy limfocytow B.

Zaréwno w 72 jak i 120 godzinie hodowli, znamiennie najwyzszym procentem apoptotycznych
limfocytéw B charakteryzowali sie pacjenci nieprzyjmujacy Epo, niezaleznie od tego, czy hodowla

prowadzona byta bez czy w obecnosci Epo (Rys. 11).
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Rysunek 11. Odsetek apoptotycznych limfocytéw B w puli limfocytéw B po 72 godzinach (A, B, C) i 120 godzinach (D, E, F)
hodowli stymulowanej anty-CD3, przy: braku dodatku Epo (A, D), 0.1 U/ml Epo (B, E), 50 U/ml Epo (C, F). Test ANOVA Kruskala-
Wallisa i test post-hoc Dunna. Gwiazdka (réznica statystyczna), gdy p<0.05. "Epo+" - pacjenci przyjmujacy Epo, "Epo-" - pacjenci

nieprzyjmujacy Epo. Linia Srodkowa to mediana. Wasy gora-doét to zakres maksimum-minimum.
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Odsetek apoptotycznych komédrek B w materiale od oséb leczonych Epo byt takze znamiennie nizszy
niz w materiale od oséb chorych nieprzyjmujacych Epo (Rys. 11 A, B, C, F). Jedynym s$rodowiskiem, w
ktorym procent apoptozy limfocytéw B oséb z ESRD przyjmujgcych Epo byt znaczaco wyziszy od tego

odnajdywanego u oséb zdrowych byto sSrodowisko bez Epo po 120 godzinie hodowli in vitro (Rys. 11 D).

Wysokie stezenie Epo (50 U/ml) znaczgco podwyzszato odsetek apoptotycznych limfocytéw B w
ogolnej puli limfocytéw B oséb zdrowych w 72-godzinnej hodowli. W grupie chorych przyjmujgcych Epo
efekt ten jest przeciwny - im wyzsze stezenie Epo w hodowli, tym odsetek apoptotycznych limfocytéw B byt
nizszy (Rys. 12). Wptyw Epo utrzymywat sie po 120 godzinie hodowli jedynie w grupie zdrowych osdéb
(niepokazane). Epo in vitro nie wptywato na procent apoptozy w populacji komdérek B oséb z ESRD

nieprzyjmujacych Epo.

>

zdrowi (72h hodowli) pacjenci Epo+ (72h hodowii)

* 2.5+ *

oY)

pa
(=
]

i
1

m m

E E

22 ;2.0-

z 3

E ;& E

=4.54 = 1.5 PR
£ N ] i
[5] o A

= = &
G 5 r
o 1.0 o 1.04 F
& Z F
[=] o

3'0.5- it %0.5-

g EElgs Lla g )i
R - -3 ala
0.0 T T T 0.0 T T T
S o S S S S

) N & ) o &
o x
stezenie Epo stezenie Epo

Rysunek 12. Wptyw Epo na apoptoze limfocytéw B po 72 godzinach hodowli in vitro ze stymulacjg anty-CD3. A) osoby zdrowe, B)
pacjenci przyjmujacy Epo. Test ANOVA Friedmana i test post-hoc Dunna. Gwiazdka (réznica statystyczna), gdy p<0.05. Linia

srodkowa to mediana. Wasy goéra-dét to zakres maksimum-minimum.
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10.3 Porownanie wielkos$ci produkcji immunoglobulin IgM i IgG.

10.3.1 Stezenie przeciwcial IgM w surowicy oraz w supernatantach po hodowli in vitro.

Przeciwciata IgM, charakteryzujgce wczesng faze odpowiedzi humoralnej, wykrywane byty w
znamiennie wyzszym stezeniu w surowicy oséb zdrowych niz u chorych (Rys. 13). W warunkach hodowli
PBMC stymulowanych in vitro przeciwciatem anty-CD3, limfocyty B nie tylko, jak pokazano wyzej, ulegaty
kolejnym podziatom, ale produkowaty IgM. Takze w warunkach in vitro, znamiennie wyzsze stezenia IgM

odnajdywane byty w supernatantach hodowli komdrek oséb zdrowych po 72 jak i 120 godzinie (Rys. 14).
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Rysunek 13. Stezenie IgM w surowicy krwi obwodowej u oséb zdrowych i chorych nieprzyjmujgcych Epo. Test U Mann

Whitneya (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy géra-dét to zakres maksimum-minimum.
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Istotng obserwacjg wydaje sie stwierdzenie, ze inkubacja z Epo in vitro podnosi produkcje IgM u
0s6b chorych nieprzyjmujacych Epo (Rys. 15 A). Takiego wptywu in vitro nie zaobserwowano u osdb
zdrowych (Rys. 15 B). Wptyw ten jest znaczacy, jednak miana osiggane przez pacjentdw nieprzyjmujgcych
Epo s3 dalekie od tych, uzyskiwanych u oséb zdrowych. Najwyzsze miano IgM pacjenci uzyskali przy 50
U/ml Epo w hodowli a jego mediana wyniosta 1.25 mg/ml, podczas gdy mediana dla oséb zdrowych

wyniosta 15 mg/ml (Rys. 15 A, B).
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Rysunek 14. Steienie przeciwciata IgM w supernatantach po 72 godzinie (A, B, C) oraz po 120 godzinie (D, E, F) hodowli
stymulowanej anty-CD3, u os6b zdrowych i chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-) przy: braku dodatku Epo (A, D), 0.1 U/ml
Epo (B, E), 50 U/ml Epo (C, F). Test U Manna-Whitneya (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. W3asy géra-dét to

zakres maksimum-minimum.
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Rysunek 15. Stezenie przeciwciata IgM w supernatantach po 120 godzinie hodowli stymulowanej anty-CD3 hodowli, w
zaleznosci od stezenia Epo in vitro, u chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-) (A) i oséb zdrowych (B). Test post-hoc Dunna dla
ANOVA Friedmana (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy goéra-dot to zakres maksimum-minimum.

Odmienne zakresy zastosowanych skal sg zwigzane z bardzo duig réznicg uzyskanych wartosci stezen badanego przeciwciata,

miedzy pacjentami a osobami zdrowymi.

35



10.3.2 Stezenie przeciwciat IgG w surowicy oraz w supernatantach po hodowli in vitro.

Stezenia IgG w surowicach osdb z obu poréwnywanych grup nie rdznity sie znamiennie (Rys. 16).
Po 72 godzinach hodowli nie wykryto stezen IgG w supernatantach oséb z zadnej grupy (niepokazane).
Natomiast po 120 godzinach hodowli przeciwciata IgG wykryto jedynie u oséb zdrowych (Rys. 17 A, B), z

wytgczeniem srodowiska z 50 U/ml Epo, w ktérym to nie wykryto przeciwciat klasy 1gG (Rys. 17 C).
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Rysunek 16. Stezenie IgG w surowicy krwi obwodowej u oséb zdrowych i chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-). Test U

Manna-Whitneya (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy géra-dét to zakres maksimum-minimum.
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Rysunek 17. Stezenie przeciwciata IgG w supernatantach po 120 godzinie hodowli stymulowanej anty-CD3 hodowli, w zaleznosci
od stezenia Epo in vitro: 0 U/ml Epo (A), 0.1 U/ml Epo (B), 50 U/ml (C). Test U Manna-Whitneya (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia

srodkowa to mediana. Wasy gora-dét to zakres maksimum-minimum.

10.4 Zmiany w ekspresji receptorow powierzchniowych limfocytow B.

Powyzej udato sie wykazaé, ze w warunkach hodowli PBMC, w ktérej limfocyty T sg stymulowane
przeciwciatem anty-CD3, limfocyty B odpowiadajg zaréwno poprzez podziaty komdrkowe, jak tez synteze
immunoglobulin oraz, ze ta odpowiedz rdézni sie jesli poréwnujemy komorki oséb zdrowych i chorych z
ESRD. Powstato wiec pytanie, czy znane mechanizmy molekularne kontroli proliferacji i sekrecji w
limfocytach B mogg by¢ odpowiedzialne za powyisze zjawiska. Ponizej opisane zostaty wyniki badan
receptorow BAFF-R i CD40, receptordw cytokin: IL-4R, IL-5R i IL-10R, oraz receptora EpoR na powierzchni

limfocytéw B ze wszystkich badanych grup.
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10.4.1 Poréwnanie ilo$ci BAFF-R i wptywu Epo in vitro na jego ekspresje na limfocytach B oséb

zdrowych i pacjentéw z ESRD.

BAFF-R okazuje sie by¢ receptorem bardzo obficie wystepujgcych na limfocytach B. Wszystkie
limfocyty B we wszystkich badanych grupach posiadajg BAFF-R na swojej powierzchni. Ex vivo, limfocyty
chorych z ESRD posiadajg na powierzchni znamiennie wiecej BAFF-R niz komérki oséb zdrowych, przy czym
najwyzsze wartosci fluorescencji zwigzanej z BAFF-R obserwowano na komodrkach od chorych nie
otrzymujgcych Epo (Rys. 18). Zauwazalny jest znamienny spadek ekspresji BAFF-R po 72 godzinach
aktywacji, ktéry utrzymuje sie do konca czasu hodowli - powoduje to ujednolicenie ekspresji BAFF-R na

komarkach B ze wszystkich trzech grup (Rys. 18, 19).
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Rysunek 18. Zaleznos¢ ekspresji BAFF-R na limfocytach B w stymulowanej hodowli bez dodatku erytropoetyny od czasu hodowli.
Wykres przedstawia mediany MFI dla grup: chorych przyjmujacych Epo (CH Epo+), chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-) i

zdrowych oséb. Réznice statystyczne oraz zakresy danych przedstawiajg wykresy na rysunku 19.
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Rysunek 19. BAFF-R na limfocytach B grupach badanych: chorych przyjmujacych Epo (CH Epo+), chorych nieprzyjmujacych Epo

(CH Epo-), zdrowych oséb. Test post hoc dla ANOVA Kruskala-Wallisa: "CH Epo-" a zdrowi p=0.004; "CH Epo+" a zdrowi p= 0.02.

llo$¢ BAFF-R na limfocytach B nie zmieniata sie w obecnosci stosowanych stezer Epo (0.1U/ml, 50U/ml),

zaréwno u chorych przyjmujacych Epo, chorych nieleczonych Epo jak i oséb zdrowych (niepokazane). W

réznych stezeniach Epo nie ma takze réznic miedzy badanymi grupami.

10.4.2 Poréwnanie ilosci CD40 i wpltywu Epo in vitro na jego ekspresje na limfocytach B oséb

zdrowych i pacjentéw z ESRD.

Ekspresja CD40 na powierzchni limfocytéw B ex vivo byta istotnie wyzsza u chorych leczonych Epo

niz u oséb zdrowych, natomiast ekspresja tej czgsteczki u chorych nieleczonych Epo przyjmowata

wartosci posrednie (Rys. 20 A). W hodowlach w obecnosci 0.1 i 50 U/ml Epo to pacjenci

nieprzyjmujacy Epo mieli na powierzchni limfocytéw B znaczgco wiecej CD40 niz zdrowi (Rys. 20 B, C)
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Rysunek 20. Ekspresja CD40 na limfocytach B ex vivo (A), po 72 hodowli w obecnosci 0.1 U/ml Epo (B) i 50 U/ml Epo (C) w

trzech badanych grupach: chorzy przyjmujacy Epo (CH Epo+), chorzy nieprzyjmujacy Epo (CH Epo-) i osoby zdrowe. Test

post-hoc Dunna dla ANOVA Kruskala-Wallisa (gwiazdka, gdy p< 0.05). Linia sSrodkowa to mediana. Wasy goéra-dét to

zakres maksimum-minimum.
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W trakcie hodowli dochodzito do spadku ekspresji CD40 na limfocytach B osdb z ESRD, ktéra malata
do konca jej trwania. Natomiast u oséb zdrowych spadata do 72 godziny a po niej rosta, dochodzac do

poziomu ex vivo (Rys. 22 A).
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Rysunek 21. Wptyw Epo na ekspresje CD40 na limfocytach B u pacjentéw z ESRD po 72 godzinach hodowli: A) przyjmujacych Epo,
B) nieprzyjmujacych Epo. Test post-hoc Dunna dla ANOVA Friedmana. Linia srodkowa to mediana. W3asy géra-dét to zakres

maksimum-minimum.

Hodowla w obecnosci 0.1 U/ml Epo przez 72 godziny nie powodowata istotnych zmian ekspres;ji
CD40 na limfocytach oséb chorych, zaréwno nieleczonych jak i leczonych Epo (Rys. 21); hodowla w
obecnosci 50 U/ml Epo powodowata spadek ekspresji (bliski istotnosci statystycznej) tego markera w

komarkach obydwu grup chorych w poréwnaniu do srodowiska z 0.1 U/ml (Rys. 21).
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Rdéznice w reakcji limfocytéw B pochodzacych od oséb zdrowych i chorych w hodowli in vitro

obrazuje rysunek 22. U oséb
zdrowych mozna zauwazy¢ redukcje
ekspresji CD40 po 72 godzinach
hodowli, a nastepnie powrdt do
poziomu ekspresji ex vivo po 120
godzinie (Rys. 22 A). Przebieg zmian
ekspresji CD40 na limfocytach B oséb
chorych przyjmujacych Epo polega na
jej redukcji po 72 hodowli (podobnej
do obserwowanej dla komodrek
zdrowych oséb; jednak inaczej niz u
zdrowych, ta redukcja ekspresji CD40
na komdrkach B oséb przyjmujgcych
Epo postepuje az do 120 godzin
hodowli) (Rys. 22 B). Kierunki zmian
ekspres;ji CD40  o0s6b  chorych
nieprzyjmujacych Epo (Rys. 22 C) s3
odwrdécone w poréwnaniu z
przebiegiem zmian u oséb zdrowych i
po 120 godzinie hodowli ekspresja ta
jest, tak jak u chorych przyjmujgcych
Epo, nizsza od ekspresji ex vivo na

limfocytach B.

Rysunek 22. Rozktad ekspresji (mediana MFI)
czgsteczki CD40 na limfocytach B w czasie
hodowli stymulowanej anty-CD3 w zaleznosci
od zastosowanego stezenia Epo. A) osoby
zdrowe B) chorzy przyjmujacy Epo (Epo+) C)
chorzy nieprzyjmujacy Epo (Epo-).
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10.4.3 Poréwnanie ekspresji receptorow dla IL-4 (IL-4R), IL-5 (IL-5R) i IL-10 (IL-10R) na
limfocytach B os6b zdrowych i pacjentow z ESRD.

Dziatanie cytokin IL-4, IL-5 i IL-10 uwazane jest za istotne dla biologii limfocytow B. Dlatego
postanowiono zbadac¢ poziomy receptoréw dla tych cytokin na tych komérkach. Do badania IL-4R i IL-
5R, ze wzgleddw ograniczen finansowych, wtgczono pacjentdw nieprzyjmujgcych Epo i osoby zdrowe.

Do badan IL-10R wtgczono wszystkie trzy grupy badane.

10.4.3.1 IL-4R na powierzchni limfocytow B.

A IL-4R nalimfocytach B (0 U/ml Epo)
Wyjsciowe (ex vivo) poziomy ekspresji IL-4R nie

50
réznity sie istotnie miedzy osobami z ESRD 40 \ »
nieprzyjmujacymi Epo a osobami zdrowymi (na granicy = 30

= 5 " \ » —+—CH Epo-
istotnosci statystycznej; p= 0.08 dla testu U Manna- \ / P

10 N

Whitneya). Po 72 godzinie hodowli poziom receptora 8 ‘
dla IL-4R na limfocytach B obnizat sie w poréwnaniu do ex vivo 72h 120h

stanu ex vivo po czym wrastat w obu grupach, w

hodowli bez Epo oraz przy stezeniu 50 U/ml Epo (Rys. 23 B IL-4na limfocytach B (0.1 U/ml Epo)

50
A, C). Wyjatkiem byto stezenie fizjologiczne Epo, ktére 20 |
utrzymywato poziom IL-4R na limfocytach B o0sdb ... 50 | \
w | .

zdrowych na staty poziomie przez caty czas hodowli = 2 ‘ : \‘\d ‘/’/:' _'_C:Em%

wezarowt
(Rys. 23 B). w | Vv
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c IL-4 na limfocytach B (50 U/ml Epo)
50

40

|
e 130 |
ke
= | . \ ~4=CH Epo-
20 <X -~ :
Rysunek 23. Zalezno$¢ poziomu ekspresji IL-4R na limfocytach B 10 ‘ N il -airowi
A
0s6b chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-) i u oséb zdrowych, 0 ‘
od czasu stymulacji hodowli komérkowej w trzech stezeniach Epo: ERS 72h 120h

ouU/ml (A), 0.1U/ml (B), 50U/ml (C).

42



Jedyna rdznicg o znaczeniu statystycznym, miedzy osobami zdrowymi a chorymi nieprzyjmujacymi

Epo byt poziom IL-4R na limfocytach po 72 godzinie hodowli z 0.1 U/ml Epo (Rys. 24).

IL-4R (72h hodowli z 0.1 U/ml Epo)
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Rysunek 24. Rdznica poziomoéw IL-4R na limfocytach B oséb zdrowych i chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-) po 72 godzinie
hodowli w stezeniu 0.1 U/ml Epo. Test U-Manna Whitneya (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy géra-dét to

zakres maksimum-minimum.

Pod wptywem erytropoetyny poziom ekspresji IL-4R in vitro zmieniat sie jedynie na limfocytach B
0s0b zdrowych (Rys. 25). Wptywu Epo na ekspresje IL-4R nie obserwowano w przypadku limfocytéw B osdb

chorych nieprzyjmujacych Epo.

Najwiecej receptora IL-4R na limfocytach B oséb zdrowych pojawiato sie po 120 godzinach hodowli
bez Epo. Hodowla komérkowa prowadzono w stezeniu 50 U/ml Epo utrzymywata poziom IL-4R na

limfocytach B 0séb zdrowych na niskim poziomie.
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Rysunek 25. Poziom IL-4R na limfocytach B oséb zdrowych po 72 godzinach (A) i 120 godzinach (B) hodowli stymulowanej anty-
CD3, w trzech stezeniach Epo: 0 U/ml, 0.1 U/ml, 50 U/ml. Test Dunna jako post-hoc dla ANOVA Friedmana (gwiazdka, gdy

p<0.05). Linia sSrodkowa to mediana. W3asy géra-dét to zakres maksimum-minimum.

10.4.3.2 IL-5R na powierzchni limfocytow B.

Zmiany poziomu receptora dla IL-5 (IL-5R) na powierzchni limfocytéw B osdéb zdrowych i chorych
Epo- w czasie hodowli in vitro bez lub w obecnosci Epo ilustruje rysunek 26. Limfocyty B oséb zdrowych
miaty znaczgco wiecej tego receptora na swojej powierzchni po 72 godzinie hodowli z 0.1 U/ml Epo niz
osoby chore nieprzyjmujgce Epo (Rys. 27 B) i jest to jedyna znaczgca statystycznie rdznica miedzy tymi
dwoma grupami badanych oséb. Widoczna rdznica w poziomach tego receptora ex vivo, po 72 godzinie i
120 godzinie hodowli w $rodowisku 50 U/ml Epo (Rys. 26 C) nie przybiera znaczenia statystycznego, ale jest
jemu bliska (p = 0.08 dla testu U-Manna Whitneya). Poziom ekspresji IL-5R na powierzchni limfocytéw B
0s6b zdrowych, ulegat zaleznemu od dawki zmniejszeniu w hodowlach w obecnosci Epo (Rys. 28). llos¢ IL-
5R na limfocytach B 0séb chorych nieprzyjmujacych Epo utrzymywata sie na podobnym poziomie przez caty

czas trwania hodowli a Epo in vitro nie miato na nig wptywu (Rys. 26 A, B, C).
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Rysunek 26. Zaleznos¢ poziomu (mediana) ekspresji IL-5R na limfocytach B os6b chorych nieprzyjmujacych Epo (CH Epo-) i u 0s6b

zdrowych, od czasu stymulacji hodowli komérkowej w trzech stezeniach Epo: 0U/ml (A), 0.1U/ml (B), 50U/ml (C). Réznice

statystyczne oraz zakres wartosci pokazuja wykresy na rysunku 27 i 28.
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Rysunek 27. Poziom IL-5R na limfocytach B po 72h hodowli z 0.1U/ml Epo, w dwéch badanych grupach. Test U Manna-Whitneya

(gwiazdka, gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy gora-dot to zakres maksimum-minimum.
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Rysunek 28. Poziom IL-5R na limfocytach B oséb zdrowych po 72 godzinach hodowli stymulowanej anty-CD3, w trzech stezeniach
Epo: 0 U/ml, 0.1 U/ml, 50 U/ml. Test Dunna jako post-hoc dla ANOVA Friedmana (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia srodkowa to

mediana. Wasy gora-doét to zakres maksimum-minimum.
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10.4.3.3 IL-10R na powierzchni limfocytow B.

Ekspresja IL-10R rdzni sie ex vivo znaczgco miedzy grupami badanych. Najwyzszg ekspresje tego
receptora ex vivo odnajduje sie na limfocytach B oséb zdrowych a najnizszg u chorych nieprzyjmujacych
Epo. Mimo, ze pacjenci przyjmujgcy Epo majg znaczaco wiecej czgsteczek receptora dla IL-10 na
powierzchni limfocytdw B ex vivo to jednak nadal znaczgco mniej niz na limfocytach B oséb zdrowych (Rys.

29).

IL-10R na limfocytach B ex vivo

25, f b4 ‘

201 f 1

Rysunek 29. IL-10R na powierzchni limfocytéw B ex vivo: osoby chore przyjmujace Epo (CH Epo+), osoby chore nieprzyjmujace
Epo (CH Epo-), osoby zdrowe. Wasy = zakres. Linia sSrodkowa = mediana. Test post-hoc dla ANOVA Kruskala-Wallisa (gwiazdka,
gdy p<0.05).

Ogélny przebieg zmian poziomdw ekspresji IL-10R na limfocytach B w trakcie hodowli PBMC in vitro
przedstawia rysunek 30. Hodowla powoduje redukcje ekspresji IL-10R na zdrowych limfocytach B; obecnos¢
egzogennej Epo wydaje sie mie¢ zalezny od dawki hamujacy wptyw na ten efekt (Rys. 30 por. Rys. 32).
Hodowla PBMC od oséb chorych (Epo- i Epo+) powodowata wzrost poziomu ekspresji IL-10R po 72 godzinie
hodowli, stabszy w hodowlach bez egzogennego Epo i najsilniejszy w obecnosci 0.1 i 50 U/ml Epo w hodowli
(Rys. 30, por. Rys. 31, Rys. 32). Natomiast po 120 godzinach hodowli z 50 U/ml Epo, ilo$¢ receptora dla IL-10

na limfocytach B oséb chorych byta znaczaco nizsza (Rys. 32 D, F).
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Rysunek 30. Zalezno$¢ poziomu IL-10R (mediana) na limfocytach B od czasu hodowli stymulowanej anty-CD3, w trzech
srodowiskach Epo: 0 U/ml (A), 0,1 U/ml (B), 50 U/ml (C). Osoby chore przyjmujace Epo (CH Epo+), osoby chore nieprzyjmujace

Epo (CH Epo-), osoby zdrowe. Réznice statystyczne oraz zakresy wartosci danych pokazujg wykresy na rysunkach 31 i 32.
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Rysunek 31. IL-10R na powierzchni limfocytéw B po 72 godzinach hodowli stymulowanej anty-CD3 w stezeniu 0 U/ml (A), 0.1
U/ml Epo (B), 50 U/ml Epo (C) oraz po 120 godzinach hodowli w stezeniu 0 U/ml (D), 0.1 U/ml (E), 50 U/ml Epo (F); osoby chore
przyjmujace Epo (CH Epo+), osoby chore nieprzyjmujgce Epo (CH Epo-), osoby zdrowe. Wasy = zakres. Linia srodkowa = mediana.

Test post-hoc Dunna dla ANOVA Kruskala-Wallisa (gwiazdka, gdy p<0.05).
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Rysunek 32. Poziom IL-10R na limfocytach B po 72 i 120 godzinach hodowli stymulowanej anty-CD3, w obecnosci trzech
srodowisk Epo, u: oséb zdrowych (A, B), chorych Epo+ (C, D) i chorych Epo- (E, F). Test Dunna jako post-hoc dla ANOVA

Friedmana (gwiazdka, gdy p<0.05). Linia srodkowa to mediana. Wasy géra-dot to zakres maksimum-minimum.
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10.4.4 Receptor dla Epo na limfocytach B oséb zdrowych i pacjentéw z ESRD.

Ze wzgledu na zaobserwowany zrdznicowany wptyw egzogennej erytropoetyny na badane
parametry limfocytéw B od oséb chorych i zdrowych, zbadano, czy poziom ekspresji receptoréow dla tego

hormonu (EpoR) rézni sie na komérkach z badanych grup.

Ekspresja receptora dla erytropoetyny (EpoR) na limfocytach B ex vivo byta podobna u osdb ze
wszystkich badanych grup (Rys. 33). W kolejnych punktach czasowych obserwacji, po 24, 48, 72 i 120
godzinach (na podstawie wczesniejszych badarn ekspresji EpoR na limfocytach T°'), dochodzito do

stopniowego wzrostu ekspresji EpoR (Rys. 33, 34).

EpoR na limfocytach B

25

20
Tz 17 ——(HEpo+
< 10 “~CH Epo-

c < zdrowi

0

exvive 24h 48h 72h  120h

Rysunek 33. Ekspresja EpoR na limfocytach B po 24 godzinach hodowli stymulowanej anty-CD3.
Gwiazdka, gdy p<0.05 (test Kruskala-Wallisa). "Z" - osoby zdrowe,"CH Epo+"- chorzy przyjmujacy Epo, "CH
Epo-" - chorzy nieprzyjmujacy Epo. Réznice statystyczne oraz zakresy wartosci danych pokazuja wykresy
na rysunku 34.
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Rysunek 34. EpoR na powierzchni limfocytéw B w trakcie hodowli stymulowanej anty-CD3: osoby chore przyjmujace Epo (A; CH
Epo+), osoby chore nieprzyjmujace Epo (B; CH Epo-), osoby zdrowe (C). Test post-hoc Dunna dla ANOVA Friedmana (gwiazdka,

gdy p<0.05). Linia Srodkowa to mediana. Wasy géra-dot to zakres maksimum-minimum.

52



10.5 Korelacje dotyczace poszczegélnych antygenow oraz parametrow

proliferacyjnych limfocytow B.

Nastepnie postanowiono sprawdzié, czy réznigce sie dynamiczne parametry proliferacji limfocytéw
B od o0sdb zdrowych i chorych korelujg ze sobg i/lub z zaobserwowanymi zmianami poziomow ekspresji

istotnych receptoréw powierzchniowych na tych komérkach.

Liczba podziatéw przypadajaca na jeden limfocyt B po 72 godzinie hodowli koreluje u osdb
zdrowych z czasem przejscia limfocytu B z fazy GO do G1 cyklu komdrkowego (Rys. 35). Im czas przejscia z

fazy GO do G1 byt dtuzszy tym mniej podziatéw przypadto na 1 limfocyt B.

50
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30

20 ¢
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czas przejscia
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R
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liczba podziatéw na 1 komérke CD19 72h

Rysunek 35. Negatywna korelacja, u 0séb zdrowych, czasu przejscia limfocytu B z fazy GO do G1 z liczbg podziatéw przypadajaca

na 1 limfocyt B po 72 godzinach hodowli (r= -0.83). p< 0.05, korelacja porzadku rang Spearmana.

Liczba podziatdw wykonanych przez pojedynczy dzielgcy sie limfocyt B nie korelowata z zadnym z
badanych pozioméw ekspresji receptorow powierzchniowych dla zadnej z badanych grup (nie pokazane).

Natomiast wykazano, ze czas przejscia GO>G1 byt tym dtuzszy, im mniejsza byta ekspresja receptora EpoR

na badanych komdrkach (Rys. 36 A, B, C).
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Rysunek 36. Korelacje miedzy czasem przejscia limfocytow B z fazy GO do G1 a ekspresja EpoR na limfocytach B. A: r=-0.81, B: r=
-0.93 (p<0.05, korelacja porzadku rang Spearmana), C: r=-0.80.
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Z kolei, wyjsciowa (ex vivo) ekspresja EpoR znamiennie korelowata z ekspresjg receptora dla BAFF

po 120 godzinach hodowli. Co ciekawe, takg istotng korelacje udato sie wykazaé tylko w przypadku

komarek pochodzacych od oséb chorych nieprzyjmujacych Epo (Rys. 37).
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Rysunek 37. Pozytywna korelacja ekspresji EpoR na limfocytach B ex vivo (A) i po 24 godzinie hodowli (B), z receptorem BAFF po

120 godzinie hodowli stymulowanej anty-CD3, u oséb cierpigcych na ESRD nieprzyjmujgcych Epo. p< 0.05, korelacja porzadku

rang Spearmana.
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Ostatnig znaleziong korelacjg o mozliwym znaczeniu dla réznic w zachowaniu limfocytéw B od oséb
chorych i zdrowych byta pozytywna relacja miedzy poziomami ekspresji CD40 i BAFF-R obserwowana w
przypadku komérek zdrowych oséb po 120 godzinach hodowli (Rys. 38). Takiej zaleznosci nie obserwowano

dla limfocytéw B od oséb chorych.
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Rysunek 49. Pozytywna korelacja ekspresji czagsteczki CD40 z receptorem BAFF na limfocytach B oséb zdrowych po 120 godzinie

hodowli w 50U/ml Epo (r= 0.92). p< 0.05, korelacja porzadku rang Spearmana.

11 Dyskusja.

Niniejsza praca jest pierwszg tak wnikliwie opisujgcy biologie limfocytéw B w przewlektej chorobie
nerek (skupiajac sie na stadium schytkowej niewydolnosci nerek ESRD), ktéra moze dotyka¢ nawet 873
miliondw oséb na swiecie. Uzyskane wyniki wskazujg, ze komérki B oséb chorych i zdrowych rdznig sie
dynamikg proliferacji in vitro i wielko$cig produkcji przeciwciat, oraz ze u chorych ma znaczenie fakt terapii
erytropoetyng lub jej braku. W konsekwencji, badane komorki réznig sie zarébwno poziomem ekspresji
receptora dla Epo (EpoR), jak tez ekspresji istotnych receptoréow dla ligandéw stymulujgcych komadrke B,
takich jak CD40, BAFF, a takze cytokiny IL-4, 5 i 10. Przynajmniej w czesci poziomy ekspresji tych receptorow

sg podatne na modyfikacje erytropoetyng zaréwno in vivo, jak i in vitro.

Zastosowany model uzyty w hodowli komérek in vitro, w opisanych w tej pracy badaniach,
zastuguje na uwage. Do zawiesiny komérek krwi obwodowej dodawane bylo przeciwciato anty-CD3
aktywujgce limfocyty T poprzez wigzanie do TCR (receptor limfocytu T, z ang. T-cell receptor).

h'®*®) i produkowaty

Wystymulowane limfocyty T proliferowaty (model oparty na badaniach wczesniejszyc
cytokiny®, czego rezultatem byta stymulacja limfocytéw B, opisana w takim modelu po raz pierwszy w tej
pracy. Limfocyty B nie byty stymulowane bezposrednio poprzez dodanie specyficznego dla nich antygenu,
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co sugeruje, ze reagowaty wytacznie na skutki odpowiedzi limfocytéw T (cytokiny, kontakt CD40 na
limfocycie B z CD40L na limfocycie Th, CD80 na limfocycie B z CD28 na limfocycie Th). Dzieki zastosowaniu
takiej drogi stymulacji komdrek, mozliwa byta ocena wspodtpracy populacji limfocytéw B z populacjg Th - w

modelu bez bezposredniej aktywacji limfocytdw B; jest to unikatowa, wczesniej nieopisana obserwacja.

Wczesniejsze badania opisywaty, ze nawet bezpos$rednia stymulacja limfocytéow B, wymaga statego
dostarczania stymulanta - jednokrotne podanie stymulantéw in vitro powoduje bowiem, ze po pasazu
komorek i niepodaniu ponownym stymulantéw, Odpowieds grasiczo-niezalezna
limfocyty B mimo ze aktywowane, szybko

umieraja®>. To sugeruje potrzebe  statej 1) scr/coas 2)vehicuny MHCII
komunikacji in vivo miedzy pomocniczymi
komérkami T produkujgcymi interleukiny a

limfocytami B (Rys. 50).

Sygnat 2 BCR jest wystarczajacy do stymulacji
limfocytu B.

13 Odpowiedz grasiczo-zalezna

BCR/CD19

e 3

1. Antygen natywny zwigzany przez BCR 2. Prezentacja pocigtego
antygenu 3. Produkeja interleukin.

C Zmodyfikowana odpowiedz grasiczo-zaleina
Rysunek 50. Pogladowe przedstawienie drég aktywacji

limfocytu B. A) odpowiedZ grasiczo-niezalezna, B) A anty-co3 b 3
odpowiedZ  grasiczo-zalezna, C) zmodyfikowana TCR | BCR/CD19
odpowiedz grasiczo-zalezna (model hodowli zastosowany CD40-L

podczas badan). Objasnienia skrotéw: limf. B = limfocyt B,

limf. Th = limfocyt Th, APC = komodrka prezentujgca

antygen (z ang. antigen presenting cell). e . . T
e

IL-2,4,5,10
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Znana jest Sciezka aktywacji limfocytéw B za pomocga antygendw T-niezaleznych, przy udziale BCR
oraz kinazy tyrozynowej Brutona (Btk). Do takich antygendéw nalezg antygeny bakteryjne rozpoznawane
dodatkowo przez TLR (z ang. Toll-like receptor) znajdujgce sie na powierzchni limfocytu B. Spekuluje sie, ze
to wtasnie ten ostatni odpowiedzialny jest za dostarczenie sygnatu do produkcji przeciwciat®. W opisanym,
W niniejszej pracy, badaniu czgsteczka BCR nie jest zaangazowana w proces aktywacji limfocytu B, poniewaz

w hodowli nie zostat uzyty antygen dla tego receptora (Rys. 50 C).

Wazng kwestig jest pochodzenie immunoglobulin wykrytych w tak zaprojektowanym badaniu, w
ktérym nie dodaje sie zadnego specyficznego antygenu, ktéry mogtby bezposrednio (jako antygen grasiczo-
niezalezny) czy posrednio (jako antygen grasiczo-zalezny) aktywowad limfocyty B. 40% limfocytéw B krwi
obwodowe] stanowig komérki B pamieci®®, ktére odpowiedzialne sg za reakcje wtdrng do wczesniej
napotkanego antygenu. Sg one w stanie produkowac¢ wysokie miana specyficznych przeciwciat w ciggu 3-5
dni®* (wedtug niektérych nawet 1-3 dni®?) od immunizacji. Warunkiem aktywacji komérki B pamieci jest
jednak antygen pochodzenia biatkowego. W moich badaniach jedynym stymulantem komodrek byto
przeciwciato anty-CD3, ktére aktywuje limfocyty T. Najprawdopodobniej wiec produkowane przeciwciata
IgM i 1gG pochodzity z plazmocytéw wygenerowanych de novo w czasie hodowli komérkowej (we krwi
obwodowe] plazmoblasty stanowia jedynie 0.1% PBMC®). Prawdopodobnie uwidacznia to jak silnym i
waznym elementem odpowiedzi limfocytow B sg sygnaty limfocytéw Th oraz monocytéw (aktywowane
przez limfocyty Th). Bez udziatu specyficznego antygenu dla limfocytéw B, same cytokiny i kontakt poprzez
powierzchniowe czgsteczki z limfocytami Th, jest w stanie doprowadzi¢ do aktywacji limfocytéw B, ich
podziatéw a takze wygenerowaé pule plazmocytéw produkujgcych przeciwciata nie tylko IgM, ktére
stanowig gtéwng pule przeciwciat w odpowiedzi pierwotnej, ale i IgG. Mozna tez wysnu¢ hipoteze, ktéra
dostarczy innej odpowiedzi dotyczgcej produkcji przeciwciat. By¢ moze komadrki pamieci, wbrew temu, jak
to sie opisuje, nie potrzebuja do podtrzymania swej aktywnosci sekrecyjnej specyficznego antygenu a
wystarczy im silna stymulacja cytokinami i potgczenie CD40 z CD40L oraz CD28 z CD80. Wtedy specyficznosé
przeciwciat zalezataby od pamieci limfocytéw B. Jednak mogtoby oznaczaé to, ze przy infekcji jakimkolwiek
patogenem in vivo nastepuje aktywacja takze niespecyficznych limfocytéw B pamieci. Podobng hipoteze
(tzw. homeostatycznej aktywacji limfocytow B postawit juz pare dekad temu Lanzavecchia, jednak jak do tej

pory nie zostata ona poparta jednoznacznymi opublikowanymi wynikami*®.

Opisany powyzej model okazat sie przydatny do porédwnania biologii limfocytéw B u oséb z
ESRD i zdrowych. We wczeéniejszych badaniach®'”*® dowiedziono, ze pacjenci z przewlekta choroba nerek
charakteryzujg sie licznymi zaburzeniami odpowiedzi komdrkowej, co skutkuje wyzszg zapadalnoscig na
infekcje niz u oséb zdrowych. W pracy tej wykazano, ze réznice sg takze zauwazalne w odpowiedzi

humoralnej a niektére z nich znamienne statystycznie.
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Wykazatam, ze limfocyty B osdb cierpigcych na ESRD charakteryzujg sie wyzszg ekspresjg ex vivo
gtéwnych antygendw odpowiedzialnych za aktywacje limfocytéw B, noszac znamiona profilu
nadreaktywnosci - wieksza liczba takich czgsteczek jak BAFF-R czy CD40. Ekspresja antygenu CD40 i IL-10R
na powierzchni limfocytéw B w czasie hodowli u pacjentéw silnie odbiega swoim wzorem od wzoru
prezentowanego przez osoby zdrowe. Szczegdlnie widoczne jest to u chorych nieprzyjmujacy Epo.
Wykazana w tej pracy pozytywna korelacja zwraca uwage na zaleznosc¢ liczby czasteczek BAFF-R po 120
godzinie hodowli od liczby EpoR na powierzchni limfocytéw B przed aktywacjg i po 24 godzinach od niej.

Udowadnia to zwigzek Sciezki sygnalizacyjnej EpoR z ekspresjg genéw dla BAFF-R w limfocycie B.

Zmiany ekspresji czgsteczki CD40 obrazuje kolejne rdznice. Pacjenci nieprzyjmujacy Epo majg
odwrdcony wzér ekspresji czgsteczki CD40 na limfocytach B w pordwnaniu z osobami zdrowymi. Liczba
czasteczek CD40 na limfocytach B osdb chorych jest wyzsza przed stymulacjg niz u oséb zdrowych (znaczaca
réznica miedzy osobami zdrowymi a chorymi przyjmujgcymi Epo). Po stymulacji antygenowej w hodowli in
vitro obserwuje sie spadek liczby czasteczek CD40 na limfocytach oséb chorych przyjmujgcych Epo.
Podobna sytuacja ma miejsce na limfocytach B oséb zdrowych. Natomiast liczba CD40 na limfocytach B
0s6b chorych nieprzyjmujacych Epo wzrasta po 72 godzinie stymulacji. Nastepnie po 120 godzinie
stymulacji liczba czgsteczek CD40 na limfocytach B oséb ze wszystkich grup jest bardzo zblizona. Co ciekawe
to charakterystyczne wybicie ekspresji CD40 po 72 godzinie stymulacji u oséb chorych nieprzyjmujacych
Epo, odnajdywane jest w hodowli z dodatkiem Epo w stezeniu fizjologicznym. Inng zauwazalng rdznica jest
staty spadek liczby czgsteczek CD40 na limfocytach B chorych z obu grup, w czasie hodowli in vitro. Liczba
czasteczek CD40 na limfocytach B osdb zdrowych, w 5 dniu hodowli stymulowanej anty-CD3 jest wyzsza niz
w dniu 3, w kazdym z zastosowanych stezen Epo. Moze by¢ to jednym z powoddw, dla ktérych pacjenci ci
charakteryzujg sie czestszymi infekcjami oraz stabszymi odpowiedziami na szczepienia. Czgsteczka CD40
odpowiedzialna jest nie tylko za aktywowanie limfocytu B, ale rowniez za formowanie centrow rozmnazania

limfocytéw B, zmiane klas przeciwciat i réznicowanie do komdrek pamieci.

Pojawia sie wiec pytanie, dlaczego limfocyty B oséb z ESRD proliferujg po stymulacji w nizszym
odsetku, majg nizszg liczbe podziatéw przypadajgca na jeden limfocyt oraz dtuzszy czas przejscia do fazy G1
cyklu komorkowego (przy 0 U/ml Epo in vitro) niz limfocyty oséb zdrowych, mimo posiadania znacznie
wyzszej wyjsciowe] (ex vivo) liczby czasteczek CD40 na powierzchni limfocytu B? Najprawdopodobniej ta
wysoka wyjsciowa liczba czgsteczek CD40 na limfocytach B oséb chorych jest kompensacjg pozwalajacg na
aktywowanie limfocytu B. Limfocyty B oséb z ESRD byé moze majg obnizony w ten sposéb prog aktywac;ji.
Dodatkowo Epo w hodowli in vitro niweluje (zwtaszcza w stezeniu fizjologicznym) réznice w czasie aktywacji
limfocytu B (przy 0.1 U/ml Epo brak jest rdoznic w przejsciu z fazy GO->G1 miedzy wszystkimi grupami

badanymi). Mozna wiec postulowaé, ze wysoka liczba czgsteczek CD40 na limfocycie B osdb z ESRD i
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dodatek Epo wyréwnujg tempo reakcji na antygen - w tym przypadku na przytaczenie antygenu CD40L z

limfocytu Th.

Epo jest podstawowym czynnikiem regulujgcym produkcje erytrocytéw, poniewaz jest niezbedna
do rdznicowania progenitoréw erytroidalnych (kontroluje ich dojrzewanie, proliferacje i przetrwanie).
Wykazuje takze bardzo wazng funkcje neuroprotekcyjng a dozylne podawanie Epo moze chronié przed
ostrymi uszkodzeniami organéw takim jak: udar niedokrwienny mézgu (Epo przenika bariere krew-mazg;
egzogenna zaledwie w 1% dawki), uraz kregostupa, konsekwencje tepego uderzenia gtowy, stan
niedokrwienia siatkdwki®®. Wykazano takze ochronne dziatanie Epo w stwardnieniu rozsianym, w stanach
padaczkowych®**°, chorobie Parkinsona® oraz w przejéciowych i trwatych okluzjach tetnicy wiericowej™.
Weczesniejsze badania naszego zespotu wykazaty, ze receptory dla Epo (EpoR) mozna znalez¢ na komédrkach
jednojadrzastych krwi obwodowej (w tym na limfocytach B) i ze — przynajmniej w przypadku komorek T —

kontakt z Epo aktywuje okreélone $ciezki sygnalizacyjne™.

Moje badania wykazaty, ze Epo in vitro nie wywiera wptywu na liczbe czgsteczek CD40 na
limfocytach B w poszczegdlnych grupach badanych. Natomiast wzér ekspresji CD40 na limfocytach B oséb
chorych przyjmujacych Epo jest zblizony do tego opisywanego na limfocytach B oséb zdrowych bez wzgledu
na zastosowane stezenie Epo w hodowli. Moze to sugerowac, ze regulacyjny efekt terapii Epo wobec

ekspresji CD40 ma bardziej ztozony, posredni mechanizm.

Fizjologiczne stezenie Epo uzyte in vitro ma przeciwstawny wptyw na poziom ekspresji IL-4R (ktory
podnosi) i IL-5R (ktéry redukuje) na limfocytach B oséb zdrowych. Brak jest natomiast obserwowanego

wptywu Epo na ekspresje tych receptoréow na limfocytach B chorych z ESRD.

W przypadku receptora dla IL-10 na powierzchni limfocytéw B, takze odnajdywany jest wptyw Epo
in vitro. Co ciekawe, po 72 godzinie hodowli ze stymulacjg w Srodowisku z 0.1 U/ml jak i z 50 U/ml Epo,
pacjenci z obu grup majg czasteczek IL-10R znaczgco wiecej na powierzchni limfocytéw B niz osoby zdrowe,
a wiec nie wystepuje tu raczej defekt niedoboru sygnalizacji postulowany dla $ciezki prowadzacej do zmian
ekspresji IL-4R i IL-5R. Zastanawiajaca jest wysoka liczba czgsteczek IL-10R na limfocytach B osdb
nieprzyjmujacych Epo po 120 godzinach hodowli w $rodowisku bez Epo, z 0.1 U/ml i 50 U/ml Epo. Moze
ona raczej wskazywac na wzglednie nadmierng site sygnalizacji z receptora Epo po przytaczeniu czasteczki

hormonu na powierzchni limfocytow tych chorych.

Epo in vitro nie wptywa na produkcje IgM u oséb zdrowych. Natomiast zauwazalny jest korzystny
wptyw Epo in vitro na produkcje IgM u osdb chorych nieprzyjmujacych Epo. Otdz tak po 72 jak i 120
godzinie hodowli oznaczalne stezenie Epo opisywane jest przy 0.1 U/ml i 50 U/ml w hodowli, podczas gdy

poziomy IgM w hodowli bez Epo sg bardzo. Poziomy IgG nie sg wykrywalne w supernatantach po hodowli
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od o0séb chorych nieprzyjmujacych Epo, co nie znaczy, ze 1gG nie byto produkowane. By¢ moze liczba
limfocytéw B przetgczonych na produkcje 1gG w prébkach od oséb chorych nieprzyjmujacych Epo byta zbyt
niska, aby uzyskaé¢ wykrywalne miano IgG (moze sie to wigzaé z wysokg apoptozg in vitro limfocytéw B u
tych osdb). Epo in vitro ma wiec wptyw na produkcje przeciwciat in vitro, szczegélnie korzystny u chorych z

ESRD.

Epo okazuje sie takze wptywac na liczbe podziatéw limfocytéw B u pacjentéw z ESRD przyjmujacych
i nieprzyjmujacych Epo. Im wyisze stezenie Epo w hodowli in vitro (maksymalnie 50 U/ml Epo) tym wiecej
podziatéw przypada na jeden limfocyt B. U 0séb chorych nie odnotowano statystycznych réznic zwigzanych
ze stezeniem Epo a procentem proliferujgcych limfocytéw B, choc istnieje tendencja do wzrostu odsetka
proliferujgcych limfocytéw B wraz ze wzrostem stezenia Epo. U oséb zdrowych limfocyty B najlepiej
proliferujg w stezeniu 0.1 U/ml Epo, uznawanym za fizjologiczne a najstabiej w 50 U/ml Epo. Hormon
wptywa takze na czas przejscia limfocytow B z fazy GO do fazy G1. Najkrétsze przejscie to jest w limfocytach
B osdb z ESRD przyjmujgcych Epo (znaczgca krotsze niz u oséb nieprzyjmujgcych Epo). In vitro data sie
zaobserwowad tendencja do skracania tego czasu wraz ze wzrostem stezenia Epo. We wszystkich grupach
badanych czas ten skracat sie przyjmujgc czesto wartosci ponizej 1 godziny od aktywacji limfocytéw Th
przez anty-CD3. Epo wptywa na dtugos¢ cyklu limfocytow B wytgcznie w grupie zdrowych oséb. Cykl jest

najdtuzszy przy 50 U/ml Epo.

Trzeba jednak stwierdzi¢, ze pomimo obserwacji EpoR na limfocytach B, wptyw erytropoetyny na
proliferacje tych komodrek jest z pewnoscig bardziej ztozony i czesciowo posredni (poprzez stymulacje
komérek Th do wydzielania cytokin stymulujgcych limfocyty B). Dodatkowym elementem moze tu by¢
wptyw Epo na przezywalnos¢ tych komédrek. Osoby z ESRD przyjmujgce Epo majg znaczgco nizszy odsetek
limfocytéw B apoptotycznych od oséb z ESRD nieprzyjmujgcych Epo. Ujawnia sie tu dtugofalowy efekt
podawania Epo, jako ze wszyscy pacjenci przyjmujacy Epo, byli nig suplementowani co najmniej przez 3
miesigce. Bardzo ciekawa zaleznos¢ dotyczy stezenia Epo w hodowli in vitro i odsetka limfocytow B
apoptotycznych. Epo in vitro dziata ochronnie na limfocyty B oséb z ESRD przyjmujgcych Epo. Przy 50 U/ml
Epo osoby te majg najnizszy odsetek limfocytéw B apoptotycznych w swojej grupie. Z kolei limfocyty B oséb
zdrowych majg znacznie nizszg apoptoze w nizszych stezeniach Epo (najnizszg przy braku Epo in vitro). Epo
in vitro zdaje sie natomiast nie wptywaé na apoptoze limfocytéw B oséb chorych nieprzyjmujacych Epo, u
ktorych niezaleznie od zastosowanego stezenia Epo in vitro odsetek ten jest najwyzszy ze wszystkich

badanych grup.

Niniejsze badania dostarczajg wielu informacji na temat zaangazowania Epo w biologie limfocytéw

B. Opisujg znaczne réznice w poziomach ekspresji podstawowych antygenéw powierzchniowych
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limfocytéw B, nie tylko miedzy osobami zdrowymi a chorymi, ale takze wskazujg na rdznice dotyczace

limfocytéw B osdb z ESRD przyjmujacych i nieprzyjmujacych Epo.

Wptyw Epo in vitro na poszczegdlne antygeny i parametry limfocytdw B zostat podsumowany w

tabeli 3.

Do niedawna informacje na temat limfocytdw B u oséb hemodializowanych pojawiaty sie gtéwnie w
pracach przeglagdowych, w ktérych poswiecano im zwykle kilka, do tego czesto sprzecznych, zdan
dotyczacych produkcji immunoglobulin. Zawsze wyrdzniano, ze komérkami uposledzonymi w ESRD s3
gtéwnie limfocyty T i komdrki prezentujace antygeny (APC). Zaden z autoréw nigdy nie podkredlit faktu, ze
informacje, dotyczace limfocytdw B, nawet w najnowszych pracach przeglagdowych pochodzg bardzo czesto
z lat 80-tych ubiegtego wieku.

Jedynymi badaniami nawigzujagcymi do przedstawionego tematu s badania Pahl i
wspotpracownikéw'’. Rdznig sie one jednak znaczaco od przedstawionych w tej rozprawie, z tego wzgledu,
ze Pahl prowadzi badania w USA, gdzie niemal wszyscy pacjenci z ESRD otrzymujg Epo. W Polsce decyzja o
zastosowaniu Epo u danego chorego jest wzglednie pézna, mimo dobroczynnych efektéw hormonu na
erytropoeze i w konsekwencji natlenowania narzagdoéw. Stwierdzono, ze wzrost stezenia Hb o >1 g/dl na
dwa tygodnie przyczynia sie do zwiekszonej czestosci wystepowania zawatu serca, udaru moézgu,
zastoinowej niewydolnosci serca i zakrzepicy dostepu naczyniowego w hemodializie (dotyczy pacjentéw z
nowotworami jak i pacjentéw hemodializowanych)®. W naszym kraju zaledwie 37.1% pacjentéw PChN
osigga po 3 miesigcach leczenia Epo poziom hemoglobiny rowny badz wyzszy 11 g/dl i stanowi to o potowe
gorszy wynik niz w innych krajach objetych badaniem Europejskiego Programu Analizy Leczenia
Niedokrwistosci (ESAM 1I). W Polsce znacznie lepsze rezultaty osigga sie u pacjentéw poddawanych
dializom otrzewnowym (DO; zachowana resztkowa funkcja nerek) niz hemodializom- poziom co najmniej
11g/d| Hb osiaga sie u 67.6% pacjentéw DO i u 28.9% pacjentéw HD*. Gtéwnymi przyczynami takiego stanu
rzeczy w naszym kraju s3g: pdzne wtgczanie leczenia Epo (dopiero przy stezeniu Hb<10 g/dl) i o ok. 50%
nizsza dawka Epo w poréwnaniu z innymi krajami. Oba te zjawiska wynikajg ze ztej sytuacji finansowej
polskiej stuzby zdrowia. Mimo tych nienajlepszych wynikéw, w poréwnaniu z latami 90-tymi XX wieku
poczyniono w Polsce duzy postep w leczeniu anemii u pacjentdw z PChN. Obecnie blisko 60% chorych w
momencie wtgczenia terapii Epo ma stezenie Hb>10 g/dl (6wczesnie ok. 90% pacjentéw miato stezenie

Hb<10 g/dI)>.
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Wptyw Epo in vitro na Osoby zdrowe CH Epo + CH Epo-
limfocyty B

Produkcja

przeciwciat

Liczba podziatow

Proliferacja
G0->G1

Dtugos¢ cyklu

Tabela 3. Wplyw zastosowania Epo in vitro na antygeny i parametry limfocytow B we wszystkich grupach badanych, bez

uwzglednienia stezenia Epo. "CH Epo +" - pacjenci z ESRD przyjmujacy Epo, "CH Epo -" - pacjenci z ESRD nieprzyjmujacy Epo.
"B.d." - brak danych; w przypadku proliferacji i antygenu CD40 brak jest roznic istotnych statystycznie, ale istnieje zauwazalna

tendencja opisujgca wzrost odsetka limfocytow B proliferujgcych wraz ze wzrostem stezenia Epo w hodowli.
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Najprawdopodobniej z tego samego powodu (brak poréwnawczej grupy chorych nieleczonych Epo),
badania Pahl nie wykazujg réznic w produkcji IL-10 miedzy zdrowymi a chorymi. Wczesniejsze prace
naszego zespotu wykazaty rdéznice miedzy zdrowymi a chorymi w produkgcji IL-10, ktéra niwelowana jest
przez podanie Epols. Pahl et al. wykazali, ze pacjenci z ESRD majg podwyzszone stezenia BAFF i IL-7 we krwi,
w poréwnaniu z osobami zdrowymi'’. W tej pracy wykazatam, ze receptor dla BAFF obficie wystepuje na
limfocytach B oséb chorych nieprzyjmujgcych Epo. Jako ze Pahl prowadzita badania w grupie chorych
przyjmujacych Epo, mozna sadzi¢, ze podawanie Epo nie wptywa na komorki produkujgce BAFF (komorki

105) "W zwigzku z wynikami badar naszego zespotu mozna wykluczyé z

dendrytyczne, monocyty, limfocyty T
nich monocyty i limfocyty T, ktérych produkcja cytokin jest normalizowana pod wptywem Epols. Mozna
wiec podejrzewac, ze gtdéwnymi komdrkami odpowiedzialnymi za nadprodukcje BAFF u chorych na PChN s3
komorki dendrytyczne. Co za tym idzie - sg prawdopodobnie Epo-niezalezne, co potwierdza dotychczasowy
brak wykrycia receptora dla Epo na ludzkich komdrkach dendrytycznych (jedyna dostepna praca opisuje

EpoR na niedojrzatych szpikowych komérkach dendrytycznych szczura'®). Postulowaé wiec mozna

nadreaktywnosc¢ tych komérek w PChN.

Pahl zauwaza, ze subpopulacja przejsciowych limfocytéow B T1 (CD19+CD10+) nie jest tak
niefunkcjonalna, mimo obnizonej ekspresji BAFF-R, w stadium ESRD jak limfocyty B2 (konwencjonalne),
postulujac, ze gtdwnym problemem u pacjentéw nie jest nieprawidtowa produkcja limfocytéw B w szpiku
kostnym a przewlekta uremia (m.in. wysoka zawarto$¢ azotyndow we krwi). Aspekt wptywu hemodializy
zostat odrzucony przez Pahl, ze wzgledu na przytaczane badania, w ktdrych nie wykryto réznic miedzy
limfocytami B chorych niedializowanych, poddawanych hemodializie i dializie otrzewnowej'’. Kwestia ta
jest dyskusyjna, gdyz zaburzenia w przejsciowych limfocytach B T1 by¢ moze nie sg odnajdywane z tego
wzgledu, ze ta subpopulacja nie krazy tak dtugo we krwi a co za tym idzie nie ma kontaktu z btona
dializacyjng (opuszcza szpik i trafia do drugorzedowych tkanek limfatycznych- $ledziona, wezty chtonne,
kepki Peyera). Badania naszego zespotu udowodnity negatywny wptyw hemodializy na limfocyty Th'® a
niniejsza praca dowodzi, ze takze limfocyty B sg zmienione. Frakcja przejsciowych limfocytéw B jest
»Sschowana” przed hemodializg w szpiku i tkankach, wiec gtéwnym problemem zdaje sie by¢ nie stan uremii
a hemodializa, ktéra negatywnie wptywa réwniez na limfocyty B.

Nizszg ekspresje BAFF-R na przejsciowych limfocytach B oséb hemodializowanych Pahl ttumaczy
wysokim stezeniem BAFF na obwodzie. Gdyby to byta rzeczywista przyczyna to dojrzate obwodowe
limfocyty B takze miatyby obnizong ekspresje BAFF-R. Jednakze moja praca wskazuje kolejny raz na role
hemodializy, gdyz dojrzate limfocyty B oséb chorych nieprzyjmujgcych Epo charakteryzujg sie bardzo
wysoka ekspresjg BAFF-R. W kontekscie moich wynikdw uzyskanych przy ocenie apoptozy komérek, wydaje
sie, ze hemodializa wywiera dtugofalowy skutek na limfocyty B, gdyz nawet w hodowli komdrkowej, wyzszy

odsetek limfocytéw B umiera u oséb chorych.
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Nie posiadamy, na dzien dzisiejszy, potrzebnej wiedzy, aby oceni¢ wptyw kazdego z zastosowanych
materiatdw tworzacych btony dializacyjne na komérki krwi obwodowej, ale ostatnie badania dowodzg, ze
apoptoza tych komoérek jest znaczaco obnizona przy zastosowaniu wielowarstwowych bton dializacyjnych
optaszczonych witaming E, ktéra stopniowo uwalniana jest podczas hemodializy (btony dializacyjne
pacjentéw wtgczonych do moich badan nie byly optaszczone tg witaming). Witamina E hamuje takze
apoptoze tych komdrek in vitro®®. Takze suplementowanie pacjentéw witaming E wywiera dobry efekt na
zywotnoé¢ ich leukocytdw, prawdopodobnie poprzez zmniejszanie stresu  oksydacyjnego®.

Zastosowanie dializy otrzewnowej (DO), w ktdrej btone filtracyjng stanowi otrzewna pacjenta,
eliminuje problem przyspieszonej apoptozy leukocytéw>*. Mimo to w ostatnich latach ci pacjenci, ktdrzy ze
wzgledu na stan zdrowia (zachowana resztkowa czynnos$¢ nerek) mogg wybrac typ dializ, coraz rzadziej
decyduja sie na ciggta ambulatoryjng dialize otrzewnowg (CAPD) czy automatyczng dialize otrzewnowa
(ADO) i wybieraja hemodialize (HD). Pacjenci, ktdrych limfocyty B badatam, byli poddawani wytgcznie

hemodializie, ktéra mogta spowodowaé wyzszy odsetek apoptotycznych komérek B.

W niniejszych badaniach zwraca sie uwage na dwa efekty Epo: krétko- i dtugofalowe. Do
krétkofalowych zaliczane sg te obserwowane w ciggu 5-dniowej hodowli in vitro. Do dtugofalowych te,
ktére rozrdiniajg parametry limfocytéw B pacjentdw przyjmujgcych i nieprzyjmujacych Epo. Przy
zastosowanym modelu nie da sie jednoznacznie okresli¢ czy Epo wptywa bezposrednio na limfocyty B czy
posrednio np. poprzez stymulacje monocytéw i/lub limfocytow T, ktére byty obecne wséréd PBMC. We
wczesniejszych badaniach zespotu Katedry Fizjopatologii, dotyczacych wptywu Epo na limfocyty Th (CD4+),
udowodniono, ze Epo in vitro zwieksza produkcje IFN-y i IL-10 natomiast nie wptywa na stezenie IL-4 i IL-5 u
0s6b hemodializowanych®. Udowodniono takze, ze limfocyty Th oséb hemodializowanych przyjmujacych
Epo wykazujg w trakcie stymulowanej anty-CD3 hodowli in vitro wiekszg liczbe czgsteczek CD40L oraz CD28
niz hemodializowani nieprzyjmujacy Epo>*. CD40L i CD28 s3 ligandami odpowiednio CD40 i CD80 na
powierzchni limfocytu B, a wiec za silniejsza odpowiedZ limfocytow B moze odpowiadac silniejsza
odpowiedz limfocytow Th w obecnosci Epo. Dodatkowo nasz zespdt wykazat stabszg proliferacje limfocytow
Th pacjentdw hemodializowanych nieprzyjmujgcych Epo. Pacjenci hemodializowani nieprzyjmujgcy Epo
majg takze obnizony odsetek proliferujgcych limfocytéw B w hodowli. Mozna wnioskowaé wiec, ze Epo
wywiera bezposredni efekt zarédwno na limfocyty B jak i limfocyty Th poprzez receptor dla Epo na ich
powierzchni. Efekt wydaje sie by¢ wzmozony w limfocytach B z tego wzgledu, ze stymulowane sg one takze
posrednio poprzez aktywowane limfocyty Th, ktdre majg wiecej czasteczek CD40OL i CD28 na swojej
powierzchni. Wczesniejsze badania opisujg takze wptyw Epo na obnizenie odsetka apoptotycznych
limfocytéw Th2, jednakie w badaniach tych pacjenci hemodializowani nie zostali podzieleni na grupy

przyjmujace i nieprzyjmujace Epo.
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Poréwnanie ekspresji receptoréw EpoR na limfocytach B i Th (we wspdtpracy z dr Lisowska) u tych
samych pacjentéw ujawnito istotne statystycznie rdznice w liczbie czgsteczek tego receptora na tych

populacjach limfocytéw w grupie oséb hemodializowanych przyjmujgcych Epo (Rys. 56).

A EpoR (ex vivo) B EpoR (po 48h hodowli)
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Rys. 51 Ekspresja EpoR na limfocytach B (CD19+) oraz limfocytach Th (CD4+) ex vivo (A) oraz w trakcie hodowli komérkowej
stymulowanej anty-CD3 (B, C, D) u tych samych pacjentéw hemodializowanych przyjmujacych Epo. Gwiazdka, gdy p<0.05 (Test

kolejnosci par Wilcoxona).

Z badan tych wynika, ze limfocyty B oséb z ESRD przyjmujgcych Epo (Epo+) majg znaczgco wiecej
EpoR na powierzchni niz limfocyty Th. Rdznica ta nie jest odnajdywana w grupie pacjentéw ESRD
nieprzyjmujacych Epo i oséb zdrowych. Z innych badan Lisowskiej et al. wiemy, ze limfocyty Th osdb
chorych przyjmujacych Epo charakteryzuja sie najwiekszg ekspresjg EpoR na powierzchni tych komérek™.
Badania niniejsze uzupetniajg informacje dotyczace tych pacjentéw wskazujgc na jeszcze wiekszg ekspresje
tego receptora na limfocytach B tych pacjentéw. W zestawieniu z korzystnym wptywem egzogennej Epo
m.in. na produkcje immunoglobulin wykazanym w tej pracy, moze to $wiadczy¢ o wiekszym
zapotrzebowaniu limfocytéw B chorych na Epo, prawdopodobnie zwigzanym z niedoborem erytropoetyny

wynikajgcym z uszkodzenia nerek.
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Przyjmowanie przez pacjentéw z ESRD Epo, co najmniej przez 3 miesigce, przyczynia sie do

stabilizacji wtasciwosci i funkcji limfocytéw B.

Praca ta opisuje znaczace rdznice w sile syntezy antygendw, znajdujgcych sie na powierzchni
limfocytéw B miedzy osobami zdrowymi a chorymi ze schytkowg niewydolnoscig nerek. Dodatkowo opisuje
wptyw Epo in vitro oraz skutki dtugoterminowego podawania Epo in vivo na uktad immunologiczny,

dowodzac, ze Epo moduluje, poza reakcjg limfocytédw Th, takze odpowiedz limfocytéw B.

12 Whnioski.

1. Zmiana fenotypu limfocytdw B moze by¢ jedng z przyczyn defektu uktadu odpornosciowego u pacjentow

ze schytkowg niewydolnoscig nerek (ESRD).

2. Z badan in vitro wynika, ze bardziej narazonymi pacjentami na choroby infekcyjne sg pacjenci
nieprzyjmujacy Epo. Znane doniesienia opisujgce stabg odpowiedZ pacjentdw z ESRD na szczepienia,

dotyczg prawdopodobnie gtéwnie tej, uprzednio niescharakteryzowanej, grupy pacjentéw.

3. Ze wzgledu na korzystny wptyw Epo na limfocyty B u oséb ze schytkowg niewydolnoscig nerek,
nalezatoby rozwazy¢ podawanie Epo pacjentom z zaburzeniami odpowiedzi humoralnej (nawet przy
niewielkich niedoborach w uktadzie czerwonokrwinkowym, kiedy to jej podanie nie jest dzisiaj, w takim

wypadku, wskazaniem). Bytoby to krokiem ku, tak bardzo potrzebnej, terapii indywidualne;j.
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13 Streszczenie.

Schytkowa niewydolnosé nerek (ESRD) jest V najciezszym stadium przewlektej choroby nerek, kiedy
to wspotczynnik przesgczania kiebuszkowego spada ponizej 15 ml/min. Jednym z powazniejszych
probleméw dotyczacych osdéb cierpigcych na ESRD, poza oczywistymi powikfaniami zwigzanymi z
niedostateczng pracg nerek, sg czesto wystepujgce infekcje, wynikajgce m.in. z niedoboru produkcji
przeciwciat, co sugeruje zaburzenia dotyczace limfocytéw B. W przesztosci opisano szereg zaburzen
zwigzanych z wydajnoscig obronnej reakcji komdrkowej u tych pacjentdow (produkcja cytokin, funkcje
makrofagdw, limfocytdw Th oraz Tc), jednakze opis reakcji humoralnej jak i funkcji limfocytéw B jest nadal
tematem bardzo stabo opisanym (nieliczne wzmianki o zaburzeniach produkcji przeciwciat i odsetku
limfocytow B u chorych). W pilotowych doswiadczeniach zauwazono, ze w stymulowanych
immobilizowanym anty-CD3 hodowlach jednojgdrzastych komoérek krwi (PBMC), oprocz pobudzenia
proliferacji limfocytow T, dochodzi takze do zauwazalnej proliferacji limfocytéw B. Taka niebezposrednia
stymulacja spoczynkowych limfocytéw B nie zostata wczesniej opisana. Dlatego w tej pracy postanowiono
wykorzystaé wyzej wymieniony model do poréwnania wiasciwosci limfocytéw B u oséb chorych ze
schytkowg niewydolnoscig nerek i u oséb zdrowych. Ze wzgledu na wczesniejsze obserwacje naszego
zespotu, dotyczace wptywu erytropoetyny (Epo) na witasciwosci limfocytéw T, postanowiono sprawdzi¢ czy

Epo (zaréwno podawana chorym, jak tez stosowana in vitro) ma wptyw na badane cechy komérek B.

Jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (PBMC) izolowane od oséb chorych w korncowym stadium
przewlektej choroby nerek i od odpowiednio dobranych zdrowych oséb (kontroli), hodowane byty w
obecnosci anty-CD3. Komérki hodowane byty przez 5 dni, bez lub w obecnosci Epo w stezeniu 0.1 U/ml i 50
U/ml. Fenotyp powierzchni limfocytow B oceniono przy zastosowaniu cytometru przeptywowego oraz
panelu przeciwciat monoklonalnych. Do oceny parametréw proliferacji zastosowano cytometryczng
technike Dividing Cell Tracing (DCT) i wczesniej opracowang analize matematyczng. Wielko$¢ produkcji

przeciwciat in vitro zostata okre$lona technika immunoenzymatyczna.

Niniejsze badania ujawnity szereg nieprawidtowosci w limfocytach B oséb chorych w poréwnaniu
do zdrowych i dodatkowo wskazaty na istotne réznice pomiedzy limfocytami B oséb chorych przyjmujacych

rekombinowang ludzkg erytropoetyne (Epo+) z powodu anemii jak i tych nieprzyjmujacych Epo (Epo-).

Odsetek limfocytéw B w puli limfocytow w kazdym punkcie czasowym hodowli byt nizszy u oséb
chorych niz u zdrowych; zmienione byty takze dynamiczne parametry ich proliferacji (czas wyjscia z GO do
G1, procent dzielgcych sie komérek), co swiadczy o powaznym defekcie proliferacji limfocytéw B u chorych

z ESRD. W konsekwencji, limfocytéw B zwtaszcza u osdéb chorych Epo- powstawato znaczgco mniej niz
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limfocytéw B chorych przyjmujacych Epo (Epo+), co wskazuje na korzystng role suplementacji Epo in vivo. U
chorych Epo- znajdowano takze najwyzszy odsetek limfocytéw B ulegajacych apoptozie zwigzanej z
aktywacjg in vitro. Juz w fizjologicznym stezeniu 0.1 U/ml Epo in vitro obnizata apoptoze limfocytéw B u
chorych Epo+, nie chronita jednak limfocytéw B przed apoptozg w hodowli in vitro u osdéb chorych
nieprzyjmujacych Epo i, co dziwne, zwiekszata apoptoze limfocytéw B oséb zdrowych w hodowli. Epo
dodana in vitro normalizowata dynamiczne parametry proliferacji komorek B (np. czas przejscia limfocytéw

B z fazy GO->G1, dtugos¢ cyklu komdrkowego) we wszystkich badanych grupach.

Wysokie, niefizjologiczne stezenie Epo (50 U/ml) w hodowli in vitro miato negatywny wptyw na
limfocyty B osdb zdrowych - spadek odsetka proliferujgcych komaorek, drastyczne skrdcenie czasu przejscia
z fazy GO->G1, wydtuzenie cyklu komérkowego, wzrost odsetka komdrek apoptotycznych, brak produkcji
lgG. Natomiast u oséb Epo- wysokie stezenie Epo w hodowli in vitro powodowato wzrost produkcji
przeciwciata IgM (u oséb zdrowych nie odnotowuje sie takiego efektu). Stezenie przeciwciata IgM
uzyskanego po hodowli stymulowanej anty-CD3 nawet w obecnosci Epo pozostawato jednak znacznie
nizsze u oséb Epo- niz u oséb zdrowych. Limfocyty B oséb Epo- nie produkowaty wykrywalnych stezen
przeciwciata 1gG w zadnym ze stezen Epo w hodowli. Ciekawostkg jest, ze w obecnosci 50 U/ml Epo w

hodowli limfocyty B osdb zdrowych takze nie produkowaty IgG w mianie wystarczajagcym do wykrycia.

Opisane powyzej réznice dotyczgce proliferacji i sekrecji przeciwciat in vitro obserwowane u
chorych z ESRD mogg zaleze¢ od zmienionej reakcji limfocytéw B na komérkowe (CD40L) i humoralne
(BAFF, IL-4, IL-5, IL-10) czynniki warunkujgce prawidtowg kooperacje z limfocytami T. W tej pracy wykazano
znaczace réznice w ekspresji receptorow cytokin (IL-4R, IL-5R, IL-10R), a takze receptoréow BAFF-R i CD40 na
limfocytach B miedzy osobami zdrowymi a chorymi z ESRD, reagujgce w rdzny sposdb na terapeutyczng (in

vivo) lub doswiadczalng (in vitro) suplementacje Epo.

Podsumowujac, w pracy wykazano istotne réznice w dynamice proliferacji i sekrecji przeciwciat
pomiedzy limfocytami oséb chorych z ESRD i zdrowych (prawdopodobnie odpowiedzialne za niedobér
odpowiedzi humoralnej u chorych), a takze wskazano na mozliwe mechanizmy tych réznic i mozliwos¢ ich

przynajmniej czesciowej normalizacji poprzez suplementacje erytropoetyna.
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14 Abstract.

End stage renal disease (ESRD) is the 5" most severe stage of chronic renal disease, when the
glomerular filtration rate falls below 15 ml/min. One of the major problems of people suffering from ESRD,
beyond the obvious complications associated with inadequate kidneys' function are frequent infections,
resulting from - inter alia - antibody production deficiency, suggesting a B cell disorder. There is a number
of disorders described as associated with immune cellular response performance in these patients
(including problems with production of cytokines, the functions of macrophages, lymphocytes Th and Tc),
but the description of the humoral response and B-cell function is still very poorly known (just a few
references to antibody production disturbances and the percentage of B cells in patients found in the
literature). In our pilot experiments, it was noted that cultured blood mononuclear cells (PBMC) stimulated
with immobilized anti-CD3, besides the stimulation of T-cell proliferation, lead also to noticeable
proliferation of B cells. Such an indirect stimulation of resting B lymphocytes has not been previously
described. Therefore, in this work it was decided to use the above-mentioned model to compare the
properties of B cells in patients with end stage renal disease (ESRD) and healthy subjects. Due to the earlier
observations of our team regarding the effect of erythropoietin (Epo) on the properties of T cells, it was
decided to check whether Epo (both administered to the patient, and also used in vitro) has an impact on

the B cell properties.

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) isolated from patients with ESRD and appropriately
selected healthy individuals (controls) were cultured in the presence of anti-CD3. The cells were cultured
for 5 days without or in the presence of Epo concentration of 0.1 U/ml and 50 U/ml. B cell surface
phenotype was assessed by flow cytometry and a panel of monoclonal antibodies. To assess the
proliferation parameters a Dividing Cell Tracing (DCT) cytometry technique and the previously developed
mathematical analysis were used. The production of antibodies in vitro was determined by enzyme

immunoassay technique.

This study revealed a number of abnormalities in B cells of the patients compared to healthy
controls and additionally showed a significant difference between the B cells of patients receiving

recombinant human erythropoietin (Epo +) due to anemia compared to those not receiving Epo (Epo-).

The percentage of B cells among the PBMC lymphocytes in cultures at each time point was lower in
patients than in healthy subjects; the dynamic parameters of their proliferation (time of transition from GO

to G1, the percentage of dividing cells) were also changed, which indicates a serious defect of B cell
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proliferation in patients with ESRD. Consequently, B lymphocytes especially in Epo- patients arose
significantly less than the B-lymphocytes of patients treated with Epo (Epo+), indicating the beneficial role
of Epo supplementation in vivo. Epo- patients were also found to have the highest percentage of B cells
undergoing apoptosis associated with activation in vitro. Already in the physiological concentration of 0.1
U/ml Epo in vitro, apoptosis of B cells decreased in Epo+ patients, but Epo did not protect against apoptosis
of B cells cultured in vitro in patients not taking Epo and, oddly enough, increased B cell apoptosis in
healthy individuals in culture. Epo added in vitro normalized dynamic parameters of B cell proliferation (e.g.

B cells GO->G1 transition time, cell cycle length) in all groups.

High, non-physiological concentrations of Epo (50 U/ml) in the in vitro cultures had a negative
impact on healthy B-cells - a decrease in the percentage of proliferating cells, a drastic shortening of the
GO-> G1 transition, cell cycle elongation, increase in the percentage of apoptotic cells, and the lack of IgG
production. However, in Epo- individuals, high concentrations of Epo in culture resulted in increased
production of IgM antibodies (in healthy subjects such an effect was not recorded). The concentration of
IgM antibody obtained after anti-CD3-stimulated culture, even in the presence of Epo remained extremely
lower in Epo- patients than in healthy subjects. B cells of Epo- patients did not make detectable levels of
IgG antibodies at either Epo concentration in culture. It is interesting that, in the presence of 50 U/ml Epo

in the culture, B cells of healthy people also did not produce detectable IgG.

The differences in cell proliferation and antibody secretion in vitro between ESRD patients and
healthy individuals described above may depend on the modified B-lymphocytes' response to cellular
(CD40L) and humoral (BAFF, IL-4, IL-5, IL-10) factors affecting normal cooperation with the T cells. This work
demonstrated the significant differences in the expression of cytokine receptors (IL-4R, IL-5R, IL-10R), as
well as BAFF-R receptors, and CD40 on B cells between healthy individuals and patients with ESRD, reacting

in different ways to therapeutic (in vivo) or experimental (in vitro) supplementation with Epo.

In summary, the study showed significant differences in the dynamics of cell proliferation and
antibody secretion between the B lymphocytes of patients with ESRD and healthy people (probably
responsible for the deficiency of humoral response in patients), and indicated the possible mechanisms of
these differences and the ability to, at least partially, normalize them through the supplementation with

erythropoietin.
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