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WYJA SNIENIE SKROTOW

APC: komorki prezentujce antygen (an@ntygen presenting cels

BSA: albumina surowicy wotowej (an@ovine serum albumjn

CD: antygen ranicowania limfocytow T (angcluster of differentiation

CFSE: ester sukcynoimidylowy dwuoctanu karboksyfluocersy (ang.
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

EPO: erytropoetyna (angrythropoietin

EPO-R: receptor dla erytropoetyny (argrythropoietin receptgr

FBS: wotowa surowica ptodowa (anfetal bovine seruin

FITC : izotiocyjanian fluoresceiny (anfjuorescein isothiocyana)e

GFR: filtracja kigbuszkowa (angglomerular filtration ratg

HD: hemodializa

HDrhEPO-: grupa pacjentéw hemodializowanych nieotrzygoych epoetyny

HDrhEPO+: grupa pacjentow hemodializowanych otrzyaeych epoetya

kb: jednostka odpowiadgga tysiacu par zasad (angilobase

kDa: kilodalton

IL : intereukina (angnterleukin

ng: mikrogram

pl: mikrolitr

uM: stezenie mikromolarne

MFI : srednia fluorescencjéang.mean fluorescence intengity

ml: mililitr

min: miliony

obr./min.: obroty na minug

PBS buforowana fosforanami sol fizjologiczna (apbosphate buffered salipe

PBMC: jednopdrzaste komorki krwi obwodowej (angeripheral blood mononuclear
cell)

RPE: fikoerytryna (angphycoerythrin

RPE-Cy5: fikoerytryna-cyjanina 5 (angphycoerythrin-cyanin b

PNN: przewlekfa niewydoln& nerek
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rhEPO: epoetyna, rekombinowana ludzka erytropoetyna.(@wgpmbinant human
erythropoietir)
TCR: receptor komérek T (and. cell receptoy

U/ml: jednostki na mililitr
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1. WSTEP

1.1. Przewlekta niewydolné&é nerek

1.1.1. Etiopatogeneza przewlekiej niewydolr$ai nerek

Przewlekta niewydolnaé nerek (PNN) jest wieloobjawowym zespotem chorobowym
rozwijajacym sk w nas¢pstwie postpujacego niszczenia wszystkich struktur nerek przez
przewlekty proces chorobowy, charakteryzym sk stopniowym narastaniem
upcsledzenia funkcji ukiadu moczowego (Manitius, 199Hostpujace niszczenie
czynnych nefrondw wptywa na zaburzenie czydunmerek regulujcych skiad i oljtosé
ptynow ustrojowych, co w kitowym rezultacie prowadzi do zakidcev wydzielaniu
produktow przemian azotowych i czyrico metabolicznej oraz wewtrzwydzielniczej
nerek, co jest bezprednh przyczyry wystpienia tzw. toksemii mocznicowej (Manitius,
1997).

U podstaw niewydolna@i nerek ley wieksza¢ pierwotnych i wtornych nefropatii.
Sparéd pierwotnych przyczyn nalatoby wymient miedzy innymi kébuszkowe
zapalenia nerek oraz cewkowadmigzszowe nefropatie, podczas gdy nefropatia
cukrzycowa jest najestsz z wtérnych przyczyn rozwoju PNN (Tabela 1) (Rutlsbiy
2006). Bez wzgidu na przyczyg choroba zawsze rozwijagsstopniowo i dopiero przy
nasileniu zaburze metabolicznych dochodzi do manifestacji objawownikznych
(Manitius, 1992).

Upcsledzenie czynmgei nerek przyczynia si do zaburzé metabolicznych
wynikajacych z pogarszania gsifiltracji i uposledzenia resorpcji zwrotnej (Vanholder,
2003). To z kolei prowadzi do gromadzenia wielu ssabcji nazywanych toksynami
mocznicowymi, ktére nie magzost& usungte z organizmu ze wzglu na stopig
uszkodzenia nefronow (Vanholder, 2003). Wiele zhnstanowi produkty metabolizmu
biatek endo- i egzogennych, podczas gdy inmgerezultatem zaburie gospodarki
kwasowo-zasadowej, wapniowo-fosforanowej, hormagjaininnych (Czekalski, 2004;
Rutkowski, 2004).
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Tabela 1.Przyczyny niewydolnéi nerek u dializowanych pacjentéw w Polsce (dane z
31.12.2005)Rutkowski, 2006)

Przyczyny Procent
Nefropatia cukrzycowa 27.16
Przewlekte kibuszkowe zapalenie nerek 18.57
Nefropatia nadéhieniowa 14.38
Przyczyny nieznane i niedoktadnie odtome 9.61
Wielotorbielowata¢ nerek 5.10
Srédmiazszowe zapalenie nerek bakteryjne - inne 4.88
Srodmiazszowe zapalenie nerek niebakteryjne 3.60
Srodmiazszowe zapalenie nerek bakteryjne — kamica drég avogzh | 3.38
Choroba nowotworowa uktadu moczowego 2.92
Szpiczak mnogi 2.09
Inne choroby 9.31

Kryterium rozpoznania PNN jest trwate (trwe¢ ponad 3 mieste) zmniejszenie
filtracji ki ebuszkowej (GFR —glomerular filtration rat§ do i poniej 80 ml/min/1.73 rh
powierzchni ciata. GFR obliczany jest ze wzoru ©fter-Gaulta lub MDRD (Rutkowski,
2004).
Obecnie wprowadzono pgjic przewlekiej choroby nerek (PChN). Definicia PChN
opiera s¢ na dwoch nasgpujacych kryteriach:
1. Uszkodzenie nerek utrzyrmage sé¢ 3 lub wkcej miesgcy, definiowane na
podstawie obecriai strukturalnych lub czynrciowych nieprawidtowéci nerek,
z prawidiowym lub zmniejszonym GFR, co objawig siieprawidtowdciami
morfologicznymi lub wskanikami uszkodzenia nerek, w tym nieprawidtdai@ami
w skfadzie krwi lub moczu lub nieprawidtowymi wyiiki bada dodatkowych;

2. GFR mniejsze od 60 ml/min/1.73%mrzez wicej niz 3 miesice z uszkodzeniem
lub bez uszkodzenia nerek (Czekalski, 2007).

Wyrdznia sk nastpujace fazy PChN:

= | faza przewleklej choroby nerek charakteryzujcy sk GFR=> 90ml/min/1.73 m

powierzchni ciata oraz biatkomoczem;
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= || faza przewlektej choroby nerek (tzw. niewielka niewydolngé nerek,
utajona niewydolncsé nerek), w czasie ktérego waré GFR znajduje si
miedzy 89 a 60 ml/min/1.73 fipowierzchni ciata;

= |ll faza przewlektej choroby nerek (umiarkowana niewydolnas¢ nerek,
wyréwnana niewydolng¢ nerek) charakteryzujcy sk wartagsciami GFR
w zakresie 59-30 ml/min/1.73%mowierzchni ciata;

= |V faza przewleklej choroby nerek (cigzka niewydolncsé nerek,
niewyrownana niewydolng¢ nerek) to wartgei pomiedzy 29 a 15 ml/min/1.73
m? powierzchni ciata;

= V faza przewlekiej niewydoIngci nerek (schytkowa niewydolngé¢ nerek),
w ktérej GFR osiga wartdci ponizej 15 ml/min/1.73 rh powierzchni ciata
(Czekalski, 2004).

W PChN dochodzi do rozwoju zabufzelotyczcych niemal wszystkich nagdéw
i uktadéw, medzy innymi do upéledzenia odpowiedzi immunologicznej. Zagadnienia te

Sa Szerzej omawianie w niniejszej pracy.

1.1.2. Zaburzenia immunologiczne w przewlektej nigydolnosci nerek

W przebiegu PNN obserwuje ¢siwiele zaburzé w zakresie gospodarki
wodno-elektrolitowej, kwasowo-zasadowej, wapniowsfbranowej czy hormonalnej
(Czekalski, 2004). Obserwujegsiez zaktocenie pracy wielu uktadéw, co w szczegétno
dotyczy uktadu sercowo-naczyniowego (Czekalski,220Bonadto powanym problemem
w tym schorzeniu g liczne defekty w zakresie odposwd nieswoistej jak i swoistej
wplywajace na zwgkszenie podatrici na zakaenia. Prawdopodobnie zaburzenia te
wynikaja z wptywu toksyn mocznicowych na komorki uktadu iomologicznego.

U pacjentow z PNN dochodzi do zaburze odpowiedzi immunologicznej nieswoistej,
komorkowej i humoralnej. Zaburzenia w odpowiedaswoistej zwizane § z nadmiera
produkcp cytokin prozapalnych: czynnika martwicy nowotwosu (TNF-a — tumor
necrosis factora), interleukiny 1 (IL-1 —interleukin ) oraz interleukiny 6 (IL-6 —
interleukin § (Cavaillon, 1991; Herbelin, 1990), co wynika zdnaernej aktywnéci

monocytow (Herbelin, 1991). Komorki te wyizolowan&rwi pacjentow
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hemodializowanych, hodowane bez stymulatorow po gddzinach wydzielaty IL-1
oraz TNFe w ilosciach wikszych ni te obserwowane u oséb zdrowych (Herbelin, 1991).
Nieprawidiowaci te @ rezultatem przewlektego stanu zapalnegdabego nasfpstwem
postpujacej mocznicy a dodatkowoa spogkbione przez proces hemodializy (Girndt,
1999). Ponadto monocyty charakteryzigic obnizonym poziomem antygenu CD14
w stosunku do oséb zdrowych (Nockher, 1995). AntyG®©14 jest gldbwnym receptorem
dla lipopolisacharydu (LPS -lipopolysaccharidg peptydoglikanu, fosfolipidow
z Gram-dodatnich bakterii. LPS jest niedhy dla prawidlowej aktywacji monocytow,
ktére w odpowiedzi na stymulacpeptydoglikanem wydzielajcytokiny, enzymy i wolne
rodniki (Haziot, 1996, 1993). Jego §to na powierzchni monocytow jest pozytywnie
skorelowana z ilécia zwiazanej endotoksyny. Uwa sk, ze w przypadku pacjentéw
hemodializowanych obserwowany spadek poziomu antyg€D14 jest wynikiem
przewlektej stymulacji monocytéw przez endotoksynjskoczsteczkowe fragmenty LPS
przechodzce przez barier krew/blona dializacyjna (Lonnemann, 1998). Przétele
stymulacja z kolei prowadzi do wydzielania cytokimozapalnych przez te komorki
(Girndt, 1998).

W odpowiedzi immunologicznej typu komérkowego istiestaktywacja limfocytow
T CD4" (tzw. limfocytéw pomocniczych), ktéra prowadzi diiréznicowania si na kilka
linii rézniacych sé pod wzgédem petnionych funkcji. Limfocyty CD4mog réznicowas
si¢ do komoérek Th1T helper 1 cells- komorki ,pomocnicze” typu 1) i Th2T(helper 2
cells — komorki ,pomocnicze” typu 2). Komorki Thl popezerodukecg interferonu
(IFN-y) przyczyniaj sie do promowania odpowiedzi typu komérkowego, podaghs Th2
stymulup komorki B do produkcji przeciwciat (Swain, 1999). pacjentéow z PNN
obserwuje s zmiany w sktadzie i funkcjonowaniu subpopulacjilTIHTh2 przyczyniajce
siec tym samym do zaburgew wydzielaniu cytokin (Sester, 2000). Obydwie dni
charakteryzuj sie obnizona reakcy przejawiajca sic m. in. obnkona produkcp IL-2
oraz IFNy w odpowiedzi na stymulagjmitogenowa (Gerez, 1991). Paradoksalnie
wiasnie komérki Thl s u chorych z PNN subpopulacdominupca a jednoczénie
produkup mniejsz ilos¢ cytokin, ktore pobudzatyby odpowiedypu komorkowego

(Sester, 2000) (Ryc. 1). Olipna aktywnéc i proliferacja limfocytow T jest neidzy

10
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innymi rezultatem dziatania IL-6 produkowanej w zdp ilosci przez zaktywowane
monocyty (Cavaillon, 1991).

Przewlekta niewydolnosc¢ nerek

wysoki poziom IL-4 S T el Ik

cytokin - " =
5 3
@ )
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slaby sygnal =] ﬁ
= e
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- =2
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proliferacja

niski poziom

IL-2 >

rownowaga w
kierunku Th1

wzajemne
_hamowanie
oslabiona ? >
odpowiedz odpowiedz typu odpowiedz typu
immunologiczna komorkowego humoralnego

Rycina 1. Zmiany w odpowiedzi immunologicznej u pacjentéwpzewlekh niewydolndcia
nerek.
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Zaburzenia w PNN dotygzéwniez odpowiedzi humoralnej, ktéra zaleod kmzacych
we krwi immunoglobulin wydzielanych przez limfocy®. Limfocyty B u pacjentow
z PNN charakteryzuaj sic zmniejszon zdolngcia do produkcji przeciwciatl, czego
klinicznym wyrazem jest ostabiona zdoféalo wytwarzania przeciwciat w odpowiedzi na
szczepienia przeciwko wirusowemu zapalenifraby typu B oraz zwkszona sktonni
do zakaen (Docci, 1990). Koleja cechy komorek B w niewydolngi nerek jest obrbna
ekspresja antygenow kostymulaych, przede wszystkim antygenu CD86, ktéry z kolei
wigze sk z antygenem CD28 na limfocytach T (Girndt, 200CD86 bezpérednio
pobudza produkgjlL-2, ktéra u pacjentdw z PNN ulega znamiennemnizniu (Girndt,
2001; Gerez, 1991). Obmina ekspresj tego antygenu obserwuje esirowniez
na komoérkach prezentigych antygen (APCs antigen presenting ce)l§Girndt, 2001).

1.1.3. Patogeneza niedokrwistgi w przewlektej niewydolnaci nerek

Niedokrwist@¢ zazwyczaj pojawia gina etapie niewyrownanej niewydokod nerek,
gdy filtracja kkbuszkowa ogiga wartdci ponizej 20-30 ml/min i jest niezatea od
rodzaju choroby nerek (z watkiem wielotorbielowatego zwyrodnienia nerek) @agék,
2001). Rozwija si ona praktycznie u wszystkich pacjentéw, ale wzadéci od etiologii
choroby podstawowej nie sk rozwim¢ duzo wczeniej, np. w nefropatii cukrzycowej
nawet przy GFR powaej 70 mi/min/1.73 rpowierzchni ciata (Bosman, 2001).

Obecnie wyrdnia sk trzy gtébwne grupy czynnikdw uczestnicych w patogenezie
niedokrwistgci w chorobach nerek:

a) niedostateczna erytropoeza,

b) skrocenie czasu pragcia erytrocytow,

c) zwigkszona utrata krwi (Wcek, 2001; Manitius, 1992).

Zasadnicza role w patogenezie niedokrwistéci odgrywa niedostateczna
erytropoezawynikaj aca przede wszystkim z niedostatecznej produkcji etypopoetyny
(EPO - erythropoietin (Wiecek, 2001; Eckardt, 1994; Manitius, 1992). EPO jest
produkowana przez komorkrodmiazszowe nerki i komorki I1to w wirobie (Eckardt,
1996) a jej niedobor spowodowany jest zniszczenmiarszu nerek przez p@gtujaca
chorolg (Wigcek, 2001; Manitius, 1992). U chorych obserwugevgdbrawdzie wzrost

12
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produkcji EPO w wtrobie, jednak jest to wzrost nieadekwatny do sepiedokrwistéci
wystepujacej w przebiegu PNN (Wcek, 2001). Niedostateczna produkcja erytropoetyny
jest bezpérednia przyczym zmniejszonego pobudzania szpiku kostnego do pduk
erytrocytéw (Eckardt, 1994).

Oprocz niedostatecznej erytropoezy w PNN mamy réiwvdo czynienia z obecloia
tzw. inhibitorow erytropoezy (Wcek, 2001; Means i Dessypris, 1992). Zaliczanel®
nich migdzy innymi inhibitory mocznicowe (Wcek, 2001) oraz niektére z cytokin
zaangaowanych z procesy zapalne i zagnia (Means i Krantz, 1992). Rola inhibitoréw
mocznicowych nie zostala jeszcze dokladnie pozngomak badanian vitro wykazup,
ze surowica od pacjentow z PNN powoduje zahamowari®stu prekursoréw krwinek
czerwonych BFU-E Hurst-forming units — erythro)di CFU-E (olony-forming units —
erythroid) (Freedman i Cattran, 1983). Postulujg g€ dziatanie takie magwykazywa&
poliaminy (takie jak spermina, spermidyna czy pstyaa) (Saito, 1983; Campbell, 1978),
parathormon (Meytes, 1981) czy rybonukleaza (FreedinSaunders, 1983). Z kolei
TNF-0, ktory u pacjentow z PNN jest produkowany w nadmegilosci (Herbelin, 1990),
hamuje formowanie sikolonii komoérek BFU-E i CFU-E (Roodman, 1987). Roez
IL-1 oraz IFNy wykazup hamuacy wpltyw na rozwoj erytrocytow (Means i Dessypris,
1992; Maury, 1988). Cytokiny prozapalne oddziatupwniez na metabolizmzelaza
przyczyniajc sk do rozwoju tzw. czynri@giowego niedoboruelaza charakteryzagego
sig upciledzeniem wykorzystania zgromadzonegelaza i wazania s¢ pierwiastka
z transferyn (Wigcek, 2001; Moldawer, 1989).

Poréwnujc czas przeycia krwinek czerwonych osob zdrowych i oséb chbrga PNN
mozna zauway¢, ze u chorych czas ten jest skrocony o 1/3 ¢k, 2001). Skrécenie
czasu przeycia erytrocytow wynika z oddziatywania na nie tpksmocznicowych
w osoczu (Wgcek, 2001; Manitius, 1992). Ponadto dochodzi rownik zaburzé
metabolicznych, ktére zwkszaph wrazliwosé krwinek na stres oksydacyjny ady
osmotyczny jednocZaie zmniejszajc ich zdolné¢ do przejciowych zmian ksztattu.
Ta ostatnia cecha sprawiae erytrocyty tatwiej ulegaj uszkodzeniu mechanicznemu
podczas przeptywu krwi przez uktad dializacyjny €@ék, 2001; Eckardt, 2000).

Kolejnym powanym problemem sprzyjagym rozwojowi niedokrwisteci u pacjentéw

z PNN jest zwgkszona utrata krwi, ktGra zwdana jest z wykonywaniem zabiegow
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hemodializy oraz cstym pobieraniem krwi do bafidaboratoryjnych (Wcek, 2001).
Inna przyczyna utraty krwi u chorych to przewlekievawienia, przede wszystkim z bton
sluzowych uktadu pokarmowego, u kobiet z rg@w rodnych (Wécek, 2001). U podstaw
tych krwawia lezy wiele czynnikbw zwizanych z samchorola badz tez wynikajacych

Z wyskpowania régnych patologii naczyniowych, takich jak ujedzenie czynnici ptytek
krwi (Wigcek, 2001).

Pacjenci hemodializowani cechujsie wigckszym stopniem niedokrwisio w
poréwnaniu do chorych z PNN leczonych zachowawaodializowanych otrzewnowo.
Wynika to z mechanicznego uszkadzania erytrocytodcpas przeptywu komorek przez
uktad dializacyjny, niemmosci odzyskania wszystkich krwinek po zabiegu oraz

Z czstego pobierania krwi do ba@d@Viecek, 2001).

1.2. Erytropoetyna

1.2.1. Budowa i regulacja biosyntezy erytropoetyny

Endogenna erytropoetyna jest glikoprotein masie 34 kDa zbudowanze 166
aminokwasoéw (Miyake, 1977). Hormon ten w 40 % zlwaloy jest z wglowodanow, co
jest niezlkdne dla petnej aktywrici biologicznej oraz stabildci hormonu (Dordal,
1985). Kwas sialowy, ktéry stanowi okoto 11%cglowodanéw (Dordal, 1985), jest
konieczny dla prawidtowego funkcjonowania EPO (8ytkki, 1980). W cgsci biatkowej
znajduj si¢ trzy miejsca, ktore ulegaN-glikozylacji i jedno podlegage O-glikozylaciji
(Boissel, 1993) (Ryc. 2). Ich rola nie zostata dmda poznana, ale uwa Sk, ze %
niezlzdne dla prawidiowej syntezy i sekrecji EPO (Yamdgut991; Dube, 1988). Cztery
reszty cysteiny wygpujace w casteczce EPO twogzdwa whzania dwusiarczkowe, ktore
stabilizup Il-rzedows struktue biatka (Moritz, 1997. Boissel, 1993).

EPO jest produkowan80-90 % przez komorki srodmiazszowe nerkii w 10-20%
komorki Ito w watrobie (Eckardt, 1996). Niewielkie #0i mMRNA hormonu wykazano
rowniez w mézgu (Marti, 1996), ptucachiledzionie (Fandrey, 1993).

Gen ludzkiej erytropoetyny jest zlokalizowany narashosomie 7 (Watkins, 1986)

i sktada st z 4 intronow i 5 eksonow, ktore kodui93-aminokwasowy peptyd (Lai,
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1986). 27-aminokwasowa sekwencja liderowa znaf@ujsg¢ na N-kaicu umaliwia
transport nowo syntetyzowanego biatka przez btongkemorkowe i jest odcinana w
czasie modyfikacji potranslacyjnych (Lai, 1986).

Czynnikiem regulujcym produkag EPO w nerce jest gtenie tlenu (Schuster, 1989).
W nerce nie ma wewtrzkomérkowych zapaséw EPO, awiregulacja ta odbywaeshna
poziomie DNA. W genie kodagym EPO znajduj sic sekwencje DNA, ktore warunkyj
jego tkankovy specyficzné¢ i ekspresj zalezna od hipoksji (Ryc. 3). Promotor jest
poprzedzony sekwencjodpowiedziala za ekspresj genu w nerce, tzw. KIEk{dney
inducible element ktéra jest potgona w rejonie 9500-14000 par zasad oddeo 5’
(Lacombe, 1998; Semenza, 1991). W rejonie 400-6p80 zasad, biej miejsca
transkrypcji obecna z kolei jest sekwencja, ktédpawiada za brak ekspresji genu EPO

w innych tkankach i nagdlach (NRE -hegative regulatory eleménL,acombe, 1998).

A petlaBC B _
— mostek \7 =
T . ‘ dwusiarczkowy
petia T GIC A 4
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/ﬁ- e e v @
' \ | T | f ANS A A
B CJ
qJI i 5 | 71 132
| |! :
1L se|d e I
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Rycina 2. Budowa erytropoetyny. Schemat A przedstawia prdewarn struktue llI-rzedowa
hormonu. Schemat B stanowi strukturl-rzedowa, czarne linie reprezentyuj mostki
dwusiarczkowe, trojty wskazuj miejscaN-glikozylaciji, owal — miejsceD-glikozylacji (J. B.
BoisselJ. Biochem268 (1993): 15986; zmieniony).
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W skiad sekwencji wzmacnigych znajdujcych s¢ na kacu 3’ genu wchodzicisle
konserwowana sekwencja (5-TACGTGCT-3’), do ktorejiaze sk czynnik
transkrypcyjny HIF-1 lfypoxia inducible factor Y1 (Wang, 1993). Do sekwencji 5'-
YGACCY-3" (gdzie Y = C lub T) wiaze sk czynnik HNF-4 hepatocyte nuclear factor) 4
(Galson, 1995). Oba czynniki y#ac sk z DNA stymuluj ekspresj genu kodujcego
EPO (Galson, 1995; Wang, 1993). Dodatkowo, do sakweegulatorowych, poprzez
czynnik HIF-1, przydcza s¢ biatko p300 (Arany, 1996). Hipoksja prowadzi doystania
kompleksu biatek, ktére wiac sk z wymienionymi sekwencjami stymulujekspresj
EPO. Wykazanoze nadekspresja biatka p300 zlsza synteg EPO w warunkach
hipoksji (Arany, 1996).

i | &~

( I N |

T
sekwencje Promotor sekwencje kodujace sekwencje
warunkujace wzmacniajace
specyficznesc
tkankowa

Rycina 3. Schemat budowy i regulacji ekspresji genu kaedego EPO (opis w tékie).

Odkrycie biatka HIF-1 jako czynnika transkrypcyjoegozwolito na zrozumienie
funkcjonowania sekwencji wzmacmiaych. Wykazano,ze HIF-1 jest heterodimerem
sktadajcym sk z dwoéch podjednostek: HIFeli HIF-18 (Wang, 1995). W warunkach
hipoksji poziom mRNA obu podjednostek nie ulega ame a aktywn& biatek jest
regulowana potranskrypcyjnie (Kallio, 1997). W wakach prawidiowego &tenia tlenu
podjednostka HIF1 jest modyfikowana oksydacyjnie przeydroksylaz prolilowa, co
pozwala na przyczenie kompleksu ligazy ubikwityny (Salceda, 199D@pchodzi do
degradacji HIF-& a tym samym do zahamowania biosyntezy EPOz gugmaliwe jest

utworzenie kompleksu transkrypcyjnego (SalcedayL9%/ warunkach hipoks;ji
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a-hydroksylaza prolilowa jest nieaktywna, co pozwata utworzenie kompleksu
HIF-1a /HIF-1B, ktory przyhcza s¢ do sekwencji wzmacnigej genu EPO i inicjuje jego
transkrypag (Salceda, 1997).

1.2.2. Charakterystyka receptora dla erytropoetyny

Receptor dla erytropoetyny (angrythropoietin receptor EPO-R) naley do rodziny
receptoréw cytokin typu I, tzweceptoréw dla hematopoetyn do ktérych zaliczaneas
miedzy innymi receptory dla IL-13, IL-3, IL-5, IL-2 §zGM-CSF (Tilbrook, 1999; Ihle,
1995). Gen kodupy EPO-R zlokalizowany jest na chromosomie 19 i wniku jego
transkrypcji powstaje biatko zbudowane z 507 amiveow (Youssoufian, 1993; Jones,
1990). Receptor ten zbudowany jest z trzech podstgwh domen: N-kficowej domeny
zewrgtrzkomorkowej,  pojedynczej  hydrofobowej domeny  wetkzbtonowej
i C-koncowej domeny wewgirzkomorkowej (Tilbrook, 1999) (Ryc. 4). Domena
zewmtrzkomoérkowa charakteryzuje esiobecndcia motywu tryptofan-seryna-dowolny
aminokwas-tryptofan-seryna (WSXWS) i czterech resststein (Tilbrook, 1999;
Youssoufian, 1993). Silnie konserwowany ewolucyjmierodzinie receptorow cytokin
motyw WSXWS jest uwzany za miejsce wrania liganda (Bazan, 1989). Domen
wewmtrzkomorkows cechuje obecrsd dwoch fragmentow box-1 i box-2, ktorey s
charakterystyczne rowniedla innych receptorow z tej rodziny (Tilbrook, B99lhle,
1995). Fragment box-1 odpowiada za interakcikinaz tyrozynows JAK2 (Janus like
kinasg (Witthuhn, 1993). Ponadto, w ainie tej domeny znajdajsie rowniez reszty
tyrozynowe w postaci motywu ITIMiramunoreceptor tyrosine-based inhibitor mptdo
ktorego wiaza sic biatka sygnalizacyjne zawiesge motyw SH2 grc homology 2
domaing (Klingmdiller, 1997; Witthuhn, 1993).

Receptor dla EPO pojawia s¢ we wczesnych progenitorach erytropoezy,
komoérkach BFU-E (Sawada, 1990). Ngstie jego gstas¢ wzrasta w komérkach CFU-E
do okoto 1000 cgsteczek EPO-R na komarKD’Andrea, 1990; Sawada, 1988) i spada
wraz z dalszym dojrzewaniem erytroblastow (Tilbrook999). Jednale rownie:

w wielopotencjalnych komérkach macierzystych hemaézy oraz embrionalnych
komorkach macierzystych wykryto mRNA genu dla EP@-Rberlein, 1992). Inna
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lokalizacja receptora to m. in. komorkiodbtonka naczy krwionasnych (Anagnostou,
1994), komorki Leydiga (Mioni, 1992), megakariocylyraser, 1989) czy granulocyty
(Sela, 2001). EPO-R wygiuje rownie w komorkach biataczkowych (Takeshita, 2000)
oraz innych typach nowotwordow, takich jak nowotwgigrsi (Arcasoy, 2002)dolz nerki
(Westenfelder, 2000). EPO-R zostat ponadto zidéwawfany w komérkach nerwowych
w mozgu i liniach komérkowych wykazigych cechy charakterystyczne dla neuronow
(Masuda, 1993).

1 i m 1 VoV Vil Vil

-E-EE- Bl

NH.-+ CC CC I:.H Y Y YYY YYY --COOH

reszty motyw hox hox reszty
cysteiny WSHXWS 1 2 twrozyny
B A
kg g
domena domena
ZewnatrZkomorkowa wewnatrzkomorkowa
domena

wewnatrzblonowa

Rycina 4. Schemat budowy genu kodaggo receptor dla EPO-R (A) i oraz receptora (B)s(@p
tekscie).

1.2.3.Sciezki sygnalizacyjne aktywowane przez EPO/EPO-R

Pierwszy etap dziatania EPO polega na piaeniu s¢ do receptora, co przyczyniasi
do jego homodimeryzacji (Watowich, 1994) (Ryc.BRO-R, jak inne receptory z rodziny
receptoréw dla hematopoetyn, nie posiada wtmnej aktywndci kinazy tyrozynowej
a przyhczenie EPO aktywuje dwie kinazy tyrozynowe JAK2prkt s zwigzane

z receptorem (Witthuhn, 1993). Uwask, ze homodimeryzacja EPO-R ustiovia
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kontakt kinaz ze sabi wzajemn, fosforylacg, co jest kluczowym etapem w mechanizmie
dziatania EPO (Remy 1999). Aktywne kinazy fosforyluastpnie reszty tyrozynowe
wewmtrzkomorkowej domeny receptora, ktore w tym momenstag sie miejscem
wiazacym biatka posiadage w swej budowie domeny SH2, ktore tdegaj fosforylacji
(Klingmuller, 1997). To zapoatkowuje kaskae sciezek sygnalizacyjnych, ktore
prowadz do hamowania apoptozy prekursoréw krwinek czerwbny

Wyréznia sk cztery gidwnéciezki sygnalizacyjne aktywowane w wyniku praggenia
EPO do receptora i fosforylacji kinaz JAK2 (Ryc. ®jerwsza z nich jest jednym ze
specyficznych systeméw transdukcji sygnatu w koradrkszeregu erytroidalnego. Jest to
system z udziatem czynnika STATS z rodziny czynmikéanskrypcyjnych STATgignal
transducer and activator of transcriptipn(Wakao, 1995). Po zazaniu s¢ EPO
z receptorem biatka te ulegafosforylacji przez JAK2 i dcza sie w homodimery
(Klingmdaller, 1996). W tej formie przemieszczang do jpdra komorkowego, gdzie
regulup ekspresj roznych gendw, medzy innymi genu kodafpego antyapoptotyczne
biatko  Bcl-X (Ryc. 6, schemat A) (Silva, 1999).

Rycina 5. Struktura kompleksu sktadaiego st z EPO i dwoch aisteczek receptora EPO-R (M.
C. DellerCurr. Opin. Struc. Biol10 (2000): 215).
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Schemat B na Ryc. 6 przedstawia druégiezke, w ktérej udziat biog kinazy Ras
i MAP (mitogen-activated protein kingseAktywacja tej drogi nasgpuje poprzez
Zwiazanie s¢ biatka adoptorowego Shc z ufosforylowanym EPO-Rn@en i Liu, 1993).
Biatko to nastpnie zostaje ufosforylowane przez kinadAK2, co pozwala na
przylaczenie si biatka Grb2 (Damen i Liu, 1993). Do niegoawé skt biatko Sos, ktére
z kolei aktywuje biatko Ras (Miura, 1994). Ras akiye serynowo/treoninoakinaz Raf,
ktéra stymuluje kinag MEK. Substratem MEK jest kinaza MAP (Gobert, 1995)
Ufosforylowana MAP ulega przemieszczeniu dorg komorkowego, gdzie aktywuje
rézne czynniki transkrypcyjne (Tilbrook, 1999). W wini jej dziatania dochodzi do
transkrypcji gendw odpowiedzialnych zazmécowanie i proliferag prekursorow krwinek
czerwonych, m. in. c-fos, c-myc, c-jun (Gobert, 39®liura, 1994).

Trzecia $ciezka, ktora ulega aktywacji na skutek pem#enia EPO do receptora,
mobilizuje fosfolipaz Cyl (PLCyl — phospholipase @) (Halupa, 2005) i biatkow
kinazz C (PKC - protein kinase ¢ (Beckman, 1996). Aktywna PLQ hydrolizuje
fosfatydyloinozytol do diacyloglicerolu (DAG) i igtolo-1,4,5-trifosforanu (1. IPs
powoduje wzrost wewgirzkomorkowego stzenia wapnia a wap wraz z DAG, aktywuyy
biatkowa kinaz C, ktéra fosforyluic odpowiednie substraty zapatowuje kaskady
kinaz (Beckman, 1996). To w koowym rezultacie prowadzi do inicjacji transkrypcji
wielu réznych gendw, réwnie tych odpowiedzialnych za proliferackomérek (Ryc. 6,
schemat C).

Czwartasciezka sygnalizacyjna odbywagse udziatem kinazy 3-fosfatydyloinozytoli
(PI-3K — phosphatidylinositol 3-kinaggest kolejra, ktéra uruchamiana jest w ngstie
oddziatywania EPO/EPO-R (Ryc. 6, schemat D) (Damé&fui, 1993; Mayeux, 1993).
Fosforylacja PI-3K umdiwia przemiag fosfatydyloinozytolu do 3-fosforanu
fosfatydyloinozytolu, ktéry z kolei wulega fosforgia do 3,4-bisfosforanu
fosfatydyloinozytolu (Franke, 1997). Ten ostatnstjeaktywatorem kinazy Akt, ktora
z kolei indukuje transkrypejgendéw kodujcych biatka antyapoptotyczne z rodziny Bcl 2
(Franke, 1997). W ten spos6b dochodzi do hamowpoatazy progenitorow erytropoezy,

co umaliwia ich dalsze rénicowanie (Franke, 1997).
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Wiele bada wskazuje na toze stymulacja receptora dla EPO prowadzi rowrde
zaangaowania czynnika transkrypcyjnego, nazywanegodBF(nuclear factor kappaB
(Sae-ung, 2005; Zhang, 1998), ktéry pierwotnie gazmwany jest w odpowied
immunologicza i pod wplywem odpowiedniej stymulacji przyczyni@ slo transkrypciji
genow kodujcych biatka antyapoptotyczne w limfocytach (LisowskR003; Makarov,
2000). W progenitorach erytropoezy dochodzi do siwaji NF«B oraz biatka
antyapoptotycznego Bcl:Xpod wptywem EPO, co sugerujge sciezka ta mae mie&
rowniez istotne znaczenie w procesie erytropoezy (Sae-8605). Do jego aktywacji
dochodzi najprawdopodobniej w wyniku ufosforylowanjego inhibitoréw, tzw. B
(inhibitor of kB) przez kinazy JAK2. Ufosforylowan&B uwalniap NF«B, dzicki czemu
czynnik ten mae prze§¢ do pdra komoérkowego (Sae-ung, 2005). Innym czynnikiem,
ktory maze aktywowé& NF-«xB, jest poprzednio wymieniona kinaza Akt. ROowniena
moze uwolnt NF«B poprzez fosforylagj kB (Rossert, 2005). Dotychczasowe badania
sugeruy, ze sciezka z udzialem NReB moze by kluczowa dla przeycia progenitorow
erytropoezy (Sae-ung, 2005).

Rola EPO najwyraniej skupiona jest na aktywacjiciezek sygnalizacyjnych
promupcych transkrypg genow kodujcych biatka antyapoptotyczne, co chroni
prekursory erytrocytow przed programowamiercia komorkows i zwieksza ich szars
na dalsze rinicowanie. Aby nie doszio do zainicjowania apoptomyusi doj¢ do

zsynchronizowanej aktywacji wszystkich ey wymienionychsciezek.

1.2.4. Rola erytropoetyny w organizmie

Wytwarzanie krwinek czerwonych (tzw. erytropoezstjprocesem, od ktdérego zaje
prawidtowy transport tlenu i usuwanie dwutlenkuggha w naszym organizmie.
Erytropoeza zachodzi najbardziej intensywnie w sieezycia ptodowego a jego
intensywna@¢, zarébwno w tym czasie, jak i u dorostego cziowigdery od wplywu
erytropoetyny (Dudenhausen, 1997). Produkcja EPQywu ptodowym odbywa si
gtébwnie w watrobie a jej zw¢kszona intensywrig jest wynikiem mniejszej ekspozycji na

tlen niz po urodzeniu (Dudenhausen, 1997).
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EPO dziata na komorki macierzyste erytrocytow, tzw. progenitory erytropoezy
(komorki CFU-E i BFU-E), reguldg ich proliferacg i promupc przezycie w odpowiedzi
na niskie s{zenie tlenu, czyli tzw. hipoksj(Moritz, 1997). EPO wytwarzana w nerkach
przechodzi do osocza krwiadtdo szpiku kostnego, gdzieaae sk ze swoim receptorami
na powierzchni komorek macierzystych (Moritz, 199dmorki BFU-E wywodace se
z wielopotencjalnej komorki macierzystej (KrantZ991) charakteryzaj sie rzadkimi
podziatami (Gregory, 1978) i dozadicowania st i proliferacji wymagai obecnéci EPO,
IL-3 oraz GM-CSF (granulocytes-macrophage colony stimulating facter czynnik
stymulupcy kolonie granulocytow i makrofagow) (Emerson, 88'ymczasem komorki
CFU-E wywodace s¢ z BFU-E dziek sig intensywnie i do prawidiowego wzrostu
wymagaj jedynie niewielkich iléci EPO (Krantz, 1990). Rola erytropoetyny skupiona
jest na aktywacjiciezek sygnalizacyjnych promagych transkrype gendéw kodujcych
biatka antyapoptotyczne, co chroni progenitory reybezy przed programowasmiercia
komorkowa (Sui, 2000; Koury, 1988). W koowym rezultacie mamy do czynienia
z dalszym rénicowaniem erytroblastow a napghie ze zwikszeniem puli krwinek
czerwonych (Krantz, 1991).

Produkowane gtéwnie w atrobie w okresiezycia ptodowego EPO jest z kolei
czynnikiem niezbdnym dla przetrwania embrionu (Masuda, 1999; Krah®91).Mysie
embriony charakteryzgge sé brakiem genu kodagego EPO lub EPO-R umieraty po
kilkunastu dniach mimo obecfw progenitoréw erytropoezy (komoérek CFU-E i BFU-E)
w wyniku braku sygnatéw antyapoptotycznych, jakidbstarcza erytropoetyna (Wu,
1995). Embriony te ponadto wykazywaly réwnienne wady rozwoje wynikage ze
wzmazonej apoptozy w watrobie, wsierdziu czy méniu sercowym (Wu, 1999).

Do tej pory rola uktadu EPO/EPO-R sprowadzana Iy do procesu erytropoezy,
ale wydaje s, ze mae on rownie pelni inne funkcje, gdy jego obecn&
zidentyfikowano na wielu innych komorkach w ludzkiorganizmie. EPO-R zostat
zidentyfikowany m. in. wkomérkach nerwowych w mézgui liniach komdérkowych
wykazupcych cechy charakterystyczne dla neuronéw (Masu®93). Co ciekawe,
w warunkach déwiadczalnych hipoksja prowadzi rownielo wzrostu poziomu mRNA
genu dla EPO w neuronach a co istotne poziom teymauje s¢ przez ponad 24 godziny,

podczas gdy w nerce zaledwie 8 godzin (ChikumaQR@onadto erytropoetyna jest
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rowniez w stanie przekraczabariee krew-mozg i chrord neurony w ranych modelach
doswiadczalnych, m. in. przed konsekwencjami niedokna (Celik, 2002; Brines, 2000;
Sakanaka, 1998). Wydaje ¢siwigc, ze w mobzgu mge istni€ niezaleny system
EPO/EPO-R, ktory najprawdopodobniej ma za zadarieonk® komorki uktadu
nerwowego przed apoptpzdedaca odpowiedzi na niedotlenienie. Rola tego systemu
polega na aktywacficiezek sygnalizacyjnych z udziatem czynnika STATS dzkB, co
prowadzi do zahamowania apoptozy komérek nerwowf@bla, 2005; Digicaylioglu,
2001).

Erytropoetyna ma fe swoj udzial w procesie tzwangiogenezy czyli procesie
tworzenia nowych nacaywtosowatych (Anagnostou, 1990). Komogkddbtonka naczy

réwniez charakteryzuyj sie obecndcia EPO-R na swojej powierzchni (Anagnostou, 1990).

1.2.5. Rekombinowana ludzka erytropoetyna (rhEPO) wleczeniu

niedokrwistosci u pacjentow z przewleky niewydolncécia nerek

W 1977 roku erytropoetyna zostala wyizolowana w moocC pacjentow
Zz niedokrwistdcia ztosliwa (Miyake, 1977). Ten krok pozwolit na wyizolowanie
i sklonowanie genu kodagego EPO, czego dokonali Lin i wsp. oraz Jacobsp.w 1985
(Jacobs, 1985; Lin, 1985). W 1987 Eschbach przedgstayniki | i 1l fazy badax
klinicznych nad rekombinowanludzka erytropoetya (rhEPO —recombinant human
erythropoieti), ktore wskazywaly na wzrost hematokrytu u padentze schytkow
niewydolnagcia nerek (Eschbach, 1987). Natomiast w 2000 rokugaopierwszy zostaty
okreslone zasady leczenia niedokrwigtoza pomog rhEPO u pacjentow z PNN. Obecnie
sprecyzowane asdoktadne zalecenia dotygz stosowania rhEPO w EBP&uropean
Best Practice Guideline oraz NKF DOQI National Kidney Foundation Dialysis
Outcomes Quality Initiatiyeg(Eschbach, 2000).

Najczsciej podawane docelowe wasth hematokrytu/hemoglobiny w czasie leczenia
za pomog rhEPO u pacjentow przewlekle hemodializowanych esa od 33% (11g/dl)
do 36% (12g/dl). 33% hematokrytu to napra prawidiowa wartg dla kobiet przed
menopauz i u pacjentéw przed okresem dojrzewania a 36%tjagizszym poziomem,

ktérego spodziewasie mazna u dorostych grczyzn i kobiet po menopauzie (Locatelli,
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2004). Doktadna warté hemoglobiny, wksza od 11g/dl powinna By
indywidualizowana w zalaosci od konkretnego pacjenta, biorpod uwag ptec, wiek,
aktywna¢ oraz choroby wspotistnigge (Locatelli, 2004).

Rdéznica pomedzy rekombinowas ludzka erytropoetyn (inaczej nazywanepoetyn)
a naturalp EPO dotyczy wikszej ilagsci reszt kwasu sialowego w rhEPO, ktéry ulega
glikozylacji niezlgdnej dla biologicznej aktywrci hormonu (Sasaki, 1987). W leczeniu
niedokrwistdci uzywane powszechnieasdwie formy zsyntetyzowanej epoetyny: alfa
i beta, ktore réwnie migdzy sola réznia sig iloscia kwasu sialowego (Sasaki, 1987).
Darbepoetyna jest dtej dziatapcym analogiem epoetyny alfa. Charakteryzugedsvoma
dodatkowymi tacuchami wglowodanowymi oraz zwkszory iloscia reszt kwasu
sialowego (Egrie, 2001). Prawdopodobnie te cechpowdibdaj za jej diugi okres
pottrwania oraz podwiszory aktywna¢ biologiczry (Elliott, 2004; Cheung, 2001; Egrie,
2001).

1.2.6. Wplyw rekombinowane] ludzkiej erytropoetyny na ukiad
immunologiczny u pacjentow z przewlekd niewydolnacscia

nerek

Podawanie epoetyny, obok dziatania b&rpdniego na uktad czerwonokrwinkowy
prowadacego do pobudzenia tego uktadu do produkcji czeywsbrkrwinek, powoduje
wiele innych zmian w organizmie, ktére trudno wwytlaczy jedynie korekg
niedokrwistdci. Istniep badania wskazage medzy innymi na immunomodulacyjne
wiasciwosci EPO. Poniej przytoczono dotychczasowe dane dodggezwpltywu epoetyny
na uktad immunologiczny u chorych przewlekle herabdowanych.

Wykazano wptyw epoetyny na poziom takich cytokik Ja-10 oraz TNFe. Poziom
TNF-a ulegat spadkowi w ggu pierwszych tygodni od podania epoetyny i utrzyualysi
na obntonym poziomie przez dwa migse, podczas gdy poziom anty-zapalnej 1L-10
ulegat wzrostowi (Bryl, 1998). Spadek TNf4est najprawdopodobniej efektem dziatania
IL-10, ktérej rola polega na hamowaniu produkcji HN IL-1 wydzielanych przez
zaktywowane makrofagi (Fiorentino, 1991). Epoetwpdywa na odpowiet nieswoisi
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rowniez poprzez zmniejszenie charakterymdj pacjentdw hemodializowanych
cytotoksycznéci komérek NK (Baj, 1992).

U osob przewlekle hemodializowanych po podaniu spryewykazano wzrost atenia
IL-2 (Bryl, 1999). Efekt ten byt obserwowany zardGwrpo stymulacji za pomac
fitohemaglutaniny (PHA $phytohemagglutynjn jak i epoetyny w gfeniu zblzonym do
fizjologicznego (0,05 IU/ml) (Bryl, 1999). IL-2 jesytokina posrednicaca w odpowiedzi
komorkowej i nieznany jest mechanizm, w jaki epoatynogtaby pobudzgej produkcg.
Jedna z hipotez mowi o dziataniu epoetyny na podjstk beta receptora dla IL-2 (IL-2R
— interleukin 2 receptgr Lancuch beta receptora oraz receptor dla EPOzaale jednej
rodziny receptoréw dla hematopoetyn i charakteryzmg obecndcia konserwowanej
ewolucyjnie sekwencji aminokwasowej w domenie cldematycznej, ktéra jest
niezkedna dla przekazywania sygnatu adra komorki (Tilbrook, 1999; Ihle, 1995). By
moze réwnie: na limfocytach istnieje niezaiey receptor dla EPO, na co meowskazywé
fakt, iz kontakt epoetyny z komdérkami linii limfoidalnychktgwuje czynnik STATS5
i fosforylacg, biatek (Pallard, 1995).

Kolejnym efektem podawania hemodializowanym pagentepoetyny jest spadek
odsetka komérek CO8D152 (Trzonkowski, 2002), ktére wykazuglziatanie supresyjne
polegajce na hamowaniu aktywacji limfocytow T poprzezxenie st z CD80/CD86 na
komérkach APC, co uniemliwia ich interakcg z antygenem CD28 (Srahna, 2005;
Walunas, 1994). Antygen CD152, znany rownigko antygen 4 cytotoksycznych
limfocytow T (CTLA-4 —cytotoxic T lymphocytes antiger), 4naze wiazat czasteczk
CD80 kilkadziesit razy silniej nz antygen CD28 a tym samym zakiécadpowied
limfocytow T na stymulagj antygenow badz mitogenow (Linsley, 1992). U pacjentéw
hemodializowanych lgzace we krwi limfocyty CD8CD15Z moglyby wikc by
bezpdrednh przyczym zmniejszonej stymulacji limfocytéw T i obtnej produkcji IL-2
(Girndt, 2001). W odpowiedzi na leczenie epoetyn populacji komorek CDED152
dochodzi do wzrostu odsetka komoérek apoptotyczngatbwno ex vivg jak i pod
wplywem kamptotecyny czy samej epoetyny (Trzonkow2005). Efekt ten jest
odmienny od wywieranego przez EPO na komorki ukltegerwonokrwinkowego, gdzie
hormon ten chroni prekursory linii erytrocytarnygized apoptazi umazliwia ich dalsze

réznicowania sg (Moritz, 1997).
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Za pomog metody izotopowej oceniggej wbudowywanie radioaktywnej tymidyny do
jadra komorkowego ustalonae limfocyty T pobrane od pacjentéw hemodializowdnyc
charakteryzyj sie obnizona zdolnccia do proliferacji w odpowiedzi na stymulacga
pomoa PHA, konkawaliny A (ConA —concavalin A)czy przeciwciata anty-CD3
(Shurtz-Swirski, 1996). Proliferacja ta ulegata mpie po podaniu epoetyny (Shurtz-
Swirski, 1996).

Dalsze obserwacje dotyczyty poprawy w zakresie adpdzi humoralnej przejawigge
Si¢ lepsz odpowiedzi na szczepienie przeciwko wirusowemu zapaleritroly typu B u
pacjentow hemodializowanych leczonych epogt{®chaefer, 1992). Ponadto badaima
vitro wykazaly pobudzenie proliferacji limfocytow B orazwigkszory produkcg
immunoglobulin (IgG, IgM i IgA) w obecriai epoetyny (Kimata, 1991). Ten efekt z kolei
moze by nastpstwem obserwowanego u pacjentéw wzrostu IL-10 I(Bt998), ktérej
rola polega midzy innymi na stymulowaniu komoérek B do produkajzgciwciat (Itoh,
1995).

Powyzsze badaniaasdowodem na toze erytropoetyna oddziatuje na komorki uktadu
immunologicznego. Nieznany jest jednak mechanizyo gziatania. Mena zatay¢, ze na
komoérkach uktadu odporgciowego jest, podobnie jak na komérkach linii evgirtarne;,
obecny jest receptor dla EPO. Jednak do tej por@-RPzostat wykryty jedynie na
granulocytach (Sela, 2001). Prawdopodobnie metodiycticzas stosowane nie byly
wystarczajco czute, hdz receptor pojawia &i na limfocytach na skrajnie niskim
poziomie. Erytropoetyna mogtabyztelziatat na komérki T hdz B oddziatupc poprzez
inne receptory z rodziny receptoréw cytokin typinp. przez podjednostkoeta receptora
dla IL-2), ktére charakteryzaijsic podobr budows i przekazuj sygnat przez podobny

system sygnalizacyjny w komérce, 0 czym wspomniaopeniej.

Opisane wczaiej zaburzenia w odpowiedzi limfocytéw B oraz wogukcji cytokin u
pacjentow z PNN wskazujna niekorzystne zmiany funkcjonowania limfocytéw T
w szczegolngci limfocytéw pomocniczych T CD4 Limfocyty CD4 sa niezlgdne do
pobudzenia limfocytow B do wiaia w cykl komdarkowy, rénicowania si i wydzielania
immunoglobulin (Noelle, 1991). Niewiadomo, czy z#szona produkcja cytokin takich

jak IL-10 czy IL-2 jest wyrazem bezpedniego dziatania epoetyny na limfocyty T, czy
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wplyw ten jest péredni — poprzez dziatanie na inne komorki, np. ghacyty, na ktérych
potwierdzono obecrsé EPO-R. Brak jest szczego6towych danych doiggzh wptywu
leczenia za pomacepoetyny na fenotyp powierzchniowy limfocytow Tolky swiadczy o
ich aktywacji w odpowiedzi na stymulacjantygenow czy mitogenow. Dynamika
aktywaciji limfocytbw T wiaze sk z pojawianiem w ich blonie komérkowej swoistych
antygenow aktywacyjnych, do ktérych zalicza si. in. CD28, CD25, CD69, HLA-DR
czy CD40L. Biatka te wazac sk z odpowiednimi cgsteczkami na innych limfocytach
i komorkach APC indukuajspecyficznéciezki sygnalizacyjne. W ten sposob przyczyaiaj
sig do proliferacji, rénicowania czy wydzielania specyficznych cytokin @ano przez
same limfocyty T, jak i komorki je otaczap. Antygen CD28 jest tzw. antygenem
kostymulupcym, ktory jest niezédny dla zainicjowania prawidtowej odpowiedzi
proliferacyjnej limfocytow T (Bocko, 2002; Burr, 20). W wyniku interakcji ponedzy
CD28 na limfocycie T CD4a CD86 na limfocycie B dulz komérce APC dochodzi do
indukcji sygnatow wewstrzkomoérkowych, ktore aktywsj czynniki transkrypcyjne
rozpoznajce tzw. region CD28REQD28-responsive elemé@ntv obrbie promotorow
réznych genow, midzy innymi genu kodupego IL-2 (Shapiro, 1997; Fraser, 1991). U
pacjentow hemodializowanych leczonych epogtyprzy spadku puli komorek
CD8'CD152 dochodzi jednoczmie do wzrostu puli naiwnych komoérek T CD8
charakteryzujcych s¢ obecndécia CD28 (Trzonkowski, 2007). Skoro wiél@miany w
proporcjach komérek CD8D28/CD8'CD28, istnieje maliwosé¢, ze podobne zaiosci
dotycz rowniez komorek CD4. Poziom ekspresji antygenu CD28, jak i innych e¥nie;
wymienionych antygendéw powierzchniowygélwiadczy o poziomie aktywacji limfocytu T
a tym samym stanowirodto informacji o zdolnéci komérek do kontaktu z otaczaymi
je innymi limfocytami oraz komorkami APC.

Kolejna cecha&wiadczica o aktywaciji limfocytéw CD%to zdolnosé do proliferacii
w odpowiedzi na stymulagmitogenow badz antygenow. Znana jest na razie tylko jedna
publikacja opisujca obnkona zdolnccia do proliferacji limfocytbw T od pacjentow
hemodializowanych (Shurtz-Swirski, 1996), ktoranakl nie wyjania, co ley u podstaw
tego defektu. Ponadto opisana przez autorow pratifa limfocytow dotyczy catej
populacji komérek T i nie opisuje dokladnie wszystk parametrow proliferacyjnych

limfocytéw CD4', co wynika z ograniczewykorzystanej w tych badaniach metody.
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Dotychczas proliferagjkomérek okrélano poprzez ocenwbudowywania radioaktywnej
tymidyny do DNA, co pozwalato jedynie océnintensywnd¢, z jaka zachodzi synteza
materiatlu genetycznego w fazie cyklu S. Metodadtmiast nie pozwalata océniczy
powstaj komorki potomne, ile ich powstaje, jakie jest tempodziatow oraz jaki jest
fenotyp komoérek dziaetych sek.

Powyzsze informacje dotyeze wplywu epoetyny na ukfad immunologiczny nie
pozwalaj na poznanie mechanizmu jej dziatania. Pojawia wigc koniecznéc
zastosowania nowych, wnikliwszych metod uwiajacych ocer funkcji komorek
ukladu immunologicznego a tym samym metod #imaeajacych badanie wpltywu
epoetyny na te komorki. Opracowanaepkat temu metoda oceny proliferacji limfocytow
przy pomocy cytometrii przeptywowej oktana mianem DCTividing Cell Tracking
(Hasbold, 1999) pozwalasledzi podzialy komorkowe za pomgc barwnika
fluorescencyjnego CFSE (angarboxyfluorescein diacetate succinimidyl est@FSE jest
trwale wizany przez biatka znajdige s¢ w cytoplazmie i w czasie kdego podziatu jest
rozdzielany rownomiernie do komoérek potomnych a orjego fluorescencji uniiwia
ocerg liczby podziatow komorkowych (Hasbold, 1999). Mwa jest réwnie analiza
zarowno fenotypu powierzchniowego damich s¢ komorek, jak i tempa podziatu
poszczegoblnych subpopulacji komérkowych (Hasbod®9).

Obserwacja zmian w fenotypie powierzchniowym limyigov T CD4 przy
jednoczesnej analizie parametréw proliferacyjnyobvala na ocenzaburzenia czynroi
tych komorek u pacjentow hemodializowanych oraz amaliz wpltywu epoetyny na
powyzsze parametry. To nmie dostarcz§ dodatkowych informacji o zmianach w uktadzie
immunologicznym u pacjentow z PNN i ewentualnychdekwencjach leczenia epoetyn
Wreszcie nieztna dla zrozumienia mechanizmu wptywu leczenia gmaena limfocyty
T jest odpowied na pytanie, czy na tych komoérkach jest zlokalizow&PO-R, poprzez
ktory to epoetyna mogtaby pobudzsygnaty wewatrzkomaorkowe.

Na rycinie 7 przedstawiono schematycznie poznanektef dziatania epoetyny
w ukiladzie immunologicznym oraz zatmo kolejne hipotetyczne punkty uchwytu.
Obecna praca jest bowiem dalsgaroa wyjasnienia mechanizméw dziatania epoetyny

w uktadzie immunologicznym.
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2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Klinicznym wyrazem upg&ledzonej funkcji uktadu immunologicznego choryctiPXN
jest ostabiona zdol$é do wytwarzania przeciwciat w odpowiedzi na szcesf@ oraz
zakaenia. Ma@na wic przypuszczg ze defekt limfocytow B w jakifh stopniu mae
zaleze¢ od zaburze funkcjonowania limfocytow pomocniczych T CDh4Niewiele jest
wiadomo o wplywie leczenia za pompoepoetyny na fenotyp powierzchniowy limfocytow
T, zwlaszcza eksprespntygendw aktywacyjnych i kostymudgych, ktére g niezlzdne
dla kontaktu z innymi komoérkami. \Wae jest te zbadanie jednej z najwaiejszych
funkcji komorek CD4, jaka jest ich zdolné do proliferacji w odpowiedzi na stymulacj
Proliferacja oraz fenotyp tych komérek to dwie ghancechyswiadczice o ich aktywacji
w odpowiedzi na pojawiagy Sk w organizmie antygen. Niewiadoma:tezy zwgkszona
produkcja cytokin jest wyrazem beZpedniego dziatania epoetyny (poprzez receptor dla
EPO obecny na ich powierzchni), czy wptyw ten jpefredni (np. kdacy wynikiem
dziatania epoetyny na granulocytydd monocyty).

W zwiazku z tym gtéwnymi celami tej pracw:s

1. Ocena zaburzeproliferacji i zmian fenotypu powierzchniowego fooytéw T

CD4" u pacjentéw z PNN poddanych leczeniu powtarzarhemodializami;

2. Ocena wplywu leczenia za pompocepoetyny na zmiany czynfmowe

limfocytéw T CD4;

3. Préba zidentyfikowania receptora dla EPO na powlarz wybranych komorek

uktadu immunologicznego.

31



Wplyw leczenia rekombinowanludzkg erytropoetyig na dynamilg aktywacii...

3. MATERIALY | METODY

3.1. Materiat do badaa

Materiatem do badabyta krew obwodowa pacjentéw leczonych w Katedr&dinice
Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewtiznych Akademii Medycznej w Gdaku
oraz w Poradni Nefrologicznej Samodzielnego Pubbgo Szpitala Klinicznego w
Gdaisku. Na prowadzenie batlaizyskano zgaog Niezalenej Komisji Bioetycznej do
Spraw Bada Naukowych przy Akademii Medycznej w Gd&ku. Grupe kontrokn
stanowili zdrowi ochotnicy w odpowiednim wieku.

| cykl badan dotyczyt wptywu stosowania epoetyny na fenotyp @oechniowy oraz
proliferacg limfocytbw CD4. Grug pacjentow z PNN wybranych do tej serii
doswiadczé stanowito 44 os6b, w wieku od 29 do 83 fagdnia wieku 60.09 + 14.42 lat.
Pacjenci ci zostali naginie podzieleni na trzy grupy scharakteryzowaneabeli 2:

1. pacjenci przewlekle hemodializowani nieleczeni reEPHDrhEPO-;

2. pacjenci przewlekle hemodializowani leczeni rhEPBDBfhEPO+.

W grupieHDrhEPO- znalazio si 25 chorych w wieku 29-83rednio 60.81 + 14.83)
lat, przewlekle hemodializowanych od 0.5 do d@d@nio 1.87 + 2.08) miesiy.

W grupieHDrhEPO+ znalazto si 19 chorych w wieku 33-7%&rednio 59.24 + 13.09)
lat, przewlekle hemodializowanych od 2 do 2&8&dnio 59.24 + 13.09) miegly. Pacjenci
z powodu znacznej niedokrwistmd otrzymywali epoety@ przez okres od 6 do 120
(Srednio 39.31 + 32.54) miegly. 7 0sOb otrzymywato epoetyrbeta (NeoRecormon,
Hoffmann La Roche Ltd, Szwajcaria), 11 — epoetgifa (Eprex, Janssen-Cilag, Belgia)
a 1 — darbepoetynAranesp, Amgen, Holandia).

Grupz 0s6b zdrowych w tym cyklu badlastanowito 20 ochotnikow (5 kobiet, 15
mezczyzn), w wieku od 32 do 78 latrednia wieku: 50.36 + 16.53 lat.
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Tabela 2.Charakterystyka pacjentéw z przewlkekiewydolndcia nerek zakwalifikowanych
do | cyklu bada.

Pacjenci HD _
Zdrowi
rhEPO (-) rhEPO (+)
Liczba os6b 25 19 20
Wiek (lata) 60.81+14.83 59.24+13.09 50.36 +16.53
Ple¢ (K/IM) 6/19 9/10 5/15
Czas HD (miegice) 1.87+2.08* 59.65+71.97 0
Czas terapii rhEPO
0 39.31 +32.54 0

(miesyce)

HD, hemodializowany; rhEPO, rekombinowana ludzkdrepoetyna
* p<0.0005vs pacjenci HDrhEPO+, test T Studenta dla préb niengleh

Oznaczenie parametréw morfologicznych miato na camterr wplywu leczenia za
pomoa rekombinowanej ludzkiej erytropoetyny (rhEPO, dpog) na poziom
hemoglobiny, czerwonych krwinek i podstawowych papji komorek uktadu
immunologicznego. Badania przeprowadzone w grupacientow wybranych dbcyklu
badan wykazaly istotnie riszy poziom hemoglobiny u pacjentdw hemodializowdnyc
ktérzy nie dostawali w tym czasie erytropoetyny BrAEPO-, w stosunku do zdrowej
kontroli (Tabela 3)Sredni poziom hemoglobiny u pacjentéw HD leczonygoatyr, —
HDrhEPO+ — weiz utrzymywat s¢ na niskim poziomie w stosunku do oséb zdrowych
(10.40+ 1.04 g/dl wzgtdem 14.33t 1.17 g/dl, p<0.0005), ale byt vigzy niz w grupie
chorych hemodializowanych nieleczonych epogty®odobna sytuacja dotyczyta poziomu
hematokrytu oraz krwinek czerwonych.

U pacjentow HDrhEPO- zaobserwowanozagy odsetek neutrocytow (63.219.78 %
wzgledem 57.69+ 8.31 % u o0sOb zdrowych, p<0.05). Z kolei pacjeRiE&rhEPO+
charakteryzowali si podwyzszonym odsetkiem monocytéw w poréwnaniu do zdrowej
kontroli (10.48 + 2.14 % wzgtlem 7.93 £ 3.06 %, p<0.05). Zarébwno w grupie
HDrhEPO-, jak i HDrhEPO+ odsetek limfocytéw byt abony w stosunku do zdrowej

kontroli.
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Tabela 3.Rd&znice w parametrach morfologicznych pediy pacjentami z PNN a osobami
zdrowymi w | cyklu bada.

Pacjenci HD .
Zdrowi
rhEPO (-) rhEPO (+)
N=20
N=25 N=19
Hemoglobina (g/dl)  9.92+ 1.03 * 10.40+ 1.04 * 14.33 £ 1.17
Dawki epoetyny 0 6933.33t 0
(IlUltydziet) 2344.20
Krwinki biate (G/I) 7.63£2.83* 6.41+ 1.50 5.92t 1.42
Neutrocyty (%) 63.21£9.78 * 62.28+ 8.01 57.6% 8.31
Limfocyty (%) 22.80£8.12 * 23.02£7.09 * 30.65+7.71
Monocyty (%) 9.03+£2.99 10.48+2.14 * 7.93 £ 3.06

* p<0.05vs zdrowa kontrola, test T Studenta dla préb niezgleh

II cykl badan miat na celu wykrycie receptora dla EPO na povadenz wybranych
subpopulacji limfocytow oraz monocytow. Grupacjentdéw z PNN wybranych do tej
serii déwiadczeé stanowity 24 osoby, w wieku od 25 do 81 l&ednia wieku 58.22 +
15.34. Pacjenci ci zostali ngphie podzieleni na dwie grupy scharakteryzowanealeli
4.

1. pacjenci przewlekle hemodializowani nieleczeni reEPHDrhEPO-;

2. pacjenci hemodializowani leczeni rhER®IDrhEPO+.

W grupieHDrhEPO- znalazto si 9 chorych w wieku 26-71$(ednio 54.86 + 14.40)
lat, przewlekle hemodializowanych od 2 do 12@dnio 46.33 + 38.05) miegiy.

W grupie HDrhEPO+ znalazto sj 15 chorych w wieku 48-7&nednio 61.60 + 9.91)
lat, przewlekle hemodializowanych od 10 do l4dednio 57.14 + 48.05) miegiy.
Pacjenci z powodu znacznej niedokrwisiootrzymywali epoetya przez okres od 9 do
132 @rednio 39.91 + 39.63) miegiy. 7 0s6b otrzymywato epoetyibeta (NeoRecormon,
Hoffmann La Roche Ltd, Szwajcaria), 4 — epoetwifa (Eprex, Janssen-Cilag, Belgia)
a 4 — darbepoetynAranesp, Amgen, Holandia).
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Grupe 0sOb zdrowych w tym cyklu baflastanowito 12 ochotnikbw (8 kobiet, 4
mezczyzn), w wieku od 25 do 54 latednia wieku: 36.11 + 10.89 lat.

Tabela 4.Charakterystyka pacjentow z przewlgkiewydolndcia nerek zakwalifikowanych
do Il cyklu bada.

Pacjenci HD
Zdrowi
rhEPO (-) rhEPO (+)

Liczba oséb 9 15 12
Wiek (lata) 54.86 + 14.40 61.60 + 9.91 36.11 +10.89
Pte¢ (K/IM) 27 7/8 8/4
Czas HD (miegice) 46.33 +38.05 57.14 £48.05 0
Czas terapii rhEPO

0 39.91 + 39.63 0

(miesgce)

HD, hemodializowany; rhEPO, rekombinowana ludzkdrepoetyna

Tabela 5.Ré&znice w parametrach morfologicznych pedry pacjentami z PNN a osobami

zdrowymi w 1l cyklu bada.

Pacjenci HD _
Zdrowi
rhEPO (-) rhEPO (+)
N=12
N=9 N=15
Hemoglobina (g/dl) 11.53 + 1.51* 10.89+ 1.68 * 13.89+1.48
Dawki epoetyny 0 9428.57 £ 0
(IU/tydziet) 2699.21
Krwinki biate (G/I) 7.97 +£3.92 7.44%2.08 6.94 +1.35
Neutrocyty (%) 66.54 +7.94 61.05+ 11.26 59.26 12.24
Limfocyty (%) 19.91+6.24 * 25.84+ 9.92 31.78 £12.10
Monocyty (%) 9.54+2.16 10.37+ 2.50 7.99 £2.33

* p<0.05vs zdrowa kontrola, test T Studenta dla préb niezgleh
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Rowniez w tych grupach oznaczono parametry morfologicZgkazano istotnie
nizszy poziom hemoglobiny, zarébwno w grupie pacjentdwpacjentéw, ktérzy nie
otrzymywali erytropoetyny — HDrhEPO-, jak i leczahy epoetyn — HDrhEPO+,
w stosunku do zdrowej kontroli (Tabela 5). W grupiBrhEPO- odsetek limfocytow byt

obnizony w stosunku do zdrowej kontroli

Przewlekta niewydoln@& nerek, bez wzgbu na przyczyg rozwija s¢ stopniowo
i dopiero przy nasileniu zaburzemetabolicznych dochodzi do manifestacji objawéw
klinicznych, w zwizku z tym czas rzeczywistego trwania choroby jesdrly do
okreslenia. Tymczasem najkrotszy czas leczenia za penposvtarzalnych hemodializ
wynosit 0.5 miesica, najdiiszy — 24 lata. Pacjenci byli hemodializowani trazy
w tygodniu asredni czas trwania jednego zabiegu hemodializy wiy#o32 + 0.61 godzin.
Stopier adekwatnéci dializy oceniano przy pomocy wskaka Kt/V (klirensu obgtosci
dystrybuciji), ktéry wynosikrednio 1.38 + 0.24.

Chorzy leczeni epoetynotrzymywali zelazo, kwas foliowy i witamigt C wedtug
ogollnie przygtych zasad. Wszyscy chorzy w czasie, gdy przepraw@a badania byli
w dobrym stanie ogdlnym. Nie stwierdzano u nicheprektych krwawié, chordb
infekcyjnych i innych wspdétistniegych choréb w przebiegu, ktérych mogtoby &@oglo
nasilenia niedokrwistei i ewidentnych zmian w uktadzie biatokrwinkowynbDo
podstawowych grup lekow, jakie otrzymywali, naley leki hipotensyjne, moczegne,
preparaty wapnia i witaminy D. Dawki przewlekle ymowanych lekow podlegaty
zmianom w zalgnoéci od sytuacji klinicznej.

75% wszystkich pacjentéw z PNN mialo zdiagnozowaaédcinienie ttnicze, 45% —
cukrzye;, ktéra w przypadku 23% wszystkich pacjentéw byienpotra przyczyr PNN.
U 33% pacjentow przewlekte dduszkowe zapalenie nerekzédo u podstaw choroby,

nefropatia nadénieniowa — u 13%.
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3.2. lzolacja komorek jednopdrzastych z krwi obwodowej

od oso6b zdrowych i chorych na PNN

Jednaogdrzaste komérki krwi obwodowej (monocyty i limfogyt tzw. PBMC (ang.
peripheral blood mononuclear cglizolowano z krwizylnej pobranej na EDTA (kwas
etylenodiaminotetraoctowyPOCh ,Chemia”, Gliwice) jalowo metadwirowania na
gradiencie ptynu do izolacji limfocytéw (Histopadife1077, Sigma Chemical Co., USA).
Uzyskane w ten sposob komarki (limfocyty i monogytgptukane z ptynu izolacyjnego,
zawieszano w jatowym, kompletnyndrodowisku hodowlanym zimnym z 90%
RPMI-1640 MEDIUM (Sigma Chemical Co., USA), 10% wodej surowicy ptodowej
(Sigma Chemical Co., USA), 2 mM L-glutaminy (Sign@&hemical Co., USA) oraz
antybiotykow: 10 U/ml penicyliny i 1@g/ml streptomycyny (Sigma Chemical Co., USA).
Komodrki liczono przy uayciu kamery hematologicznej Birkera oraz oceniaypwotnas¢
komérek przy ayciu metody barwienia bkitem trypanu (Sigma Chemical Co., USA).

Tak przygotowane komorki byly hodowane w obe&tmastymulatorow (przeciwciata
anty-CD3 oraz jego kombinacji z przeciwciatem a@§28) w celu oceny proliferaciji
limfocytow CD4 oraz poziomu ekspresji antygenu kostymadago CD28 oraz
wybranych antygenéw aktywacyjnych mejodcytometrii  przeptywowej. Ponadto,
w przypadku wybranych pacjentéw 2 min komorek Zostmmraone w cieklym azocie

i przeniesione do temperatury -80°C celemmgjszej izolacji mMRNA.

3.3. Zaktadanie hodowli komorkowych

Metoda okrélana mianem DCT@ividing Cell Tracking zostata opracowana galat
temu w celu oceny proliferacji limfocytdw przy pooyo cytometrii przeptywowej
(Hasbold, 1999). Umdiwia onasledzenie podziatbw komérkowych za poradzarwnika
fluorescencyjnego CFSE (angarboxyfluorescein diacetate succinimidyl egt&tory jest
trwale wihzany przez biatka znajdige sé w cytoplazmie i w czasie kdego podziatu jest
rozdzielany rownomiernie do komorek potomnych. Palawto zaobserwowaliczbe

podziatéw komarkowych, licabkomaorek prekursorowych, ktére odpowiedziaty na
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stymulacg, czas trwania pojedynczego cyklu komorkowego jawniez czas przégia
limfocytow T spoczynkowych z fazy §do aktywnej fazy @ cyklu komérkowego
(Hasbold, 1999) (Ryc. 8). Zaletej metody jest mdiwos¢ rownoczesnej analizy fenotypu
powierzchniowego dzigtych sé¢ komorek, jak i tempa podzialu poszczegdlnych

subpopulacji komoérkowych (Hasbold, 1999).

histogram
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@
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Rycina 8. llosciowe oznaczanie komorek prolifegaych za pomog metody DCT. Histogram
przedstawia komoérki COED28 barwione za pomac CFSE po 72 godzinach stymulacii
mitogenowej. Komorki, ktore sinie podzielity stanowi pierwszy pik oznaczony jako M1
(pokolenie 0). Kolejne piki (M2, M3 itd.) stanoavikolejne pokolenia komadrek, ktére ulegty
podziatom.

Sterylne, 24-dotkowe, hodowlane ptytki plastikow24 (Well Cell Culture Cluster,
Corning Incorporated, USA), pokrywano przeciwciatamty-CD3 (sizenie wygciowe
1mg/ml, BD-Pharmingen, USA) w egeniu 1 pg/ml/2 min komoérek (250 ng/dotek)
i pozostawiano na 24 godziny w temperaturze 4°C elu zwhzania przeciwciata

z powierzchry plastiku (tzw. immobilizacja). Po tym czasie nadnprzeciwciata
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usuwano, a dotki przeptukiwano buforowariosforanami sal fizjologiczrg (PBS,
Biomed, Lublin). Tak przygotowane ptytki bylyywane do hodowli PBMC.

Komorki PBMC w ilcsci 12 milionobw w 1 ml jalowego kompletnegaodowiska
hodowlanego z 0.5% wotaw surowia ptodows inkubowane przez 15 minut
w ciemndgciach, w temperaturze 37°C 2uM CFSE (Sigma Chemical Co., USA)
zawieszano w kompletnygrodowisku hodowlanym i nanoszono do dotkow w pigtika
hodowlanych uprzednio optaszczonych przeciwciatemy-&€D3 oraz do dotkdéw nie
optaszczonych traktowanych jako kontrola, wsdio2 x 10/dotek. Czs¢ komoérek
poddawana byta stymulacji kombinacjprzeciwciata anty-CD3 z przeciwcialem
anty-CD28 w s{zeniu 125 ng/1 ml/2 min komorek ¢senie wygciowe 1mg/ml, BD-
Pharmingen, USA). Komorki inkubowano w temperatu3zZeéC, w atmosferze 5% G®@
100% wilgotndci. Hodowla prowadzona byla przez 5 dni (120 gopdzn komorki
pobierano z ptytki po 72 i 120 godzinach, ptukand’®S, liczono, a naginie oceniano
parametry cyklu komoérkowego i fenotyp powierzchnyovimfocytéw T metod cytometrii
przeptywowej (DCT). Obliczenia dotyaze parametrow proliferacji na podstawie danych
wykonywano programem Progeényt6.3 (autor J.M. Witkowski, AM Gdesk). W celu
odr&nienia populacji proliferajcych limfocytéw umaliwiajacego ich dalsg analiz, po
zakaiczeniu  hodowli  zawiesin komoérek  znakowanych CFSE  barwiono
zewmtrzkomoérkowo odpowiednimi kombinacjami przeciwciaRPE-Cy5/anty-CD4
(DAKO, Dania), PE/anty-CD28 (DAKO, Dania; BD-Phanmgen, USA), PE/anty-CD25
(DAKO, Dania), PE/anty-CD40L (BD-Pharmingen, USA)rap PE/anty-CD69
(BD-Pharmingen, USA) i poddawano analizie cytomezne;.

3.4. 1zolacja komérek CD4 metoda kolumnowej negatywnej selekc;ji
magnetycznej (Miltenyi Biotec MACS, CD4 T Cell Isolation Kit)

Izolacja limfocytow CDZ prowadzona byta po izolacji PBMC. Komorki oczysace
bylty metody kolumnowej negatywnej selekcji magnetycznej (zanpa separatora
kolumnowego MACS, USA). Czysté populacji uzyskanych w ten sposéb komorek
CD4" oscylowata pomidzy 90-96% (ocena cytometrycan8adano roéwnig zywotnasé

komorek metog barwienia bikitem trypanu, ktéra podobnie jak w przypadku
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swiezo izolowanych komoérek PBMC wynosita zawsze pogjy95%. Na komorkach
CD4', pochodzcych z PBMC €x vivg bez hodowli) wykonano dwiadczenia celem
wykrycia ekspresji genu kodigego EPO-R.

Metoda negatywnej selekcji magnetycznej polega eap@irednim wyizolowaniu
komérek CD4 pochodacych z ludzkich PBMC. Pozostate komorki, takie |akfocyty
B, komérki CD8, monocyty, komorki NK, komorki dendrytycznea snagnetycznie
usuwane przy zyciu mieszaniny przeciwciat (odpowiednio anty-CDl18nty-CD8,
anty-CD16, anty-CD56, anty-CD11b, CD4 T Cell Hap#ertibody Coctail, Miltenyi
Biotec MACS, USA), z ktorymi dcza sig tzw. ziarna magnetyczne (CD4 T Cell
Anti-Hapten MicroBeads, Miltenyi Biotec MACS, USA)co powoduje, ze tak
wyznakowane komorki as zatrzymywane w siatce ferromagnetycznej na kolemni
W przytazonym zewtrznym polu magnetycznym.

Po wyizolowaniu PBMC z krwi obwodowej osad z 1 x’ ¥®@mérek zawieszono
w buforze do izolacji: PBS (Biomed, Lublin), 0.5%%@mina wotowa (Sigma Chemical
Co.,, USA) i 2 mM EDTA. Nagpnie dodano mieszaninprzeciwciat (CD4 T Cell
Hapten-Antibody Cocktail, Miltenyi Biotec, USA) nkubowano przez 10 minut w temp.
6-12°C. Po wyptukaniu i odwirowaniu komorek, do zesiny dodano ziarna magnetyczne
(CD4 T Cell Anti-Hapten MicroBeads, Miltenyi BiotetdSA) i ponownie inkubowano 15
minut w temp. 6-12°C. Wyplukane i odwirowane koRiGzawieszono w buforze do
izolacji a nasfpnie nanoszono na uprzednio przygotogv&alumre. Zbierano eluat jako
negatywn frakcje reprezentujca komorki CD4. Komérki policzono oraz wyptukano.
Nastpnie czs$¢ z nich zostata iyta do cytometrycznego oznaczenia powierzchniowego
przeciwciatami monoklonalnymi celem sprawdzeniast@i zebranych komorek CD4
natomiast reszt komoérek, po usugrciu supernatantu, poddanogigbkiemu mraeniu

w temperaturze -80°C celem izolacji mRNA.
3.5. Cytometria przeptywowa
Cechy fenotypowe limfocytébw oraz proliferacja komkr CD4 byly oceniane

cytometrycznie. Cytometria przeptywowa jest maetgabtilosciowa, ktéra polega na

zautomatyzowanym pomiarze rozproszemiatta oraz intensywriei wzbudzonej
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fluorescencji znacznika oddzielnie dlazlej z badanych komérek. W ten sposéb jest
mozliwe okreslenie, zaréwno poziomu ekspresji antygendw, jakdpprcji liczebnéci
subpopulacji komoérek. Ponadto ¢kii metodzie DCT (opisanej w rozdziale 3.3) iliwa
jest rownie: ocena parametrow proliferacyjnych limfocytow styawanych mitogenami.
Rozmieszczenie okénej cechy wrdéd badanych komérek mwoa wyrazé w analizie
poprzez wykres funkcyjny, tzw. histogram, gdzieasaodcetych wyrazona jest wielkéc
danej cechy (zwykle jako intensywsgofluorescenciji wyraona w skali logarytmicznej),
natomiast na osi g¢gdnych zaznaczona jest liczba badanychstexrzek, lub w postaci
dwuwymiarowych wykresow punktowych (dot-plot), w okgch kadej kombrce
odpowiada punkt umieszczony w miejscu wykresu, dgor wspotrzdne odpowiadaj

wartasciom dwaoch lub trzech badanych parametréw.

3.5.1.0cena proliferacji i ekspresji antygenow powierzchiowych

limfocytéw CD4" po hodowli ze stymulatorami

Komorki PBMC po hodowli z przeciwciatami anty-CD3anty-CD28 z barwnikiem
przezyciowym CFSE (Rozdziat 3.3) ptukano dwukrotnie w3PBoprzez wirowanie przez
7 minut przy 1300 obr./min. (wirobwka Eppendorf Qénge 5810R). Probk do
znakowania przeciwciatami stanowito 200 tys. korkomawieszonych w 10Ql PBS
w probowkach cytometrycznych (Falcon, Becton Diskim, USA). Komérki inkubowano
przez 30 minut na lodzie, w ciemitd z przeciwciatami: RPE-Cy5/anty-CD4 (DAKO,
Dania), PE/anty-CD28 (DAKO, Dania), PE/anty-CD25Af0D, Dania), PE/anty-CD40L
(BD-Pharmingen, USA) oraz PE/anty-CD69 (BD-PharmemgUSA) w ilgci 5 pl na
probke, w celu okrélenia cech fenotypowych i oceny zmian ekspresjiygenow
w wyniku stymulacji. Po uptywie 30 minut komorkiykano w 3 ml PBS poprzez
wirowanie przy 1300 obr./min. przez 7 minut (wiréaviEppendorf Centrifuge 5810R),

zawieszano w PBS i przechowywano na lodzie do mturemalizy cytometryczne).
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3.5.2. Ocena procentowa gtéwnych subpopulacji limfytéw ex vivo

Cytometryczne oznaczanie subpopulacji limfocytéw vivo przeprowadzano na krwi
zylnej pobranej na EDTA. Prébkbadan stanowito ok. 200-300 tysiy komoérek (10Qul
petnej krwi). Komorki inkubowano przez 20 minut, eiemngciach w obecni
przeciwciat FITC/anty-CD3, RPE-Cy5/anty-CD4 (DAKODania), PE/anty-CD28,
PE/anty-CD25, PE/anty-CD69, PE/anty-CD95, FITC/CD8 PE/anty-HLA-DR
(BD-Pharmingen, USA) w ikxi 5 ul przeciwciata na préhk Jako kontrgl izotypowa
uzywano mieszanin przeciwciat sprgzonych z fluorochromami mysich immunoglobulin
bez swoistéci antygenowej (FITC/IgG1l + PE/IgG2A + RPE-Cy5/Igd@AKO, Dania)
réwniez w ilosci 5 ul na probk.

Po inkubacji przeprowadzano dizerytrocytow przez 15 minut, w temperaturze
pokojowej za pomag2 ml roztworu do lizy (0.83 g Ni€I, 0.1 g KHCQ w 100 ml wody
destylowanej). Po tym czasie probki odwirowywanayp2000 obr./min. i usuwano
doktadnie supernatant. Ngghie komorki ptukano za pomgcoztworu PBS (100 ml PBS
— roztworu macierzystego: 14.24 g N®O, x 2H,0, 2.76 g NakPO, x H,0, 87.60 g
NaCl, 2 g NaNw 1 | wody destylowanej, 2 g albuminy wotowej, petnione do 1 | wogl
destylowan) poprzez wirowanie przez 5 minut przy 2000 obm/n{omorki zawieszano

w PBS i przechowywano na lodzie do momentu analzgmetrycznej.

3.5.3. Ocena ekspresji receptora dla erytropoetynya limfocytach i

monocytachex vivo

Ocere cytometrycza poziomu receptora dla EPO dokonywano rowiebe vivona Krwi
zylnej pobranej na EDTA. Przed barwieniem komorkiilgéci ok. 200 tysicy na prébk)
byly dwukrotnie ptukane za pomoaoztworu PBS poprzez wirowanie przez 5 minut
z predkoscia 2000 obr./min. Nagpnie komérki inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 15 minut w obecKoi 2 ug endobuliny w celu zablokowaniantaucha Fc Baxter AG,
Austriag), do ktérego mogtoby siniespecyficznie wiza¢ przeciwcialo anty-EpoR. Tak
przygotowane komorki inkubowano potem przez 40 mima lodzie, w ciemnigiach

w obecndci przeciwciat w nagpujacych kombinacjach:
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- RPE-Cy5/anty-CD4 (DAKO, Dania);

-  RPE-Cy5/anty-CD4 + PE/anty-EpoR (R&D Systems, Nigmc

- RPE-Cy5/anty-CD8 (DAKO, Dania);

- RPE-Cy5/anty-CD8 + PE/anty-EpoR,;

- RPE-Cy5/anty-CD19 (DAKO, Dania);

- RPE-Cy5/anty-CD19 + PE/anty-EpoR,;

-  PE-Cy5/anty-CD14 (ImmunoTools, Niemcy);

-  PE-Cy5/anty-CD14 + PE/anty-EpoR.

Przeciwciata RPE-Cy5/anty-CD4, RPE-Cy5/anty-CD8, ERBY5/anty-CD19, RPE-
Cyb/anty-CD14, PE-Cy5/anty-CD14 podawane byly waid ul na probk. Tymczasem
przeciwciato anty-EpoR podane byto wéitd 10 pl przeciwciata na prékk zgodnie z
zaleceniem producenta (R&D Systems, Niemcy).

Po inkubacji z przeciwciatami krew poddano liziesposob opisany w rozdziale 3.5.2.
Tak przygotowane probki bylty analizowane metddsciowej cytometrii przeptywowej z
uzyciem zestawu ziaren kalibracyjnych zmgmi, scisle okrelonymi ilosciami czasteczek

fikoerytryny (PE) na powierzchni (QuantiBrife BD Biosciences, Kanada).

3.5.4. Pomiary cytometryczne i analiza wynikow

Ekspresi powierzchniows antygendéw badano metpdcytometrii przepltywowej
uzywajac cytometru FACScan (Becton Dickinson, USA) w Zadkle Fizjopatologii
Akademii Medycznej w Gdesku, dzgki uprzejmdci profesora J. M. Witkowskiego. Dane
dla prébek zbierano z:

- 30 tyskcy PBMC po hodowli z CFSE;

— 10 tyskcy komorek z petnej krwi w przypadku oceny procergpgtownych

subpopulacji limfocytéwex vivq

— 300 tysecy komorek dla oceny ekspresji receptora dla ER®ivo

Wyniki analizowano z zyciem programu komputerowego WinMDI w. 2.9 (J. Teot
The Scripps Research Institute, USA) oraz oprogreania CellQuest (Becton Dickinson,
USA). Programy te umitiwiaja ocerg odsetka komorek #hiacych s¢ fenotypem oraz

graficzne przedstawienie dystrybucji znakowanycmérek.
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Obliczenia dotyczce parametréw proliferacji (procent komoérek damgth sg, diugaé
czasu @G- G;, na podstawie uzyskanych danych wykonywano za pgnpoogramu
Progeny 16.3 autorstwa prof. Jacka Witkowskiego (KatedrZaktad Fizjopatologii
Akademii Medycznej w Gdesku).

Obliczenia dotyczce ilcsci receptora dla EPO na limfocytach i monocytach
wykonywano z uyciem programu wchodeego w skiad zestawu ziardwlibracyjnych
QuantiBritd] (BD Biosciences, Kanada) wykorzysicggo oprogramowanie CellQuest
i QuantiCALC (Becton Dickinson, USA).

3.6. Wykrywanie mRNA genuEPO-Rtechnikg tancuchowej reakciji
polimerazy (RT-PCR)

Izolacja matrycowego RNA (mMRNA wmessenger RNAoraz reakcja RT-PCR byta
przeprowadzana celem wykrycia genu receptora dirogpioetyny EPO-R w PBMC
(limfocytach i monocytach) oraz limfocytach CDAV celu odnalezienia sekwenciji genu

przeszukano bazdanych GenBankhftp://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/

3.6.1 lzolacja RNA

Ze wszystkich zamemnych porcji komoérek (2 min) izolowano catkowite RNza
pomoa odczynnika TRI-REAGENT (Sigma Chemical, Co., USApdnie z protokotem
producenta.

Po odwirowaniu prébek (wirdwka Sigma 2K15) z szydako 2500 obr./min. przez 3
minuty dodawano 1 ml odczynnika TRI-REAGENT daozdtej probowki i inkubowano
wytrzasapc w temperaturze pokojowej przez 5 min. Npsie dodawano 20Qul
chloroformizoalkoholu (Sigma Chemical Co., USA). Migdzy czasie przygotowywano
nowe probéwki z 500pul izopropanolu (Sigma Chemical, Co., USA), ktore
przechowywano w temp. -20°C. Po zwirowaniu probekylokéé 13000 obr./min. przez
30 minut), zebrano czystvodm warstwe gorm zawierajca RNA wolne od biatka oraz
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DNA i przeniesiono do proboéwek z przygotowanym woke izopropanolem
i umieszczono w temperaturze -80°C przez noc.

Po 24 godzinach probki zwirowano (13000 obr./ngreez 30 minut w temp. 4°C)
celem zebrania kondensatu RNA. Po czym ugarsupernatant a do pozostatego na dnie
osadu RNA dodano 1 ml 75% alkoholu etylowego (POhemia”, Gliwice)

i energicznie mieszano w celu oczyszczenia mategaehetycznego. Prébki odwirowano
(13000 obr./min przez 10 minut w temp. 4°C) i usgto supernatant powtarza
powyzsza procedug. Tak wyptukane probki wysuszono przyyaiu wirdwki prazniowej
(JW Electronic, Polska) w temp. 30°C przez 15 min.

Stezenie uzyskanego RNA oceniano na podstawie stosgesiasci optycznych przy
diugcéciach fali 260 nm i 280 nm przy zyciu spektrofotometru (BioPhotometer,
Eppendorf, USA).

3.6.2. Odwrotna transkrypcja

Przy wyciu matrycowego RNA, uzyskanego jak w pkt. 3.6ptzeprowadzano reakgj
syntezy komplementarnego DNA (angomplementary DNA- cDNA) standardow
technily odwrotnej transkrypcji, stosif zestawy: ImProm-1¥ Reverse Transcription
System i PCR Core System Il firmy Promega.

Pierwszy etap syntezy cDNA tackzenie matrycowego RNA ¢sienie kacowe ok.
0.02 ug/5 ul mieszaniny reakcyjnej) i primera cDNA oligo-dT stezeniu kaicowym 0.5
ng/5 ul mieszaniny (stzenie wygciowe 50Qg/ml, Promega, USA). Probdwki
umieszczano w rozgrzanym do 70°C ptaszczu grzewcgynermo Block TDB-120,
Biosan, totwa) na 5 min. i po tym czasie natychinsatitadzano na lodzie przez kolejne 5
min. Nasgpnie probki wirowano przez 10 sekund, aby zél@densat. Probki trzymano
na lodzie do momentu dodania mieszaniny z odwrsamskryptaz.

Drugi etap reakcji to odwrotna transkrypcja przeyadzana przy iyciu enzymu
odwrotnej transkryptazy (10Ql, Promega, USA) w obeciad inhibitora rybonukleazy
(RNasin® o stzeniu 40 uil, Promega, USA), mieszaniny nukleotydéw (dNTPggestiu
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10 mM kady rodzaj nukleotydow, Promega, USA), jondw chlonagnezu (MgGl
stezeniu 25 mM, Promega, USA), buforu do reakcji (ImRfb™ Bufor Reakcyjny 5 x
stezony, Promega, USA) oraz wody wolnej od nukleaz ifrga, USA). Kacowe
stezenie poszczegolnych odczynnikow w dlsmieszaniny reakcyjnej wynosito:

- 6 mM MgClh;

- 1 x stzony bufor do reakcji;

— 0.5 mM kady rodzaj nukleotydéw w mieszaninie dNTP;

— 20 u/1%d inhibitora rybonukleazy;

—  0.5pul/15ul odwrotnej transkryptazy.

Przygotowane wczeiej probki z matryg RNA (stzenie ok. 2ug/5 pl) i primerem
cDNA oligo-dT mieszano z mieszanirdo syntezy cDNA a naginie umieszczano w
bloku grzewczym w temperaturze 25°C na 5 min. Etapny wydtitaniem odbywat siw
temp. 42°C przez 60 min. Nakau probki inkubowano 15 min. w temperaturze 709, a
inaktywowa& odwrotry transkryptaz. Otrzymane cDNA przechowywano w temperaturze

-20°C do czasu wykonaniankeuchowej reakcji polimerazy.

3.6.3. Laicuchowa reakcja polimerazy (PCR)

tancuchowg reakcg polimerazy (angpolimerase chain reactior PCR) ze starterami
dla genu kodujcego receptor dla EPOERPO-R przeprowadzano w termocyklerze
Mastercycler Personal (Eppendorf, USA).

Sekwencje starterow dla geftPO-R zostaly zaprojektowane za pomogrogramu
Primer3 Input [ittp://frodo.wi.mit.edu/cqgi-bin/primer3/primer3_wwegi). Swoista¢

starterow dla ludzkich genéw zostata potwierdzoagpamogq programu NCBI BLAST

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASY. W przypadku genys-aktyny zastosowano par

starteréw oferowanych przez fiegnPromega.

Startery ayte w reakcji PCR zostaty podane w Tabeli 6.
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Tabela 6.Charakterystyka zastosowanych starterow oraz wéeilspodziewanych

produktow.
Gen Sekwencje starterow Dlugosé produktu
(par y zasad)
S 5-GAGCATGCCCAGGATACCTA -3
EPO-R (1) A 5-TACTCAAAGCTGGCAGCAGA -3 194
(DNA-Gdansk Il, Gdask)
S5-CTCATCCTCGTGGTCATCCT -3
EPO-R(2) | A5.TACTCAAAGCTGGCAGCAGA -3 508
(DNA-Gdansk II, Gdask)
S 5-CACCTTCACCGTTCCAGTTT -3
PAKTYNA | 5 GTCCACCTTCCAGCAGATGT -3' 256
(Promega, USA)

S — sekwencja sensowna, A — sekwencja antysensowna

Reakcg przeprowadzono zzyciem nasgpujacych odczynnikéw: buforu do reakcji

(Bufor Reakcyjny 10 x gtony, bez MgCJ, Promega, USA), jonéw chlorku magnezu

(MgCl, o stzeniu 25 mM, Promega, USApieszaniny nukleotydéw (dNTP, cséniu 10

mM

kazdy rodzaj nukleotydéw, Promega, USA), termostalpilnpolimerazy Taq (o

stezeniu 5 upl, Promega, USA) oraz wody wolnej od nukleaz (Rege USA), ktore

zmieszano z uzyskanym cDNA oraz primerami.ng@mve st¢zenie poszczegoélnych

odczynnikéw w 5QuI mieszaniny reakcyjnej wynosio:

1.5 mM MgCh;

1 x stzony bufor do reakcji;

0.2 mM kady rodzaj nukleotydéw w mieszaninie dNTP;
1.25 u/5Q@l polimerazy Tagq;

1 uM kazdy z primerdw;

ok. 0.4ug/50ul cDNA.

Ostatecznie stosowano ngsijace warunki reakcji

wstepna denaturacja w temp. 94°C przez 10 minut;
35 cykli, na ktére sktadaty si 30 sekund denaturacji w temp. 94°C, 30 sekund
przylaczania w temp. 59°C, 30 sekund wydinia w temp. 72°C;
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—  terminacja reakcji w temperaturze 72°C przez 10. min

Prébki przechowywano w 4°C.

3.6.4. Rozdziat produktéw PCR

Do oceny produktéw RT-PCR zastosowano metodzdziatu elektroforetycznego
w 1.6 %zelu agarozowym (agaroza — Sigma Chemical Co., USEpmkiem etydyny (2
pl 10mg/ml, Sigma Chemical Co., USA) z buforem 5®BET (54 g Tris — Bio-Rad
Laboratories, Niemcy; 27.5 g kwas borowy — POChegia”, Gliwice; 0.5 M EDTA —
POCh ,Chemia”, Gliwice; w 1 litrze wody destylowgneH=8.3).

Przed umieszczeniem nalu do prébek zostalo dodanep2 buforu obcazajacego
(Sigma Chemical Co., USA). Prébki nanoszono wscilol2 pl na studzierk
Rownoczénie prowadzono rozdziat wzorca masowego 50-300(8lgma Chemical Co.,
USA). Elektroforetyczny rozdziat produktéw byt pradzony w aparacie do elektroforezy
SUBMINI (Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne, Bkh), przy statym nageiu 90 V
przez 1.5 godziny. Po przeprowadzeniu elektroforélmorescencja substratu byta
indukowanaswiattem UV i zbierana w aparacie do archiwiza@ii GDS-8000 System
(UVP Biolmaging System, Wielka Brytania Uzyskane obrazy byly zapisywane

komputerowo w formie cyfrowej.

3.7. Obliczenia statystyczne

Analiza statystyczna byta przeprowadzana z panpwogramu Statistica 7.1. (StatSoft,
Inc., USA), w ktérym wyliczonosrednie statystyczne dla badanych grup, odchylenia
standartowe, mediany. Zania o normaln&i rozktadu sprawdzano przy pomocy testow:
Kotmogorowa-Smirnova z poprawh illieforsa i Shapiro-Wilka. Zatgenie jednorodni
wariancji sprawdzano testem F i testem Levene’apiypadku zmiennych mggych
rozktad normalny, grupy porownywano testem T Sttaedla prob niezafmych
a w przypadku odgpstw od zal@enia o normalnéei rozkltadu stosowano test U Manna-

Whitneya.
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Obliczenia dotycazce ilosci receptora dla EPO na limfocytach i monocytach
wykonywano z ayciem programu wchodezego w sktad zestawu ziardsalibracyjnych
QuantiBritd] (BD Biosciences, Kanada) wykorzysicggo oprogramowanie CellQuest
i QuantiCALC (Becton Dickinson, USA).

Ryciny byly tworzone z zyciem programu Statistica 7.1. oraz arkusza kadigjieego
Exel (Microsoft Corporation).

49



Wplyw leczenia rekombinowanludzkg erytropoetyig na dynamilg aktywacii...

4. KRYTYCZNA OCENA MATERIALU | METOD

1. Wszystkie badane grupy chorych (I'i Il cykl bajlaie byty jednorodne podatem
etiologii przewleklej niewydolnici nerek. Wyselekcjonowanie pacjentow
z populacji chorych HD do tych grup sprawiatozdurudndgci. Ze wzgtdu na
zalazenia pracy zostaly jednak wykluczone osoby, u kddrgrzyczym PNN byty:
wtorne kkbuszkowe zapalenia nerek lub choroby rozrostoweadukichtonnego,

np. gammapatie monoklonalne lub szpiczak mnogi.

2. Wszystkie badane grupy chorych (I i Il cykl baflanie byly jednorodne pod
wzglegdem czasu dializoterapii. Przy obecnych standardatdczenia
niedokrwist@ci pacjenci hemodializowani nieleczeni epoetystanows mato
liczna grup. Std rdéznica w czasie HD poraizy pacjentami leczonymi
a nieleczconymi tym hormonem. Trudido zebrania grupy pacjentow
hemodializowanych nieleczonych epoetya take duwy koszt bada byly

gtdbwnym powodem tegage grupy te $ mato liczne.

3. Badania nie byly prospektywne i dotyczylyzngch chorych. Wyréniono grug
pacjentow nieleczonych epoetyonraz grup chorych leczonych epoetyrod paru

mieskcy a wyniki poréwnywano do grupy kontrolnej.

4. Badania | i Il cyklu byly przeprowadzone w oddzigh grupach chorych
w réznym czasie. Taki uklad pracy wynika z fak#e, gtdwnym celem pracy byly
oznaczenia fenotypowe i proliferacyjne limfocytow Uzyskane jednak w | cyklu
bada wyniki pozwolity na postawienie tezy o obednbreceptora dla EPO na
komorkach uktadu immunologicznego i sktonity do gprowadzenia badacyklu
[I. Grupy w tym cyklu bad@ sy mniej liczne, co wynika mdzy innymi z trudnéci
zebrania grupy pacjentow hemodializowanych nielegeb epoetya oraz

wysokich cen przeciwciat monoklonalnychytych do oznaczecytometrycznych.

5. Oznaczanie stenia EPO w grupach chorych i zdrowych padekn zaleénosci

stezenia tego hormonu z licatEPO-R by maze bytoby dodatkowym
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potwierdzeniemze taki zwizek istnieje. Nalgy jednak pamitac, ze stzenia EPO

w PNN mog@ wah& si¢ w bardzo szerokich granicach i motgz przekracza
wartasci ,prawidtowe”, tzw. spoczynkowe (4-30 mU/ml) (Wek, 2001). Zwjzek
liniowy pomigdzy stzeniem hemoglobiny a EPO u ludzi ze zdrowymi nerkami
pojawia s¢ dopiero, gdy stzenie hemoglobiny spada paej 10.5 g/dl (Jelkmann,
2000). Uwaano zatem,ze oznaczanie @tenia EPO na potrzeby tej pracy
wykonanej w mato licznych grupach chorych mogtolmprbwadzé do bkdnych
wnioskow co do zalaosci pomiedzy stzeniem EPO a liczbEPO-R. Wskazane

jest opracowanie dodatkowego modelu liaddy te zalenosci potwierdze.
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5. WYNIKI

5.1. Cytometryczna ocena sktadu procentowego gtoweh populacji

CD4" ex vivou pacjentéw z przewlekh niewydolndicia nerek

Poréwnanie gtéwnych subpopulacji komérek CD#e szczeg6lnym uwzgldnieniem
markeréw aktywacjiex vivowykazato,ze wszyscy pacjenci z PNN charakteryzsje
podwyzszonym odsetkiem komdrek CB@ED95, podczas gdy odsetek komdrek
CD4'CD69" jest nizszy niz u 0s6b zdrowych (Ryc. 9). Odsetek komérek GHIZA-DR”
réwniez sig roznit istotnie medzy pacjentami hemodializowanymi i osobami zdrowymi
wynosit: 7.42 = 492 % dla grupy hemodializowanyectieleczonych epoetyn
(HDrhEPO-), 7.20 + 3.42 % dla pacjentow hemodializoych leczonych epoetyn
(HDrhEPO+) i 4.64 + 2.60 dla zdrowej kontroli (p€B).

")

CD4+CD95+ T p<0.05

i I I
=

CD4+CD69+

] p<0.05

CD4+CD25+ —
P O Zdrowi

1 O HDrhEPO-
— OHDrhEPO+
CD4+HLA-DR+ —E p<0.05
concozs. [T T Jpcons
H
CD4+CD28+ } | :| p<0.05
| \ \ |
0,00 20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 120,00

Procent komaorek

Rycina 9. Poréwnanie odsetka gtéwnych populacji komérek CR4iwzgkdnieniem antygendw
aktywacyjnych oraz kostymulgego antygenu CD28 u 20 os6b zdrowych, 24 pacjentéw
hemodializowanych nieleczonych rhEPO (HDrhEPO-) oi8z pacjentow hemaodializowanych
leczonych rhEPO (HDrhEPO+), test T Studenta dla piébalenych.
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Kolejna r&nica pomgdzy pacjentami a osobami zdrowymi dotyczyla odsetka
limfocytow CD4 wykazupcych powierzchniow ekspresj antygenu kostymulagego
CD28. Wszyscy pacjenci charakteryzowali¢ siobnizonym odsetkiem komorek
CD4'CD28" w stosunku do os6b zdrowych, ktdry wynosit: 89402.01 % dla osob
HDrhEPO-, 92.17 + 8.30 % dla os6b HDrhEPO+ i 97499.97 % dla os6b zdrowych
(p<0.05). Spadkowi temu towarzyszyt wzrost odsétmdorek CDACD28. U pacjentow
HDrhEPO+ zaobserwowano tendencje wzrostowe w popukomorek CD4CD2§',
jednak rénice te wcaz byly istotne statystycznie. Wykazange odsetek komorek
CD4'CD28" u pacjentéw hemodializowanych otrzymuych epoetya beta wynosit 87.42
+ 10.69 %, podczas gdy u pacjentow leczonych zaogggrepoetyny alfa odsetek ten nie
réznit si¢ od tego obserwowanego u 0s6b zdrowych (95.90 & &b (Ryc. 10). Pacjenci
hemodializowani leczeni epoetynbeta charakteryzowali ¢sitakze podwyszonym
odsetkiem komérek COBLA-DR™ w stosunku do 0séb zdrowych i pacjentéw leczonych

epoetyn alfa (Ryc. 11).

p<0.01

p<0.01 ‘
| [ — e —

’7
100,00 - . . —

80,00 —

60,00 ; —— |ECD4+CD28-
O CD4+CD28+

40,00 i —

20,00 —

0,00 . T T
EPO g + EPO EPO B EPO a Zdrowi
2]

Rycina 10. Poréwnanie odsetka komdrek ClD28/CD4'CD28 miedzy pacjentami

hemodializowanymi leczonymi dwoma rodzajami epogtyalfa —a, N=11; beta —p, N=7) a
osobami zdrowymi, test T Studenta dla préb niezgleh.
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Rycina 11.Poréwnanie odsetka komdrek CIBHA-DR™ miedzy pacjentami hemodializowanymi
leczonymi dwoma rodzajami epoetyny (alfa,N=11; beta -8, N=7) a osobami zdrowymi, test T
Studenta dla préb niezateych.

5.2. Cytometryczna ocena fenotypu powierzchniowedimnfocytow

CD4" u pacjentow z przewlekh niewydolnaicia nerek

Stymulacja limfocytow T przy pomocy mitogendéw pozavaa sprawdzenie, jakesi
zmienia ich fenotyp powierzchniowy, w szczegdkigpoziom antygenu kostymuhgego
CD28 oraz antygendw aktywacyjnych, takich jak CDEZR)69 czy CD40L. Wszelkie
zmiany w poziomie ekspresji markerdwiadcz o aktywacji komérek i ewentualnych
zaburzeniach w ich funkcjonowaniu.

Limfocyty byly stymulowane przeciwcialem anty-CD3ra@ jego mieszanin
z przeciwciatem anty-CD28 w medium hodowlanym prakees 72 i 120 godzin. Po tym
czasie dokonywano cytometrycznej oceny odsetka cguibdacji komérek CDZ oraz

poziomu ekspresji wybranych antygenéw w wybranyaipgch pacjentow.
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5.2.1. Obnizona ekspresja antygenu CD28 na limfocytach CD4

pacjentéw nieleczonych epoetyn

Poréwnanie odsetka komorek CID28" po 72 i 120 godzinach stymulaciji za porgpoc
przeciwciata anty-CD3 (Ryc. 12, wykres A i B) orgego kombinacji z przeciwciatem
anty-CD28 (Ryc. 12, wykres C i D) w poszczegoingehpach chorych wykazatae jest
on niski u pacjentow HDrhEPO- w poréwnaniu do sAdrowych i 0s6b leczonych za
pomog epoetyny.

Réwniez poziom ekspresji antygenu CD28 (oznaczanej fa&dnia fluorescencja: MFI
— mean fluorescence intengitya komorkach CD4po 72 i 120 godzinach stymulacji za
pomoa przeciwciala anty-CD3 (Ryc. 13, wykres A i B) orgggo mieszaniny z
anty-CD28 (Ryc. 13, wykres C i D) jest statystyeznizszy u pacjentéw HDrhEPO-, gdy
poréwnujemy go do poziomu obserwowanego u o0sObwagio kadz leczonych za
pomog epoetyny.

Stwierdzenie riszego odsetka komoérek CORD28 u pacjentow HDrhEPO-
w odpowiedzi na stymulagjmitogenm oraz niszego poziomu ekspresji antygenu CD28
na komdrkach CD%u tych samych chorych pozwolito na postawienieotépy o istnieniu
zaleznosci miedzy tymi dwoma parametrami. Rycina 14 przedstastiatiy statystycznie
dodatni korelacg pomidzy odsetkiem komérek CD@D28" a poziomem ekspresji CD28
u pacjentow HDrhEPO-, zarbwno w przypadku stymilag pomoa przeciwciata
anty-CD3 (korelacja poszlku rang Spearmana, r=0.986448, p<0.05), jak i jego
kombinacji z przeciwciatlem anty-CD28 (r=0.9779220©5).
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Rycina 12.Poréwnanie odsetka komorek CI0A28" po 72 godzinach (A) oraz po 120 godzinach
(B) stymulacji anty-CD3 oraz po 72 godzinach (GQopo 120 godzinach (D) stymulacji anty-CD3
+ anty-CD28 u 20 oso6b zdrowych, 24 pacjentéw henlmiwanych nieleczonych rhEPO
(HDrhEPO-), 19 pacjentow hemodializowanych leczonydtEPO (HDrhEPO+). Wykres

przedstawia medignwartasci dla danej grupy, wsy oznaczaj 25 i 75 percentyl, test U Manna-
Whitneya.
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Rycina 13.Poréwnanie poziomu ekspresji CD28 na komorkach'Gind72 godzinach (A) oraz po
120 godzinach (B) stymulacji anty-CD3 oraz po 72izipach (A) oraz po 120 godzinach (B)
stymulacji anty-CD3 + anty-CD28 u 20 os6b zdrowy2h, pacjentéw HDrhEPO-, 19 pacjentéw
HDrhEPO+. Wykres przedstawia mediawartasci dla danej grupy, wsy oznaczaj 25 i 75
percentyl, test U Manna-Whitneya.
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Rycina 14. Korelacja pomgdzy poziomem ekspresji CD28 na komdrkach CBR4procentem
komdrek CD4CD28 u 22 pacjentéw hemodializowanych, nieleczonychegpe (120-godzinna
stymulacja: A — anty-CD3, B — stymulacja anty-CDanty-CD28).
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5.2.2. Obnizona ekspresja antygenu CD69 na limfocytach CD4

Stymulacja za pomacprzeciwciat anty-CD3 i anty-CD28 wykazataztemiany w
odsetkach komorek CD4wykazupcych ekspresj markera aktywacyjnego CD69 u
pacjentow z PNN.

Poréwnanie odsetka komoérek CIXD69" po 120 godzinach stymulacji za pomoc
przeciwciata anty-CD3 (Ryc. 15, wykres A) i jegoeszaniny z anty-CD28 (Ryc. 15,
wykres B) w poszczegolnych grupach chorych wykazadojest on znamiennie 4szy u
HDrhEPO- w poréwnaniu do oséb zdrowych i os@gszbnych za pomaepoetyny. U
chorych HDrhEPO+ odsetek ten jest nawetzszy od tego obserwowanego u o0séb
zdrowych, jednak zmiana ta nie jest statystycztiama.
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Rycina 15.Poréwnanie odsetka komorek CI0D69 po 120 godzinach stymulacji anty-CD3 (A)
oraz anty-CD3 + anty-CD28 (B) u 20 os6b zdrowych, gacjentow HDrhEPO-, 19 pacjentéw
HDrhEPO+. Wykres przedstawia mediawartasci dla danej grupy, wsy oznaczaj 25 i 75
percentyl, test U Manna-Whitneya.
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Rowniez poziom ekspresji antygenu CD69 na komdrkach TPpd 120 godzinach
stymulacji za pomagcprzeciwciata anty-CD3 (Ryc. 16, wykres A) orazgegieszaniny z
przeciwciatem anty-CD28 (Ryc. 16, wykres B) byttgstycznie obniony u pacjentow
HDrhEPO-, gdy go poréwrado poziomu obserwowanego u oséb zdrowych i padjent
leczonych za pomaaepoetyny.
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Rycina 16.Poréwnanie poziomu ekspresji CD69 na komdrkach Gin4120 godzinach stymulacji
anty-CD3 (A) oraz anty-CD3 + anty-CD28 (B) u 20 lestirowych, 22 pacjentéw HDrhEPO-, 19
pacjentdw HDrhEPO+. Wykres przedstawia me¢iaartasci dla danej grupy, wsy oznaczaj 25

i 75 percentyl, test U Manna-Whitneya. Rysunek @egstawia przykladowy histogram, czarna
linia prezentuje osa@bzdrowa, czerwona — pacjenta nieleczonego rhEPO, niebieskacjenta
leczonego rhEPO.
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Obnizony poziom antygenu CD69 u pacjentow HDrhEPO- lndatnio skorelowany z
obnizonym odsetkiem komérek CD@D69" zaréwno w przypadku stymulacji za pomoc
przeciwciata anty-CD3 (korelacja padku rang Spearmana, r=0.932331, p<0.05), jak i w
przypadku jego kombinacji z przeciwcialem anty-CD28-0.894737, p<0.05), co

swiadczy o zalenosci miedzy tymi dwoma parametrami (Ryc. 17).
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Rycina 17. Korelacja pomidzy poziomem ekspresji CD69 na komorkach CR4procentem
komdrek CD4CD69" u 20 pacjentéw hemodializowanych, nieleczonychegpe (120-godzinna
stymulacja: A — anty-CD3, B — stymulacja anty-CDanity-CD28).
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5.2.3. Podwyszona ekspresja antygenu CD40L na limfocytach CD4

u pacjentéw leczonych epoetyn

Kolejne zmiany dotyczyly poziomu ekspresji antygebD40L, odpowiadacego za
kontakt z limfocytami B.

Poziom ekspresji tego antygenu na komérkach ‘Qiy4 znacaco wyzszy u pacjentow
HDrhEPO+ po 72 godzinach stymulacji za pomg@rzeciwciata anty-CD3 (Ryc. 18,
wykres A) ladz jego mieszaniny z przeciwciatem anty-CD28 (Ryc. igkres B), jéli go
poréwn& do poziomu obserwowanego u 0s6b zdrowyalzbpacjentow HDrhEPO-.
Odsetek komoérek CDED40L™ byt znamiennie podwiszony w tej samej grupie
w poréwnaniu do obu pozostatych grup badanych (R9%.
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Rycina 18. Poréwnanie poziomu ekspresji CD40L na komoérkach TPd 72 godzinach
stymulacji anty-CD3 (A) oraz anty-CD3 + anty-CD2B) (u 12 oséb zdrowych, 17 pacjentéw
HDrhEPO-, 8 pacjentéw HDrhEPO+. Wykres przedstawgaliare wartdsci dla danej grupy, asy
oznaczag 25 i 75 percentyl, test U Manna-Whitneya.
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Rycina 19. Poréwnanie procenta komérek CID40L" po 72 godzinach stymulacji anty-CD3
(A) oraz anty-CD3 + anty-CD28 (B) u 12 os6b zdrotyt7 pacjentow HDrhEPO-, 8 pacjentow
HDrhEPO+. Wykres przedstawia mediawartcici dla danej grupy, wsy oznaczaj 25 i 75
percentyl, test U Manna-Whitneya.

Migdzy znamiennie podwgzonym odsetkiem komorek CB@D40L" a poziomem
ekspresji CD40L u pacjentow HDrhEPO+ istniata zresmia dodatnia korelacja, zaréwno
po stymulacji za pomacprzeciwciata anty-CD3 (korelacja padku rang Spearmana,
r=0.952381, p<0.05) (Ryc. 20, wykres A), jak i jegombinacji z przeciwciatem
anty-CD28 (r=0.964286, p<0.05), éwiadczy o zalenosci migdzy tymi zmiennymi (Ryc.
20, wykres B).
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Rycina 20. Korelacja pomidzy poziomem ekspresji CD40L na komérkach CR4procentem
komoérek CDACD40L" u 8 pacjentébw hemodializowanych leczonych za pamepoetyny
(72-godzinna stymulacja: A — anty-CD3, B — stymjdaanty-CD3 + anty-CD28).
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5.3. Cytometryczna ocena zmian parametréw proliferayjnych

limfocytéw CD4" u pacjentdéw z przewlekta niewydolnécia nerek

Jednym z parametréw okiajacym proliferacg limfocytbw w hodowli ze
stymulatorami jest wspétczynnik proliferacji, ktgmgst liczony jako ilé¢ komérek po 120
godzinach hodowli podzielona przez wgipwa ilos¢ komorek wiaonych do hodowli.
Wspéiczynnik ten mowi nam wginie o tym, ile komorek ulegto proliferacji i czashpit
przyrost liczby komérek w hodowli (waédwspotczynnika powsej 1).

Porownanie wspotczynnika proliferacji izolowanycbnkorek jednagjdrzastych krwi
(monocytéw i limfocytéw) pomidzy osobami zdrowymi a chorymi hemodializowanymi
wykazato, ze jest on niszy u pacjentow z grupy HDrhEPO-znu zdrowej kontroli
i pacjentow HD rhEPO+, zaréwno po stymulacji za poarprzeciwciata anty-CD3 (Ryc.
21, wykres A), jak i jego mieszaninz anty-CD28 (Ryc. 21, wykres B). Wynik ten
swiadczy o malym przyrzie komérek w hodowli w grupie pacjentow nieleczcimy
epoetyn. Jest to jednak parametr, ktory dotyczy puli koekGjednojdrzastych, wic

liczone g nie tylko limfocyty, ale i monocyty.
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Rycina 21.Poréwnanie wspoétczynnika proliferacji PBMC po Igidzinach stymulaciji anty-CD3
(A) oraz anty-CD3, anty-CD28 (B) u 20 os6b zdrowy@4 pacjentéw HDrhEPO- oraz 19
pacjentow HDrhEPO+. Wykres przedstawi@dni wartdsci dla danej grupy, ramki oznaczaj
btad standartowy a usy oznaczaj odchylenie standardowe, test T Studenta.
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Parametry dotyee bezpérednio proliferacji limfocytébw CD4 badane byly metad
DCT wykorzystujca znacznik CFSE. Barwnik ten jest trwaleamany przez biatka
znajdujce st w cytoplazmie i w czasie kdego podziatu jest rozdzielany réwnomiernie
do komérek potomnych (metoda opisana w rozdziaé8e RByc. 8). Limfocyty znakowane
CFSE byly inkubowane z przeciwcialem anty-CDR@lbjego mieszani z przeciwciatem
anty-CD28 przez 120 godzin. Po 72 godzinach i 1@fizmach komorki byly znakowane
przeciwciatami monoklonalnymi w celu oznaczenia yapji komoérek CDACD28
i cytometrycznej analizy parametrow proliferacyjnycNa podstawie otrzymanych
histograméw w poszczegolnych grupach badanych zblie odsetki komorek
CD4'CD28" dziehcych sé pod wplywem stymulacji, za 100% przyjmaj komorki
z bramki R2 (Rozdziat 3.3, Ryc. 8).

Rycina 22 przedstawia zdice w odsetku komoérek CD€D28 dziehcych s w
poszczegodlnych badanych grupach. Pacjenci HDrhE#P@rakteryzuj sie znamiennie
nizszym odsetkiem komorek CD@D28 proliferujacych w poréwnaniu do 0s6b
zdrowych i chorych HDrhEPO+ po 72 godzinach od sthatji bez wzgidu na rodzaj
zastosowanej stymulacji (za pomo@rzeciwciala anty-CD3 dulz jego mieszaniny
z anty-CD28).
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Rycina 22.Poréwnanie odsetka dzielych sé komorek CDACD28" po 72 godzinach stymulacii
anty-CD3 (A) oraz stymulacji anty-CD3 + anty-CD2B) (u 19 oséb zdrowych, 24 pacjentéw
HDrhEPO-, 19 pacjentéw HDrhEPO+. Wykres przedstawediare wartdsci dla danej grupy,
ramka — 25 i 75 percentyl agay — zakres wynikow nieodsajych, test U Manna-Whitneya.
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Obserwacja niskiego odsetka prolifamjch komoérek CD4ACD28 u pacjentow
HDrhEPO- oraz niskiej ekspresji antygenu CD28 nanéxkach CDZ u tych samych
chorych pozwolita na postawienie hipotezy o istiierzaleznosci miedzy tymi
parametrami. Rycina 23 przedstawia znamiethodatni korelacg miedzy zmiennymi po
stymulacji przeciwcialem anty-CD3 (korelacja pmtku rang Spearmana, r=0.769565,

p<0.05) oraz jego kombinacy przeciwcialem anty-CD28 (r=0.822134, p<0.05).
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Rycina 23. Korelacja pomidzy procentem komorek CD@D28 dziehcych sé a poziomem
ekspresji CD28 na komérkach CDé 24 pacjentéw hemodializowanych, nieleczonychegpa
(72-godzinna stymulacja: A — anty-CD3, B — anty-Cbanty-CD28).
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Podobna zalmos¢ istniata pomidzy odsetkiem proliferagych komérek CDACD28"
u pacjentow HDrhEPO- a nigkekspresj antygenu CD69 na komorkach CD4 tych
samych chorych. Rycina 24 przedstawia znamjetodatni korelacg migdzy zmiennymi
po stymulacji przeciwciatem anty-CD3 (korelacja zaolku rang Spearmana, r=0.504941,

p<0.05) oraz jego kombinacg przeciwcialem anty-CD28 (r=0.680407, p<0.05).
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Rycina 24. Korelacja pomidzy procentem komorek CD@D28 dziehcych sé a poziomem
ekspresji CD69 na komérkach CDd 23 pacjentébw hemodializowanych, nieleczonychegpa
(72-godzinna stymulacja: A — anty-CD3, B — anty-Cbanty-CD28).
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Obserwacja niskiego odsetka komaérek COB28" proliferujacych w odpowiedzi na
stymulacg za pomog przeciwciat u pacjentéw HDrhEPO- zwrécita uwata maliwosé
zmian w czasie trwania jednego podziadhbw czasie, jaki migt od stymulacji do
rozpoczcia pierwszego podziatu komorek, czyli tzw. péeeg z fazy G (fazy
spoczynkowej) do &(pierwszej fazy cyklu komérkowego) (czag-GGy).

Stwierdzono istotp zmiare w dynamice podziatéw railzy limfocytami CD4CD28"
od osOb zdrowych, pacjentéw nieleczonych i leczbnya pomog rhEPO. Giéwna
réznica polega na wydaeniu czasu, ktory uptywa od stymulacji przeciwamtado
wejscia komoérek w cykl komorkowy. Czas ten okaza¢ gnamiennie diszy dla
limfocytow CD4'CD28" pacjentéw HDrhEPO- (Ryc. 25). Diszy czas przégia z fazy G
do G, jak przewidywano, byt ujemnie skorelowany z diomym odsetkiem komérek
proliferujacych (Ryc. 26). Ponadto, diszy czas przégia z fazy @ do G obserwowany
u pacjentow HDrhEPO- byt teujemnie skorelowany z obtinym odsetkiem komorek
CD4'CD28" (Ryc. 27, wykres A) oraz niskim poziomem antyg&D28 na powierzchni
komérek CD4 (Ryc. 27, wykres B).
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Rycina 25.Poréwnanie iléci godzin potrzebnych do preja z fazy @ do fazy G dla komérek
CD4'CD28 po stymulacji anty-CD3 (A) oraz anty-CD3 + anty-Z8(B) u 19 0s6b zdrowych, 21
pacjentow HDrhEPO- oraz 17 pacjentéw HDrhEPO+. Wykpezedstawia medianvartdici dla
danej grupy, ramka oznacza 25 i 75 percentylaayw- zakres wynikéw nieodstaych, test U
Manna-Whitneya.
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Rycina 26. Korelacja pomgdzy czasem przégia z fazy G do G a procentem komoérek
CD4'CD28 dziehcych st w 72 godzinie stymulacji za pompanty-CD3 (A) anty-CD3 +
anty-CD28 (B) u 19 pacjentdéw hemodializowanychl|etgzonych epoetyn
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Rycina 27. Korelacja pomidzy czasem przgjia z fazy G do G a procentem komorek
CD4'CD28 (A) oraz poziomem ekspresji CD28 na komérkach C{®) po stymulacji za pomac
anty-CD3 + anty-CD28 u 17 pacjentow hemodializowdmynieleczonych epoetyn
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Dluzszy czas przéfia z fazy @ do G obserwowany u pacjentéw HDrhEPO- byt
ponadto ujemnie skorelowany z obmiym odsetkiem komérek CD@D69" (Ryc. 28,
wykres A) oraz niskim poziomem antygenu CD69 naipaxehni komorek CD% (Ryc.

28, wykres B) u tych samych chorych.
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Rycina 28. Korelacja pomgdzy czasem prz&ia z fazy G do G a procentem komorek
CD4'CD69' (A) oraz poziomem ekspresji CD69 na komorkach C{®) po stymulacji za pomac
anty-CD3 + anty-CD28 u 17 pacjentéw hemodializowdmyieleczonych epoetyn
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5.4. Ekspresja receptora dla erytropoetyny (EPO-Rha limfocytach
I monocytach oséb zdrowych i pacjentow z przewleit

niewydolnoscia nerek

Zaobserwowane zmiany w fenotypie powierzchniowymfdicytow CD4 u pacjentéw
z PNN, leczonych za pomgcrekombinowanej erytropoetyny pagnety za sol
nastpujace pytanie: czy komorki ukladu odpokemwego charakteryzajsic obecndcia
EPO-R, poprzez ktéry EPO mogtaby wphdvaa te komorki, co pogijatoby za sop
obserwowane zmiany fenotypowe i proliferacyjne boytéw T.

Dostpnas¢ monoklonalnego przeciwciata przeciwko ludzkiemuCER umaliwita
wykrycie receptora na wybranych komérkach ukladumimologicznego metad
ilosciowej cytometrii przeptywowej. kycie ziaren kalibracyjnych z oldlena liczba
czasteczek fikoerytryny (PE) na powierzchni (metod&apa w rozdziale 3.5.3) pozwolito
na pomiar liczby casteczek EPO-R  na powierzchni  pojedynczej komorki
w poszczegolnych populacjach. Rycina 29 przedstariarezentatywne histogramy
przedstawiajce komorki wybranych populaciji barwione przeciweratprzeciwko EPO-R
sprzzonym z fikoerytrym. Postuguyc sk testem Kotmogorowa-Smirnowa, poprzez
poréwnanie przesugtia sredniej fluorescencji komorek barwionych przeciviemn
anty-EPO-R wzgldem komérek niebarwionych, wykazarie, cate populacje limfocytéw
CD4' oraz CD8, populacja limfocytow B oznaczane jako komérki ®Dbraz monocyty
oznaczane jako komdrki CD14harakteryzuj sie ekspresj EPO-R. Komorki K562 $
erytroidalry linia komérkows, ktéra stanowita pozytywn kontrok ze wzgédu na
potwierdzom w pismiennictwie obecni® EPO-R na swojej powierzchni (Abdel-Mageed,
2003). Receptor dla EPO zostat wykryty na popubdtjaimfocytéw CD4 oraz CDS,
limfocytach B oraz monocytach, zaréwno u 0séb zgiw jak i chorych z PNN.

Analiza uzyskanych wynikow zzyciem programu QuantiCALCT (Becton Dickinson,
USA) wchodacego w skiad zestawu ziareRalibracyjnych QuantiBritel (BD
Biosciences, Kanada) uriwita doktadne oznaczenie liczby gsteczek EPO-R na
pojedynczej komorce w danej populacji z dokladnp do 2 casteczek na pojedynczej
komorce. Srednia liczba czsteczek receptora u wszystkich badanych oséb (zerow
chorych, jak i zdrowych) wynosita 12.06 + 10.50 litafocytéw CD4', 17.14 + 13.15 dla
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limfocytow CDS§', 41.917 + 26.17 dla limfocytéw B oraz 102.44 +&8dla monocytow.
Byly tez przypadki 0oséb, u ktérych w danej populacji nikwyvano EPO-R.
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Rycina 29.Ekspresja EPO-R na ludzkich limfocytach CDACDS8', na limfocytach B (komorki
CD19) oraz na monocytach (komorki CD)4 Wykresy przedstawiaj reprezentatywne
histogramy z 30 dviadczeé. Ekspresja EPO-R (linia czerwona) oznaczana byta gakesunicie
sredniej fluorescencji na komoérkach wedém kontroli niebarwionej przeciwcialem przeciwko
EPO-R (linia czarna), p<0.05, test Kotmogorowa-Swmnva.

Rycina 30 przedstawiporéwnanie liczby cwteczek EPO-R przypadajch na jeda
komérke w populacjach limfocytébw CD4 CDS§', limfocytéw B oraz monocytéw u 0sob
zdrowych, chorych HDrhEPO- oraz HDrhEPO+. Na komagtk CD4 pacjentow
HDrhEPO- wykazano mniejgzliczbe czasteczek receptora w porownaniu do komorek

CD4" pacjentéw HDrhEPO+ (Ryc. 30, wykres A). Obserwowvadwniez znamiennie
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mniej casteczek EPO-R na limfocytach CD8 pacjentéw HDrhEPO- w poréwnaniu do
HDrhEPO+ (Ryc. 30, wykres B). W przypadku limfooyt® spadek liczby csteczek
receptora zaobserwowano zaréwno u 0s6b zdrowykh pacjentow HDrhEPO- (Ryc. 30,
wykres C). W przypadku monocytow nie wykazano zmamych ranic pomedzy
grupami badanymi, jedynie tendegajlo wzrostu liczby EPO-R w grupie pacjentéw
HDrhEPO+ (Ryc. 30, wykres D)
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Rycina 30.Poréwnanie liczby esteczek EPO-R przypadajych na jeda komorke w populacjach
limfocytéw CD4 (A), CD8" (B), limfocytéw B (C) oraz monocytéw (D) u 12 osabrowych, 9
pacjentéw HDrhEPO- oraz 15 pacjentéw HDrhEPO+. Wykneizedstawiaj mediar wartgci
dla danej grupy, ramka oznacza 25 i 75 percentydsy — wynik minimalny i maksymalny, test U
Manna-Whitneya.
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Tabela 7.0dsetki limfocytéw (komorki CD4 CD8" oraz CD19) i monocytow (komdrki CD19)
charakteryzujcych st wysoka ekspresj receptora dla EPO uzyskane u oséb zdrowych i paije
hemodializowanych.

Pacjenci HD
rhEPO (-) rhEPO (+)
N=9 N=15

Zdrowi
N=12

CD4'EPO-R

srednia(min, max) 1.18(0.51, 3.16) 0.82(0.41, 2.64) 1.51(0, 5.23)

# EPO-R

mediana(min, max) 1883(1347, 7446 1890(1409, 9260y 1402.5(0, 2088)

CDS8EPO-R

srednia (min, max) 1.41(0.59, 2.95) 1.43(0.34,4.98) 2.04(0.35, 6.46)

# EPO-R

mediana(min, max) 1868(1318, 3453) 1760(736, 8845) 1434(820, 9427)
CD19'EPO-R

srednia (min, max)  15.96(1.09, 36.99) 16.82(4.23, 68.11) 9.67(3.37, 36.4)

# EPO-R

mediana(min, max) 2201(894, 3444) 2811(1106, 3925) 2512.5(512, 5149)
CD14EPO-R

srednia (min, max) 4.39(0.72, 8.52) 7.40(0, 26.83)  13.63(0.58, 43.21)
# EPO-R

mediana(min, max) 2263(1135, 4026) 2758(0, 8129)* 1765(795, 3236)

* p<0.05vs zdrowa kontrola, test U Manna-Whitneya

Aby sprawdzt, czy wykryty na limfocytach i monocytach receptula EPO mae
peinic jakas funkcje, przeprowadzono, przed oznaczaniem liczby EPOfRubacg
komorek z epoetyn Rycina 31 przedstawia licglEPO-R w poszczegolnych populacjach
komorek na limfocytach doz monocytach inkubowanych (,+ rhEPQO”) oraz
nieinkubowanych z epoetyn(,- rhEPO”). Test kolejnéci par Wilcoxona wykazatze
spadek liczby csteczek EPO-R po inkubacii z epoetyest statystycznie znamienny.
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Rycina 31.Poréwnanie liczby cisteczek receptora dla EPO przypadggh na jeda komorke w
populacjach limfocytbw CD%4 (A), CD8 (B), limfocytbw B (C) oraz monocytéw (D)
nieinkubowanych (- rhEPO) oraz inkubowanych z epmet(+ rhEPO) u 6 badanych osob.
Wykresy przedstawia mediamvartcci dla danej grupy, ramka oznacza 25 i 75 percentydsy —
wynik minimalny i maksymalny, test kolejei par Wilcoxona.
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5.5. Ekspresja gentEPO-Rw limfocytach CD4" oraz PBMC

Kolejny etap pracy miat na celu potwierélmbecné¢ transkrybowanego geriePO-R
Z komérek K562, wyizolowanych PBMC oraz komorek Cprzednio zamrmnych w
-80°C wyizolowano catkowite RNA. Komorki K562 ponowniganowity pozytywn
kontrok ze wzgédu na potwierdzanw pismiennictwie obecn@ mRNA dla receptora
(Abdel-Mageed, 2003). Po wyizolowaniu mRNA przepaolono reakej syntezy cDNA
oraz tacuchowy reakcg polimerazy (PCR) ze starterami dla gen®@KTYNYi EPO-R
(metoda opisana w rozdziale 3.6). Startery dla gé&odupcego receptor zostaty
zestawione w dwoéch parach tak, aby uzyskaa produkty:

— pierwszy o dtugéci 508 par zasad, obejmgy trzy eksony (fragment eksonu 6,

caly ekson 7 oraz pogtkowa potowe eksonu 8);
— drugi o diugdci 194 par zasad, obejmgy fragment w eksonu 8, drugi odcinek
wchodzit w skfad pierwszego (Ryc.32, schemat A).

Schemat A na Ryc. 32 przedstawia schemat dgef@-R na ktéry sktada siosiem
eksonow przedzielonych intronami. Ekson 6 zawier®rimacg o sekwencji domeny
transmembranowej a eksony 7 i 8 — o sekwencji dgmme@wratrzkomaorkowej (Tilbrook,
1999). W wyniku transkrypcji powstaje odcinek mRN#ielkosci 1524 par zasad.
Wskutek przeprowadzenia reakcji PCR powsthja produkty o diugai 508 i 194 par
zasad. Takie zestawienie starterow potwierdzatocrmtéé mRNA genu EPO-R w
badanych komorkach, wykluczaj jednoczénie zanieczyszczenie prébki genomowym
DNA. Ponadto mgiwe byto sprawdzenie, czy mRNA uzyskane od limfidey zawiera
informacg o budowie domeny wewitrzkomérkowej i transmembranowej, co warunkuje
przekazywanie sygnatu do wtrea komorki (Tilbrook, 1999; Bazan, 1989). Ponadto
wyeliminowano maliwos¢ wysipowania w limfocytach formy tEPO-R (anfyuncated
EPO-R, ktora charakteryzuje eikawatkiem intronu poredzy eksonem 7 a 8, co
prowadzi do powstania biatka pozbawionego domenwnggzkomdrkowej (Shimizu,
1999).

W wyniku reakcji RT-PCR uzyskano oczekiwane fragtpe®NA genu EPO-R
Otrzymano fragment obejmugy czs¢ eksonu 8, ktérgawiera informagj o budowie
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domeny wewatrzkomérkowej receptora dla EPO w linii komérkowep62, ludzkich
limfocytach CD4+ oraz ludzkich komérkach jedqahjzastych. Uzyskano réwrigrodukt
obejmupcy trzy wyzej wymienione eksony. Schemat B na Ryc. 32 przedsta

przyktadowy wynik badania RT-PCR.
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Rycina 32. Ekspresja genu EPO-R w K562, ludzkich limfocytach4CD ludzkich PBMC.
Przyktadowy wynik badania RT-PCR reprezentatywray&ltdwiadcze (opis w tekcie).
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6. PODSUMOWANIE WYNIKOW

Badania | cyklu majace na celu oce@ zaburzen proliferacji i zmian fenotypu

powierzchniowego limfocytow T CD4 u pacjentébw z PNN poddanych leczeniu

powtarzanymi hemodializami wykazaly,ze:

pacjenci hemodializowani nieleczeni epoetysharakteryzuj sie zaburzeniami
w proporcjach gtéwnych subpopulacji limfocytow CDéx vivo (obserwuje si
wzrost odsetka komérek CD@D95', CD4HLA-DR™ przy jednoczesnym spadku
komorek CDACD28’, CD4'CD69);

pacjenci leczeni epoetynalfa cechuj sie prawidtowym odsetkiem komorek
CD4'CD28 oraz CD4HLA-DR® w poréwnaniu do pacjentow leczonych
epoetym beta, u ktorych odsetek obu populacji jestzzly do obserwowanego

u 0séb nieleczonych epoetyn

Stymulacja izolowanych PBMC za pompo@rzeciwciat anty-CD3 i anty-CD28

wykazata:

obnizenia odsetka komoérek CD@D28 oraz CD4CD69 u pacjentow
nieleczonych epoetyn

istnienie  dodatniej korelacji pomuzy obniona ekspregj antygendow
aktywacyjnych CD28 i CD69 a obmniem odsetka odpowiednio: komorek
CD4'CD28 oraz CD4CD69" u pacjentow przed terapepoetyn;

u pacjentébw nieleczonych epoetyw pierwszych 72 godzinach stymulacji za
pomo& przeciwciat znamiennie #8zy odsetek proliferagych komoérek
CD4'CD28;

u pacjentow nieleczonych epoetymituzszy czas @-G; dla proliferugcych
komdrek CDACD28';

istnienie ujemnej korelacji pordzy dtugim czasem &- G; a obnkong ekspresj

CD28 oraz CD69 na komdrkach CDd4 pacjentdéw nieleczonych epoeiyn

Pacjenci leczeni epoetycharakteryzowali si

odsetkiem komorek CDE€D28 oraz CD4ACD69 zblizonym do wartéci
obserwowanych u os6b zdrowych oraz poziomem antyge@D28 i CD69

poréwnywalnym do poziomu tych antygendw u oso6b wgaih;
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- odsetkiem proliferujcych komérek CDACD28" a take czasem - G; dla tych

komorek zblkonym do wartéci obserwowanych u oséb zdrowych.

Badania Il cyklu majace na celu zidentyfikowanie receptora dla EPO na
powierzchni wybranych komorek uktadu immunologiczngo wykazaty,ze:
- receptor dla EPO jest obecny na: limfocytach T (CD@D8"), limfocytach B oraz
monocytach;
- liczba casteczek EPO-R jest znamiennigg@ia na limfocytach CD4 CD8' oraz
limfocytach B u pacjentow nieleczonych epoetyw poréwnaniu do oso6b

leczonych.
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7. DYSKUSJA

Podawanie epoetyny pacjentom z przewdekewydolndcia nerek ma na celu korekgcj
niedokrwistdci. Wiele obserwacji prowadzonych u chorych z PNEkazuje na toze
hormon ten posiada réwrieviasciwosci immunomodulacyjne. Epoetyna wplywaeohzy
innymi na poziom IL-10 oraz TNk- Poziom TNFe ulega spadkowi w ggu pierwszych
tygodni od rozpoagia leczenie, podczas gdy poziom anty-zapalnejdlwkrasta (Bryl,
1998). Ponadto epoetyna stymuluje syatdz2 u osoéb przewlekle hemodializowanych
(Bryl, 1999). Efekt ten byt obserwowamx vivo a takee in vitro, zaréwno po stymulacji
za pomog fitohemaglutaniny, jak i epoetyny wegeniu zblzonym do fizjologicznego
(0,05 IU/ml). Powysze badania wskazupa to,ze poza witéciwosciami krwiotworczymi
erytropoetyna oddziatuje, jak dot w sposOb niewyfmiony, na komorki uktadu
odporndciowego. Do tej pory niewiele byto wiadomo na tematywu leczenia epoetyn
na funkcjonowanie pomocniczych limfocytow T CD4J pacjentow z PNN komdrki te
najprawdopodobniej charakteryzigie jakimis zaburzeniami, czego wyrazem jest spadek
produkcji IL-2. Nie ma jednakadnych danych dotygzych charakterystyki limfocytow
CD4" u pacjentéw hemodializowanych a zagadnienie tbigéstne, poniewakomorki te
stanowi centrum odpowiedzi immunologicznej. Komérki CDatydzielapc réznorodne
cytokiny wptywap na liczne procesy, np. oddziaupa limfocyty B, przez co stymuhyj
ich proliferacg i dojrzewanie w obecroi antygenu (Clark, 1996). Regulujoéwniez
funkcjonowanie cytotoksycznych limfocytow T CD8 makrofagéw (Gerloni, 2000).
W  zwiazku z licznymi watpliwosciami dotycacymi wplywu epoetyny na uktad
immunologiczny w | cyklu bada okreslono fenotyp i proliferagg pomocniczych
limfocytéw T CD4 u pacjentéw z PNN poddanych leczeniu powtarzariyamodializami
a take oceniono wplyw leczenia epoetyna te komorki. Pacjenci i zdrowa kontrola
zostali dobrani pod wzgllem wieku, gdy sa prace wskazgre na zmiag@ proporcji
komérek CD4ACD28/CD4'CD28 oraz spadek poziomu antygenu CD28 pod wplywem
starzenia (Bryl, 2004).
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Omowienie wynikow | cyklu badan.

W | cyklu bada doswiadczenia przeprowadzom vivomiaty na celu ocenproporciji
gtéwnych subpopulacji komérek CD4 pacjentow z PNN. U pacjentéw z PNN wykazano
wzrost odsetka komorek CD@D95 oraz CD4HLA-DR®, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Ryc. 9). Antygen CD95 (inaczej nazywabiatkiem Fas) nalg do tzw.
receptorow §mierci” i uwazany jest za najistotniejszego przedstawiciela tgjziny
(Krueger, 2003). Aktywowany przez biatko CD95L (Epgworzy z innymi biatkami
(kaspaz 8, kaspaz 10 oraz biatkiem FADD) kompleks sygnalizacyjny ukdjacy smier¢
komorki, tzw. DISC (ang.death inducing signaling complexKischkel, 1995). U
wszystkich pacjentow hemodializowanych zaobserw@nvaarost komérek CDLD95
(Ryc. 9). Inni autorzy opisywali juwzrost poziomu CD95 w catej populacji limfocytéw T
pobranych od pacjentéw hemodializowanych. Wzrostjést kojarzony ze zwkszonym
odsetkiem komoérek T uleggych apoptozie (Ankersmit, 2001). Z kolei, wykryty
prezentowanych badaniach wzrost odsetka komoérek "BD¥-DR* u pacjentéw
hemodializowanyckwiadczy o aktywacji komorek pomocniczych (Vilele989). Wzrost
komorek CDAHLA-DR™ maze by zwiazany z przewleklym stanem zapalnym, ktory jest
obecny u pacjentéw z PNN, w tym u chorych dializoyeh (Isbel, 2001).

Kolejna zmiana obserwowarex vivo dotyczyta zaburze proporcji komérek CD%
wykazupcych ekspregj biatka kostymulujcego CD28, ktore jest niegine dla
zainicjowania prawidtowej odpowiedzi proliferacyjienfocytow T (Bocko, 2002; Burr,
2001). U wszystkich pacjentéw hemodializowanychtssowowano wzrost puli komoérek
CD4'CD28, jednak w przypadku pacjentdw nieleczonych epeetwzrost ten byt
najwickszy (Ryc. 9). Wzrost odsetka akncych we krwi populacji komérek CD4
charakteryzuyjcych s¢ brakiem tego wanego kostymulatora nie by wynikiem
przewlektego dziatania TNEB; ktérego sizenie u pacjentéw hemodializowanych jest
znacznie podwiszone (Cavaillon, 1991; Herbelin, 1990). TNFwplywa na poziom
antygenu CD28 hamag aktywnd¢ promotora dla genu CD28, czyli dzialaj
bezpdrednio na mechanizm transkrypciji tego genu (BroDD. Wptyw TNFea na CD28
jest jednak odwracalny (Bryl, 2001) a u pacjentowmbdializowanych leczonych
epoetym obserwuje s przepciowy spadek poziomu tej cytokiny (Bryl, 1998).

Prezentowane w tej pracy wyniki wskazupg to,ze pacjenci z grupy leczonych epoetyn
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wykazup tendenai do spadku odsetka komoérek CD28 na korzy¢ wzrostu puli
komoérek CD4CD28'". Jednak mimo tego wyfaego trendu, warkgsi nie osigaj tych
obserwowanych u badanej grupie os6b zdrowych. Basalizy wykazatyze r&nice te
mogy zaleee¢ od rodzaju stosowanej epoetyny. Pacjenci leczepoetyry alfa
charakteryzowali si prawidtowym stosunkiem komoérek CBD@D28/CD4CD28,
podczas gdy pacjenci leczeni epoetyimeta charakteryzowali gsiobnzeniem odsetka
komoérek CD4CD28 na korzywé puli komoérek CDACD28 (Ryc. 10). Ta sama
prawidlowdi¢ dotyczyta rownie¢ populacji CD4HLA-DR®, poniewa pacjenci
hemodializowani leczeni epoetynbeta charakteryzowali itakze podwyszonym
odsetkiem tej subpopulacji limfocytbw w stosunku dedb zdrowych i pacjentéw
leczonych epoetynalfa (Ryc. 11). W leczeniu niedokrwistd uzywane powszechnieas
dwie formy rekombinowanej epoetyny: alfa i beta. Tekombinowane hormony
charakteryzyj si¢ rézna iloscia izoform, ktére s definiowane jako formy epoetyny
o r&znej ilosci kwasu sialowego, ktory determinuje tadunek nggay casteczki (Egrie,
2001). Epoetyna beta ma qeej izoform, w zwizku z tym charakteryzuje siwyzsz,
aktywndaicia biologiczry, diuzszym okresem pottrwania a takkrotszym czasem wdania
si¢ z receptorem (Egrie, 2001). Mimee r&@nica w ilaici kwasu wydaje si nie mie
zadnego znaczenia dla §lm hemoglobiny (nie wykazano mdic w poziomie hemoglobiny
pomiedzy pacjentami leczonymi epoetyralfa a leczonymi epoetyna beta), jednak
najwyraniej maze mie€ wptyw na wigciwosci immunomodulacyjne hormonu.

Pacjenci hemodializowani charakteryzowak séwniez spadkiem odsetka komorek
CD4'CD69" wzgledem oséb zdrowych (Ryc. 9). Biatko CD69 jest tzwmtygenem
aktywacyjnym wczesnym, ktory staje; sizasteczl kostymulujca, kiedy ulega ekspresji
na powierzchni limfocytu T (Ziegler, 1994). Mim#ze nie zostat poznany ligand, z ktérym
CD69 reaguje, antygen ten wydajegc sadgrywa wazna role w trakcie aktywacji
limfocytbw T, ch@ nie jest casteczlgy niezkedma dla ich funkcjonowania (Lauzurica,
2000). Antygen CD69 wpltywa m. in. na mobilizacvewratrzkomorkowych zapaséw
wapnia oraz regulagj syntezy cytokin i ich receptoréw (Tugores, 199Ppnadto
aktywacja CD69 za pomacprzeciwciata anty-CD69 w kombinacji z aktywatorem
biatkowej kinazy C pobudza synteDNA i proliferack (Tugores, 1992). Obiona
ekspresja CD69 iga w parze z obmaong ekspregj antygenu CD28 mogtaby @ by
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jednym z powodow obwonej aktywnéci limfocytbw T u chorych z PNN, czego
nastpstwem g migdzy innymi zaburzenia produkcji cytokin typu IL-2.

Reasumujc, w badaniackex vivou chorych hemodializowanych wykazano zaburzenia
w proporcjach gtéwnych subpopulacji limfocytéw CDebjawiajce si wzrostem odsetka
komoérek CD4CD95, CD4HLA-DR® oraz spadkiem komorek CD@D2§',
CD4'CD69". Swiadczy to o zaktoceniu rownowagi immunologiczneyah chorych. Stan
ten mae wynika z kilku powodow. Jednym z nich jest zapewne wplyarastajcej
z postpem choroby iléci toksyn mocznicowych, ale réwrigprzewlekte hemodializy
poprzez powtarzany kontakt z materiatami syntetynsn czyli tzw. plastycyzerami, do
ktorych zalicza si dializatory oraz dreny, przyczynaagic do powstania stanu zapalnego.
Nastpstwem zaburze w subpopulacjach limfocytéw CD4mogn byé zaburzenia
odpowiedzi limfocytow B, ale telimfocytow cytotoksycznych CD8 co wynika z roli,
jaka petnia pomocnicze limfocyty CD4 Komorki te 8 pobudzane przez komorki APC, co
prowadzi do ich dalszego wmdicowania s§ na ré&ne subpopulacj€Thl i Th2), ktére
wplywaja na odpowied typu komdérkowego oraz humoralnego jedndoie regulugc
wzajemny rozwoj. Zaburzenia w odsetku poszczegdirsgdbpopulacji charakteryzgych
sig obecndcia roznych antygenow dala wigc wptywaly na jaké¢ kontaktu z otaczagymi
je innymi populacjami limfocytéw, na poziom wydzaelych przez nie cytokin a tak na
ich dalszy rozwd.

W zwiazku z obserwacjami dotygzymi zmian ekspresji podstawowych antygenow
aktywacyjnych limfocytow CD%ex vivq zbadano tewplyw stymulacji mitogenowej na
wybrane czsteczki. Zmiany w ekspresji antygenow petyich role kostymulujce czy
aktywacyjne wskazaj na zaburzenia funkcjonowania limfocytbw T, co z@osk
przektadé na odpowied tych komoérek w obecroi antygenu. Stymulacja limfocytow T
przy wyciu przeciwciat anty-CD3 i anty-CD28 jest analamia do dziatania swoistego
antygenu i sygnatu kostymuliiego w warunkach fizjologicznych. To pozwala
obserwowda, w jaki sposOb zmieniaj sie dwa gtowne parametry czynfwowe
limfocytow: fenotyp powierzchniowy oraz proliferacjw warunkach zhtonych do
fizjologicznych. Wykazanaze u pacjentow nieleczonych epoetyn ktérych wczéniej ex
vivo wykazano spadek odsetka komorek ODB28", dochodzi réwni¢ do istotnego

statystycznie obmenia poziomu ekspresji antygenu CD28 na komorkaah'C
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w odpowiedzi na stymulagj przeciwcialem anty-CD3 doz jego mieszanig

z przeciwciatem anty-CD28 (Ryc. 13). Tymczasem orgth leczonych epoetyrpoziom
ten byt zblzony do obserwowanego u oséb zdrowych. Rowrsem odsetek komorek
CD4'CD28" w odpowiedzi na stymulagjbyt obnizony u pacjentéw nieleczonych (Ryc.
12) a spadek ten byt skorelowany ze spadkiem pazi@D28 (Ryc. 14), c@dwiadczy o
istniejacej miedzy tymi parametrami zataosci. Odsetek komérek i ekspresja antygenu
stanowyi dwa r@ne parametry. Przy niskim odsetku komérek zn@ by byto
zaobserwowawigksz ekspresj danego antygenu, ktéra mogtaby rekompengomwaen
sposob spadek puli komérek danej subpopulacji loyt@v. Jednak u pacjentow
nieleczonych epoetymie tylko dochodzi do spadku puli komérek COD28', ale take
spadku ekspresji antygenu CD28. Prawidtowy pozidd2& jest niezbdny dla produkcji
IL-2, gdyz zwiagzanie tego antygenu z antygenem CD86 na komérkag@stBednym z
wazhiejszych czynnikdw pobudzgjych produkej tej cytokiny przez komorki T (Girndt,
2001; Jenkins, 1991). W wyniku interakcji paazy CD28 a CD86 dochodzi do indukcji
sygnatow wewatrzkomoérkowych, ktore aktywajczynniki transkrypcyjne rozpozmage
tzw. region CD28RE (angCD28-responsive elemé@niw obrbie promotora genu
kodujacego IL-2 (Shapiro, 1997; Fraser, 1991). Zaobseravav obniona ekspresja
antygenu CD28 m@& wicc przyczynigé sie do udokumentowanego wareej spadku
poziomu IL-2 (Bryl, 1999).

Istnieje te teoria sugerugca, ze obnzona ekspresja antygenu CD28 oraz spadek puli
krazacych we krwi limfocytbw T charakteryzagych sé jego obecn&ia na swojej
powierzchni mog mie¢ wplyw na odpowiedl pacjentow hemodializowanych na
podawanie epoetyny (Cooper, 2003). Zta odpowied epoetye w dawce 296 + 147
jednostek/kg/tydzie to, wg. Coopera i wsp., utrzymywanie poziomu heloloigy poniej
10 g/dl. Podziat badanej grupy pacjentéw na tydtirzy dobrze odpowiadajna terapj
i na tych, u ktorych poziom hemoglobiny nie przelmat 10g/dl mimo zastosowanego
leczenia, nie wykazat ghic statystycznych w odsetku komérek CD®D28/CD4'CD28
oraz w poziomie ekspresji CD28 na komoérkach GDahi te zadnej korelacji z tymi
parametrami. Ponadto dawki epoetyny stosowane artgdjrupie chorych byly znacznie
nizsze nk w cytowanej pracy i gt nie mana porownywé uzyskanych wynikow w

kontelécie odpowiedzi na lek jak rowniegmian immunologicznych. Cooper i wsp.
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tlumaczy obecn@ komoérek CDACD28 stanem zapalnym u  pacjentow
hemodializowanych oraz sugeruje, wignie te komarki mog by¢ zrédiem duych ilosci
IFN-y, jednej z cytokin hamagych wzrost progenitorow erytropoezy (Allen, 1999).
Biorac pod uwag wyniki Coopera oraz uzyskane w prezentowanej pragylaje st, ze
obnizona ekspresja antygenu CD28dica medzy innymi wynikiem stanu zapalnego, jest
zjawiskiem wystpujacym rownolegle z gorazodpowiedzi na epoety@ a nie przyczya
tejze gorszej odpowiedzi. Prawdopodobnie zarownozaa ekspresja CD28, jak i gorsza
odpowied na epoety@sa skutkiem stanu zapalnego.

In vitro u pacjentow nieleczonych epoetydochodzi réwnig do obnienia poziomu
ekspresji antygenu CD69 na komérkach CR4odpowiedzi na stymulagprzeciwcialem
anty-CD3 oraz jego mieszanirz przeciwcialem anty-CD28 (Ryc. 16). Spadek test je
dodatnio skorelowany z obminym odsetkiem komorek CD@D69" (Ryc. 17). Mamy
wiec do czynienia zaréwno ze spadkiem puli komérek TIBHY (Ryc. 15), ale tei ze
spadkiem poziomu ekspresji CD69 na powierzchnizgdtomérek. Ta obserwacja zgadza
sie z obserwacjamiex vivg ktére wykazaty spadek odsetka komorek QD69
u chorych nieleczonych epoetynFunkcja biatka CD69 nie jest doktadnie poznare, a
wiadomo,ze peni rot kostymulujca, kiedy ulega ekspresji na powierzchni komérki T.
Whplywa na wewatrzkomorkows sygnalizaci miedzy innymi poprzez mobilizagjjonow
wapnia (Tugores, 1992).

Wykazano rownig, ze poziom antygenu CD40L u pacjentéw nieleczonyocbegpn
jest na poziomie obserwowanym u zdrowych, tymczasenpacjentéw leczonych
przewlekle epoetyn po 72 godzinach stymulacji za pomo@rzeciwciat anty-CD3
i anty-CD28 jest on podwgzony (Ryc. 18). Podwgzony jest rownie odsetek komérek
CD4'CD40L" (Ryc. 19), co koreluje ze zmiarw ekspresji antygenu na powierzchni
komorek CD4 (Ryc. 20). Obecrig@ CD40L na powierzchni komérek CDiest istotnym
czynnikiem pobudzagym limfocyty B do proliferacji i produkcji immunagpulin (Clark,
1996). Oddziatywanie porglzy biatkiem CD40L a CD40 jestAelecydugcym sygnatem
dla formowania si limfocytéw B pamégci immunologicznej i dziewiczych klonow (Gray,
1997), co jest istotne w przypadku wtérnego konta&tganizmu z danym antygen.
Podwyzszona ekspresja CD40L na tych komdrkach mogtabyz weapodwyszory
produkcp IL-10 przyczyni& sie wiec do poprawy odpowiedzi humoralnej u tych
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pacjentbw. Co wicej, podwyszona ekspresja biatka, ktére pojawig sylko na
zaktywowanych limfocytach CD4 u pacjentow leczonych epoetynswiadczy

0 bezpérednim dziataniu hormonu na kidr ze $ciezek sygnalizacyjnych w tych
komoérkach. Wydaje sito mazliwe, jesli spojrzymy na drogi sygnatéw przekazywanych
przez EPO-R. W progenitorach erytropoezy dochodd wptywem EPO do stymulacji
czynnika transkrypcyjnego NkB (Sae-ung, 2005). Czynnik ten jest drugim, po caiun
transkrypcyjnym aktywowanych limfocytow T — NF-ATuclear factor of activated T-
cells) waznym biatkiem reguluyjcym ekspregj CD40L (Srahna, 2001). Zablokowanie
jego whzania do promotora genu kodcggo antygen CD40L powoduje obemie
ekspresiji tego biatka w aktywowanych limfocytachat$a, 2001). Sygnat przekazywany
przez epoetynza pdrednictwem EPO-R lub innego receptora z tej rodnimygtby wic
dodatkowo wzmacniéa ekspresj CD40L poprzezsciezke sygnalizacyjan przechodaca
przez NFxB. Kostymulacja poprzez antygen CD28 na limfocyt&b4™ réwniez jest
istotna dla ekspresji biatka CD40L. Zwane jest to z obecéwa w promotorze genu
kodujpcego CD40L regionu CD28RE (Parra, 2001), ktoryazei r&ne czynniki
transkrycyjne przez co w znagy sposob wydlza czas ekspresji CD40L na powierzchni
komorki (Johnson-Léger,1998). Mave wiec, ze poprawa ekspresji antygenu CD28
u chorych leczonych epoetyma te: wptyw na poziom ekspresji antygenu CD40L.

W chwili obecnej uwza sk, ze poprawa odpowiedzi immunologicznej po podaniu
epoetyny nie ma bezpmdniego wplywu na wyniki przeszczepiania nerkioahbz
Vasguez i wsp. zaobserwowalieste opé@nione podicie funkcji przeszczepu w grupie
chorych leczonych w okresie dializacyjnym epoetyivasguez, 1996). W kontékie
powyzszych danych, podwsgzony poziom antygenu CD40L, przynajmniej teoretyez
mogitby mi€ wpltyw na losy przeszczepianej nerki. Jedmalpodstawowymi lekami
zapobiegajcymi odrzucaniu przeszczepionego organa ighibitory kalcyneuryny
(cyklosporyna A, takrolimus), ktore to poprzez makanie kalcyneuryny hamujosfataz
aktywujca kluczowy dla indukcji transkrypcji genu kodaggo antygen CD40L czynnik
transkrypcyjny NF-AT (Fuleihan, 1994; Fruman, 199%)ydaje s¢ wigc, ze jest to
skuteczny sposo6b na zniwelowanie efektu padagnej ekspresji tego biatka u pacjentéw
leczonych epoetyn Moze nalealoby zastanowi sig, czy stosowanie protokotéw

immunosupresyjnych bez inhibitora kalcyneuryny, aypartych na antymetabolitach typu
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azatiopryna oraz inhibitorach kinazy mTOR (am@mmalian target of rapamygimakich
jak sirolimus, jest réwnieskuteczne w tym kontékie.

Kolejnym celem pracy byta ocena proliferaciji limjoéw T CD4" u pacjentéw z PNN
poddanych leczeniu powtarzanymi hemodializami. Dlatgasowa ocena wplywu
epoetyny na proliferagj limfocytéw T opierata s gtdwnie na metodzie izotopowej,
z ocera whudowywania radioaktywnej tymidyny (Shurtz-Swirsk996). Przy pomocy tej
metody mana oceni jedynie catkowif zdolng¢ komorek do wbudowywania tymidyny
bez oceny fenotypowej komérek. Ponadto metoda ¢apoizwala na sprawdzenie, czy
komorki sk dzieh oraz jakie jest tempo tych podziatow. Metoda D@Qlsana w rozdziale
3.3 wykorzystuje znacznik CFSE, ktory jest trwalazany przez biatka znajdige se
w cytoplazmie i w czasie kdego podziatu jest rozdzielany réwnomiernie do koeko
potomnych (Hasbold, 1999). Cytometryczny pomiaroffascencji komorek pozwala
ocent, ile razy limfocyty naleéace do danej populacji podzielityesiv okreslonym czasie.
Uzycie tej metody w prezentowanej pracy pozwolito istdzic, ze, poza znamiennie
nizszym wspotczynnikiem proliferacji (Ryc. 21), padgjen nieleczeni epoetyn
charakteryzuyj sie nizszym odsetkiem komorek CD@D28" proliferujacych w odpowiedzi
na stymulag za pomog przeciwciata anty-CD3 dulz jego kombinacji z przeciwciatem
anty-CD28 w porownaniu do os6b zdrowych i choryetebnych epoetyn(Ryc. 22). Co
ciekawe, niszy odsetek komorek CD@D28" proliferujacych obserwowany byt jedynie
w pierwszych 72 godzinach hodowli, podczas gdy p0 godzinach te tdice zanikaty.
Dalsze obliczenia wykazalyze spadek odsetka komorek damich sé moze by
nastpstwem obnionego poziomu ekspresji antygenéw CD28 oraz CD8%; wykazano
zaleznosci pomikdzy tymi zmiennymi (odpowiednio Ryc. 23 i 24).zy¢ie programu
Progeny 16.3 pozwolito obliczy wiele parametréw opisaych cykl komérkowy, midzy
innymi czas przégia z fazy @ (fazy spoczynku komorek) do fazy: @ierwszej fazy
cyklu komdrkowego). Okazato esize komorki CDACD28" od pacjentow nieleczonych
epoetynm charakteryzowaty sidiuzszym czasem przgjia z fazy G do G (Ryc. 25)

i rowniez ta zmienna byta skorelowana z aloma ekspregj CD28 oraz CD69 u tych
pacjentow (odpowiednio Ryc. 27 i 28). Jest to psa@tego typu badanie dotyce zmian
w proliferacji limfocytow T CD4 u pacjentow hemodializowanych. Potwierdzito ono

wczeniejsze obserwacije dotygz obnionej proliferacji catej populacji limfocytéw T u
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chorych nieleczonych epoetyrfShurtz-Swirski, 1996), ale pozwolito rownievykaza
zwiazek medzy ekspregj antygenow CD28 oraz CD69 a czasem polzy faz Gy a G.
Nizszy u pacjentéw nieleczonych epoetypoziom antygenu CD28 me zatem wpltywa
na proliferact populacji limfocytéw CDACD28" poprzez wydtienie czasu &- G;, CO
jest zgodne z teari sumowania si sygnatow aktywacyjnych (Lanzavecchia, 2001).
Istnienie zalénosci pomiedzy parametrami proliferacyjnymi limfocytéow CD4u
pacjentéw nieleczonych epoetya niskim poziomiem ekspresji antygenu CD69 zdagje s
potwierdz& wplyw kostymulacji poprzez ten antygen na proéfgg limfocytow T
(Tugores, 1992). Potwierdza toztebserwacja zmiany dynamiki proliferacji w tej
populacji w kierunku normalizacji badanych parametu pacjentéw leczonych epoetyn
ktérzy charakteryzuyj sie prawidlowym poziomem ekspresji CD28 i CD69. Antgge
CD28, jak wspomniano wcgeiej, jest wana czasteczk kostymulujca, ktora dostarcza
dodatkowych sygnatow aktywacyjnych. Wykazange obok sygnalu z kompleksu
TCR/CD3 dopiero kostymulacja poprzez ten antygenqguhje nie tylko wzrost ekspresji
cykliny D3 (cykliny fazy G1), ale tale wzrost aktywnéci enzymatycznej czwartej kinazy
cyklino-zalenej (CDK4 - cyklin-dependent kinase),4czyli biatek umaliwiajacych
przegcie komorki z jednej fazy cyklu komorkowego do dmjg (Appleman, 2002).
Kostymulacja ta jest réwnienieztzdna dla obriienia poziomu biatka p27, ktére jest
inhibitorem kinaz cyklino-zalsnych (Appleman, 2002). Efekty te galezne odsciezek z
udziatem kinazy 3-fosfatydyloinozytoli (PI3Kphosphatidylinositol 3-kinageraz kinazy
MEK (kinazy kinaz MAPK/ERK -mitogen-activated protein kinases/extracellulamsiy

regulated kinasgqAppleman, 2002).

Otrzymane wyniki wspieraj dotychczasowe obserwacje sugecsj ze leczenie za
pomoe epoetyny mee wywier& wplyw na r@ne elementy uktadu immunologicznego,
dzicki czemu mamy do czynienia z ogélpoprava w zakresie odpowiedzi humoralnej
i komorkowej. Wykazane przez Trzonkowskiego i wsgtnizenie odsetka komorek
CD8'CD15Z w odpowiedzi na leczenie epoetynpowoduje uwolnienie biatek
CD80/CD86 na APC (Trzonkowski, 2002). Z kolei spag@ziomu TNFe (Bryl, 1998)
jest prawdopodobnie jednz przyczyn wzrostu ekspresji antygenu CD28 u paéje

leczonych epoetyn ktory to wzrost wykazano w tej pracy. Trzonkowiskisp.
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przedstawili natomiast badania wskamej rownie na wzrost puli naiwnych komérek T
CD8" charakteryzujcych sé obecnécia CD28 (Trzonkowski, 2007). Limfocyty CD4
o prawidtowym poziomie antygenu CD28 mograwidlowo reagowana pojawienie i
antygenu hdz mitogenu, co przejawia i popraw ich proliferacji wykazaa

w prezentowanej pracy a takwzrostem produkcji IL-2 (Bryl, 1999). Wiele innybada
potwierdza,ze kilkumiesiéczne leczenie epoetyrzwigksza stosunek komorek CD4lo
komorek CD8 (Yorioka, 1993), poprawia produkcimmunoglobulin (Kimata, 1991), co
prawdopodobnie wynika z podwszenia poziomu IL-10 oraz poprawy w zakresie
odpowiedzi limfocytow T. Mimo rénych doniesig, wciaz niewiele jest wiadomo na
temat mechanizmow, ktoreadza obserwowanymi zmianami. W ten sposob dochodzimy
do pytania, czy poprawodpowiedzi immunologicznej moa tlumaczy sam korekch
niedokrwistdci, czy epoetyna rzeczyydgie wykazuje jak§ bezpdredni wptyw na komorki
uktadu odporngéciowego? Stopniowa poprawa w zakresie odpowiedmumologicznej
byta obserwowana wraz ze wzrostem poziomu hemagyopo podaniu epoetyny, ale
rowniez pod wplywem przetoczenia czerwonych krwinek (Gafte994). Jednak praca
Prutchi-Sagiv i wsp. (Prutchi-Sagiv, 2006) wykonanpacjentow ze szpiczakiem mnogim
nieleczonych i leczonych epoetynale charakteryzagych s¢ zblizonymi parametrami
morfologicznymi, wykazataze poprawa odpowiedzi immunologicznej nie jest zade
tylko od prawidtowego poziomu hemoglobiny. Poprawsa polega na polepszeniu
proliferacji mononuklearnych komorek krwi obwodowejwzroscie odsetka komérek
CD8'CD28'. Autor réwnie zastanawia ginad tym, w jaki sposob me dziatd epoetyna,
czy jest to efekt pwedni czy bezpoedni. Hodowla limfocytowin vitro w obecnéci
roznych dawek epoetyny nie wykazala jedriakinego wptywu na aktywagj proliferacg

limfocytow, co potwierdzajrowniez obserwacje przedstawione w obecnej pracy.

Zaprezentowane wyniki | cyklu bagladowiodly, ze u pacjentéw z PNN przewlekle
hemodializowanych mamy do czynienia z zaburzeniamiproporcjach gtéwnych
subpopulacji limfocytébw CDZ% ex vivo objawiapce st wzrostem odsetka komorek
CD4'CD95’, CD4'HLA-DR"™ oraz spadkiem komorek CD@D28, CD4CD69, co
potwierdza dotychczasowe obserwacje wskagmij na zaklécenia rownowagi

immunologicznej w tej grupie chorych. Cogeej, badanian vitro polegajce na
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stymulacji limfocytéw przeciwciatami anty-CD3 oraanty-CD28 wykazaly obgéenie
ekspresji antygenow aktywacyjnych CD28 i CD69 ujg@idw nieleczonych epoetyn
Tymczasem ekspresja tych antygendéw u pacjentéwoilgeh diugo epoetyn byla
zblizona do tej obserwowanej u 0s6b zdrowych. Subpojaulkomérek CDACD28"
pacjentow nieleczonych epoetyrtharakteryzowata sidtuzszym czasem §- Gy, co

wydaje s¢ leze¢ u podstaw obrbnej proliferacji tych komorek.

Omowienie wynikow Il cyklu badan.

Z punktu widzenia fizjologii rola erytropoetyny pgla przede wszystkim na
promowaniu przeycia komdérek macierzystych erytrocytow. Wydaje $ednak, ze
hormon ten mze wywier& wptyw rowniez nasciezki sygnalizacyjne limfocytéw, czego
odzwierciedleniem & korzystne zmiany w  ukladzie  immunologicznym
hemodializowanych pacjentow. Wplyw ten mogtby¢ lposredni — poprzez dziatanie na
komérki krwi obwodowej, np. granulocyty, monocytirytropoetyna dziatag na te
komorki poprzez receptor mogtaby modul@weh aktywnd¢, produkcg cytokin i w ten
sposob wptywa na limfocyty. Wptyw bezp@redni mogiby si odbywa przez receptor na
powierzchni limfocytéw, np. EPO-R lub podjednastieta receptora dla IL-2. Receptor
dla IL-2 charakteryzuje i obecndcia konserwowanej ewolucyjnie sekwencji
aminokwasowej w domenie cytoplazmatycznej, ktéist j@eziedna dla przekazywania
sygnatu do gdra komorki (Tilbrook, 1999; lhle, 1995). Ekspre§RO-R na powierzchni
komorek uktadu odporoiowego mae by na tyle niskaze dosgpne do tej pory metody
nie byly wystarczajce do jej wykrycia. Na mdiwos¢ istnienia EPO-R na limfocytach
wskazuje rownig fakt, iz kontakt epoetyny z komoérkami linii limfoidalnyctktgwuje
czynnik STAT5 (Pallard, 1995) oraz NdB (Sae-ung, 2005). W zwiku z tym w Il cyklu
bad& podgto préke wykrycia EPO-R na limfocytach T, B oraz monocytatietod,
cytometrii przeptywowej przy ayciu monoklonalnego przeciwciata przeciwko temu
receptorowi. Poziom receptora badano u pacjentémoteych oraz nieleczonych epoetyn
a take w grupie zdrowych ochotnikbw. Na rycinie 29 zéstgrzedstawione
reprezentatywne histogramy uzyskane od pacjentaoti@fizowanego, na ktérych
przedstawiono poziom ekspresji EPO-R na populacjéotffocytéw T i B oraz

monocytow. Komorki K562 stanowpozytywra kontrok ze wzgédu na potwierdzon
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w pismiennictwie obecn@ EPO-R na swojej powierzchni (Abdel-Mageed, 20ER)0O-R
zostat wykryty na limfocytach T (CD4oraz CD8), limfocytach B (oznaczanych jako
komérki CD19) oraz monocytach (oznaczanych jako komorki CD)ldaréwno u oséb
zdrowych, jak i chorych na PNN. Zastosowanie czofegtu Kotmogorowa-Smirnowa dla
dwoch préb pozwolito wykazaze cate populacje wybranych komérekpozytywne pod
wzgledem obecngri receptora. Metoda iégiowe] cytometrii przeptywowej z ayciem
ziaren kalibracyjnych (metoda opisana w rozdzial®.33 pozwolita oszacowaliczbg
czasteczek EPO-R na powierzchni pojedynczej komorkpagzczegolnych populacjach
limfocytow. Okazalo s, ze liczba czsteczek EPO-R we wszystkich badanych grupach
byta skrajnie niska, co ttumaczytoby, czemu je&t traidna do wykrycia. Bycie jednak
analizy wykorzystujcej oprogramowanie CellQuest (Becton Dickinson, Y$azwolito
oznaczy liczbe EPO-R z dokladnimia do 2 casteczek na pojedynczej komordeednia
liczba casteczek receptora u wszystkich badanych oséb (zeréwhorych, jak

i zdrowych) wahata siod 12.06 + 10.50 dla limfocytow CD4lo 102.44 + 88.87 dla
monocytow. Ta obserwacja sugeruje, po pierwsze, liczba ggteczek mge sk rézni¢ w
SposOb osobniczy a, po drugie, jest onanaddla ré@nych populacji komorek, co nme sk
przektadé na r@na role, jaka petni EPO-R w tycke komdrkach. Trzeba jednak patat,

ze okres poéttrwania receptora wynosi okoto 45-60 unifNeumann, 1993) — bardzo
krotko, jesli porébwna go do okresu poitrwania innych znanych receptoréw, dla
insuliny, ktéra jest degradowana dopiero po 7-10dzgwach (Knutson, 1991).
Najprawdopodobniej to jest gtdbwnym powodem wykrywearEPO-R w tak matych
ilosciach na powierzchni komérek i w tak matym odsefi®o) komorek macierzystych
erytrocytow (Youssoufian, 1993). Nie wykryto korgla pomigdzy poziomem
hemoglobiny hdz liczba czerwonych krwinek a liczb czasteczek EPO-R, natomiast
analiza statystyczna wykazala, na limfocytach CD% CDS8" od pacjentéw nieleczonych
epoetyn liczba casteczek receptora jestzaza w poroéwnaniu do pacjentow leczonych
(Ryc. 30). Nisza byta réwnig w stosunku do osdb zdrowych, jednakniéa ta nie byta
znamienna statystycznie, co meowvynika z tego,ze grupy badane nie byly wystarcaap
liczne. Znamiennie mgza byla réwnie liczba EPO-R na limfocytach B u pacjentow
nieleczonych epoetynw poréwnaniu do pacjentow leczonych epoet{fRyc. 30). Liczba

EPO-R na monocytach i limfocytach B od os6b zdrdwlygta na poziomie zkionym do
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obserwowanego u chorych nieleczonych epcetfRyc. 30). Ta obserwacja sugeruje
wystkpowanie zwizku pomedzy liczta czsteczek receptora na powierzchni tych
komorek a dogpndscia epoetyny kigzacej we krwi. Prawidtowe stenie EPO w surowicy
wynosi 10-30 mU/ml (W4cek, 2001). Jednak u pacjentéw z PNbkeshie EPO maze by
zblizone do tego obserwowanego u o0s6b zdrowycheg@k, 2001). Stzenie EPO
u chorych leczonych mogtoby byvyzsze nie tylko od skenia obserwowanego u chorych
nieleczonych, ale teke rowniez tego charakteryzagego osoby zdrowe. Mbwe wigc, ze
podana epoetyna wiac sk z ta niewielka liczba EPO-R na powierzchni limfocytéw
dostarcza sygnatu, ktory w koowym etapie przyczynia ¢ido wzrostu ekspresiji
receptora. Powxsze rozwaania jednak nie ttumagav petni, czemu na limfocytach T od
os6b zdrowych liczba EPO-R rownigest wysoka, podczas gdy na limfocytach B
i monocytach od tych samych os6b jest na takichysarmpoziomie, jak u chorych
nieleczonych epoetyn Prawdopodobnie przeprowadzenie laaa wickszych grupach
chorych pozwolitoby na wyfmienie tych vgtpliwosci.

Poziom ekspresji genu EPO-R nie jest na poziomlezatym do poziomu ekspres;ji
genu dlap-aktyny (Ryc. 32), aldwiadczy o obecnii pewnej ildgci mMRNA w komorce.
Jednak ilé¢ materiatlu genetycznego nie przekladars poziom biatka. Mz by wicc
tak, ze sygnat od epoetyny jest niedny dla pobudzenia procesu translacji, czego
rezultatem jest przgjiowy wzrost ekspresji EPO-R na powierzchni komodki widzimy
w postaci wzrostu liczby aesteczek EPO-R na limfocytach od pacjentéw poddanych
terapii. Trzeba te wzia¢ pod uwag to, ze okres poftrwania receptora jest krotkicavi
moze czas pomedzy pobraniem krwi od pacjenta a inkulkagjprzeciwcialem przeciwko
EPO-R jest zbyt dlugi, by uzyskeetn informacg o faktycznym poziomie ekspresji
receptora. Wydaje sijednak,ze nawet przy tak niewielkiej liczbie EPO-R na kokawh
uktadu immunologicznego petni jak funkcig. W kazdym razie jest w stanie zwzac
epoetyr. Hodowanie limfocytowex vivoprzez godzia z epoetyn przed oznaczaniem
ilosci EPO-R oraz analiza poréwnawcza z ekspresgeptora na tych samych komoérkach
nieinkubowanych z hormonem wykazatee w poszczegoélnych populacjach komoérek
dochodzi do statystycznie znamiennego spadku liZBP-R (Ryc. 31). Mze to by
wynik rywalizacji przeciwciata skierowanego przekmEPO-R, w celu oznaczenia liczby

czasteczek receptora na komorkach, z epaetymiejsce wizania, albo efekt degradacji
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zaktywowanego receptora przez proteosomy i lizoso@pserwacja ta wzadnym
wypadku nie zaprzecza powszym wynikom, w ktorych wykazano wzrost liczby ERO-
na limfocytach u pacjentéw leczonych epoatymoswiadczenie miato wykaza ze
EPO-R jest w stanie wzat epoetyr. Badania Walrafena i wsp. wykazalye w
nastpstwie stymulacji epoetynw ciagu 30 minut dochodzi do tzw. internalizacji, czyli
usunicia EPO-R z blony komérkowej oraz aktywacji protmosw i lizosomow, ktorych
enzymy nasipnie rozktadaj receptor (Walrafen, 2005). Tymczasem pogszpna
ekspresja EPO-R na limfocytach u pacjentow diugadaych epoetynmaze rezultatem
ciagtych interakcji pomidzy hormonem a receptorem, w wyniku ktorych dochatir
aktywacji sciezek sygnalizacyjnych pobudaaych medzy innymi transkrype badz
translacg genuEPO-R Wykazano ju wplyw stymulacji epoetynw warunkach hipoksji
na wzrost stzenia mMRNA genlEPO-Rw komoérkachsrédbtonka (Beleslin-Cokic, 2004)
oraz w komérkach czerniaka (Kumar, 2006).

Dalsza analiza wykazata obeébow kazdej badanej populacji niskiego odsetka
komoérek charakteryzagych sé wysolq liczba czasteczek EPO-R na swojej powierzchni
w porownaniu do reszty komérek. W tabeli 7 przedsiao odsetki poszczegdlnych
populaciji limfocytow T (CD4 oraz CD8), limfocytéw B i monocytdw, u ktérych mediana
liczby casteczek EPO-R wyniosta okoto 2000. Coewodj, odsetki te nie tdity sie
pomiedzy badanymi grupami, ale wykazange subpopulacje limfocytéw CD4oraz
monocytow pacjentéw leczonych epoetynajp znamiennie wicej casteczek EPO-R na
swojej powierzchni w poréwnaniu do os6b zdrowyclo po raz kolejny potwierdza
istnienie zwazku migdzy dos¢pncicia epoetyny a liczip EPO-R na powierzchni tych
komorek oraz dodatkowo wnioskuje o istnieniu jakiggrupy komorek uktadu
immunologicznego o szczegolnej funkcji zalej od erytropoetyny. Wydajegsize podana
epoetyna dostarcza kluczowego sygnatu, ktéry mawpta liczly czasteczek receptora

na limfocytach i monocytach.

Wyniki otrzymane w Il cyklu badadowiodty, ze limfocyty T oraz B a tale monocyty
charakteryzyj sie obecndcia funkcjonalnego receptora dla EPO. Obserwacja tacdgta
zarébwno osoOb zdrowych, jak i chorych na PNN. Cecej, wydaje si, ze na liczle

czasteczek EPO-R na powierzchni komorek uktadu odpgaiowego wptywa wiele

95



Wplyw leczenia rekombinowanludzkg erytropoetyig na dynamilg aktywacii...

czynnikéw, wrod ktorych naley wymienié dostpnas¢ epoetyny kazacej we krwi oraz,
by¢ maze, uwarunkowania osobnicze. To ostatnie stwierdzepodyktowane jest
obserwagj, ze wérod badanych osob (chorych oraz zdrowych) byty etaki ktérych

w danej populacji komérek nie wykrywano EPO-R. Nwage zastuguje rownie

obserwowane zwkszenie liczby EPO-R na komodrkach uktadu immunangego

u pacjentow leczonych epoetyprzez dtiszy okres czasu (ponad 6 migsj).

Wykazanie obecrigi funkcjonalnego receptora dla erytropoetyny nadicytach CD2
dowodzi, ze hormon ten mégtby bezfednio modulowé sciezki sygnalizacyjne tych
komorek. Réwnig inne komorki uktadu immunologicznego charakteryzaik obecndcia
EPO-R na swojej powierzchni. Co asgj, limfocyty T oraz B pacjentow nieleczonych
epoetyn charakteryzuj sie niska liczba czasteczek EPO-R w poréwnaniu do pacjentow
dlugo otrzymujcych hormon, co sugeruje wgpbwanie zalenosci pomedzy jego

dostpnascia we krwi a ilécia receptora na powierzchni limfocytow.

Przypuszczalny mechanizm dziatania epoetyny w ukiage immunologicznym.

Przypuszczalny schemat funkcjonowania epoetyny hadzie immunologicznym zostat
przedstawiony na rycinie 33. Leczenie epogtwptywa na obrienie odsetka komorek
CD8'CD15Z, co powoduje uwolnienie antygenéw CD80/CD86 na AH€&onkowski,
2002). Kolejnym nagpstwem leczenia jest wzrostegtnia IL-10 przy jednoczesnym
spadku sgzenia TNFe (Bryl, 1998) ktdry mae przyczynia sic do wzrostu ekspresji
antygenu CD28 na limfocytach CQ4téry to wzrost wykazano w tej pracy. Limfocyty
CD4" o prawidlowym poziomie antygenu CD28 mograwidiowo reagowd na
pojawienie s antygenu bdz mitogenu, co przejawia ipoprave ich proliferacji
wykazar, w prezentowanej pracy a takwzrostem produkcji IL-2 (Bryl, 1999). Wzrost
stezenia IL-10 mae by jednym z czynnikow stymulagych ludzkie komorki B do
produkcji przeciwciat (Itoh, 1995). Mamy gd do czynienia z wieloma mechanizmami
poprawy odpowiedzi immunologicznej u pacjentéw @ozch epoetysn czego klinicznym
wyrazem jest polepszenie odpowiedzi komorkowej, tiaimej oraz nieswoistej badanych
0s6b. Maliwe wiec, ze hormon ten w ukiladzie odpokwiowym ndladuje dziatanie
innych cytokin, tym samym modulig odpowied pomocniczych limfocytow T CD4%

Takie wielokierunkowe dziatanie erytropoetyny jegizliwe najprawdopodobniej deki
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obecndci receptora na komérkach uktadu immunologicznégiewykluczone jednakze
erytropoetyna dziata rownigpoprzez inne receptory z rodziny receptoréw cytdipu I,
ktore charakteryzgjsie obecndcia podobnych sekwencji odpowiedzialnych zazeinie
liganda oraz przekazujsygnat poprzez system JAK2-STATS (Klingmuller, 699
Witthuhn, 1993). Konieczneygednak dalsze badania, ktorgdh w stanie wyjani¢, w jaki
spos6b erytropoetyna m@ modulowd aktywnd¢ limfocytow T CD4. Pytania, jakie
naleey sobie przedstawj zostaly przedstawione na rycinie 33. Po pierwszagy
wyjasni¢, czy rzeczywicie EPO jest w stanie modulowaiciezki sygnalizacyjne
limfocytow T i na jakiej zasadzie toesiodbywa. Nie wyjéniono te, w jaki sposob
epoetyna moduluje gtenia cytokin (IL-10, TNFa). Mozna jedynie przypuszcéaze
hormon ten rzeczywétie jest w stanie modyfikowaodpowied, nie tylko pomocniczych
limfocytow T CD4, ale i cytotoksycznych limfocytéw T CD& take limfocytow B oraz

monocytow.
rhEPO
\
EPO-R lub IL-2RB na PBMC
@)
_ limfocyty | monocyty
| cosrcp1s2* I Il--1 \
uwolnienie CD80/CD86 na APC | TNF-a  pobudzenie limfocytow B

do produkcji

I
mozliwe interakcje | immunoglebulin
antygen J V

cD28 na
limfocytach CD4*
proliferacja komorek \
cD4*CD28* TCD40L
fiL-2

Rycina 33.Proponowany schemat reakcji uktadu immunologiczmegpodanie epoetyny.
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8. WNIOSKI

1. Pacjenci z PNN przewlekle hemodializowani charajtep sic zaburzeniami

w proporcji gtéwnych subpopulacii limfocytow T CDéx vivo

2. Pacjenci nieleczeni epoetyrcharakteryzuyj sie obnizona ekspresj antygenéw
CD28 oraz CD69 a tak nizszym odsetkiem komoérek CD@D28
proliferujacych w odpowiedzi na stymulacomitogenovs.

3. Leczenie za pomacepoetyny wydaje siwptywat korzystnie na zaburzenia
funkcjonowania limfocytébw T CD% bowiem u chorych leczonych obserwuje
sig prawidtowy poziomem ekspresji antygenéw CD28 &9 oraz wisciwe

parametry proliferacyjne.

4. Receptor dla EPO jest obecny na:
a) limfocytach T: CD4i CDS";
b) limfocytach B;

c) monocytach.

5. Obecné¢ EPO-R na ranych komérkach uktadu immunologicznego z@o

ttumaczy immunomodulujce dziatanie epoetyny.
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STRESZCZENIE

U pacjentow z przewlekt niewydolngcia nerek (PNN) obserwuje ¢izaburzenia
funkcjonowania uktadu immunologicznego, ktore pameépja Sic miedzy innymi
nadmierma produkcp cytokin prozapalnych TNk IL-1 czy IL-6 a take obniom
produkch IL-2 oraz IFNy w przypadku pomocniczych limfocytow T CO4&Klinicznym
wyrazem upéledzonej funkcji uktadu immunologicznego chorychPAN jest staba
zdolng¢ do produkcji przeciwciat w odpowiedzi na szczemernoraz weksza
predyspozycja do ihych zakaen. Przypuszcza sjze ten defekt limfocytow B w jakign
stopniu mae zalee¢ od zaburzé funkcjonowania limfocytow CD%4 Nie ma jednak
zadnych danych dotygzych charakterystyki limfocytbw CD4 u pacjentéw
hemodializowanych oraz wplywu leczenia epoetyna ekspresj ich antygenow
aktywacyjnych i kostymulagych, ktére g niezlzdne dla kontaktu z innymi komaorkami.
Wiadomo jednak,ze epoetyna stymuluje syntedl-2 i IL-10 u o0sOb przewlekle
hemodializowanych a limfocyty B chorych leczonyclhaakteryzuj sie poprave
proliferacji oraz zwgkszory produkci immunoglobulin.

Celem prezentowanej pracy byla ocena zaliurpeoliferacji i zmian fenotypu
powierzchniowego limfocytow T CD4 u pacjentow z PNN poddanych leczeniu
powtarzanymi hemodializami oraz wplywu leczenia mamoa epoetyny na zmiany
czynnaciowe tychre limfocytow. Niewiadomo, czy zwikszona produkcja cytokin
mogtaby by wyrazem bezpwedniego dziatania epoetyny na limfocyty, w zzkiu z tym
podgto tez préke identyfikacji receptora dla EPO na powierzchni varych komérek
uktadu immunologicznego.

Dzigki zastosowaniu metody cytometrii przeptywowe] zyeciem przeciwciat
monoklonalnych skierowanych przeciwko wybranym getyom powierzchniowym
wykazano,ze pacjenci hemodializowani charakteryzsje zaburzeniami w proporcjach
gtéwnych subpopulacji limfocytéw CD4ex vivo Obserwowano wzrost odsetka komérek
CD4'CD95', CD4HLA-DR" przy jednoczesnym spadku komdrek COB2S',
CD4'CD69'. Stymulacja izolowanych komorek jedadizastych z krwi obwodowej za
pomoa przeciwcial anty-CD3 i anty-CD28 dowiodta obeinia odsetka komorek
CD4'CD28 oraz CD4CD69" u pacjentéw nieleczonych epoetyt) tych samych
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chorych istniata dodatnia korelacja ped®y obnizong ekspresj antygenéw CD28 i CD69
a obnikzonym odsetka odpowiednio: komérek CH28 oraz CD4CD69". U tych te
pacjentow w pierwszych 72 godzinach stymulacji zempa przeciwciat wysipowat
znamiennie riszy odsetek proliferagych komoérek CDZACD28. Komobrki te
charakteryzowat ditszy czas G- G; a ujemna korelacja poruzy tym czasem
a obniong ekspregj CD28 i CD69 wskazywata na zafes¢ migdzy tymi zmiennymi.

Pacjenci leczeni epoetyrcharakteryzowali sizblizonym do wartéci obserwowanych
u o0sbéb zdrowych zaréwno odsetkiem komoérek OIB28 oraz CD4CD6Y', jak
i poziomem antygenow CD28 i CD69. Rowhiedsetek proliferacych komorek
CD4'CD28’ a take czas G- G; komdrek pacjentow leczonych epoetyyt zblizony do
wartasci obserwowanych u 0séb zdrowych.

Nastpnie podgto sk proby wykrycia receptora dla EPO (EPO-R) na koradrk
uktadu immunologicznego. Metadtytometrii przeptywowej zidentyfikowano EPO-R na
powierzchni limfocytéw CD4, CD§', limfocytéw B oraz monocytow. Za pomwptechniki
RT-PCR dodatkowo potwierdzono obeéfiaktywnie transkrybowanego genu kogiggo
EPO-R w limfocytach CD4a take w catej populacji komorek jedmgirzastych krwi
obwodowej. Wykazanoze limfocyty CD4, CD8 oraz limfocyty B od pacjentow
nieleczonych epoetyncharakteryzuyj sic znamiennie risz liczba czasteczek EPO-R na
swojej powierzchni w stosunku do chorych leczonych.

Na podstawie powaszych wynikdw stwierdzonoze leczenie epoetyn wplywa
korzystnie na ekspresjantygenu CD28 oraz antygendw aktywacyjnych limféay T
CD4" u pacjentdbw z PNN zaréwnex vivo jak i in vitro. Konsekwengj obnizonej
ekspresji CD28 u pacjentéw nieleczonych epogtygidaje s¢ by¢ ostabiona proliferacja
komorek CD4CD28 w odpowiedzi na stymulagjmitogenovs. EPO-R jest obecny na
komorkach uktadu immunologicznego (zaréwno na liegfach T i B, jak i monocytach).
Wzrost jego liczby na limfocytach T CD4i pacjentow leczonych epoetyrmaze

ttumaczy immunomodulujce dziatanie tego hormonu.
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ABSTRACT

Patients with chronic renal failure (CRF) presamtrapaired immunological response,
which occur as high level of proinflammatory cytoés TNFe, IL-1 and IL-6. At the
same time deficient reactions of T lymphocytes dbed as decreased IL-2 and IFN-
production are observedmmunological imbalance leads to increased incidenof
infections, which are the result of disturbance8diymphocytes’ function. Decreased B
lymphocytes’ proliferation and immunoglobulins’ piection could, at least in some part,
depend on T CD4lymphocytes that are involved in both cell-mediatnd humoral
immune responses. There is still little known abiofiuence of epoietin therapy on the
expression of the activation antigens and prolifenaof T lymphocytes. What we know is
that epoietin is able to restore IL-2 and IL-10 ¢uotion. Probably it can also influence
phenotype and proliferation of T lymphocytes.

The purpose of the presented study was to investigsturbances of the T CD4
lymphocytes’ surface phenotype and proliferatioml aasponse to epoietin therapy in
maintenance hemodialysis (HD) patients. Nobody knafvthe increased cytokines’
production could be a result of direct stimulatminlymphocytes by epoietin that is why
the possibility of expression of EPO-R on human pgiwcytes and monocytes was
investigated.

The expression of chosen surface antigens on t68®34" lymphocytes was measured
with flow cytometry. Ex vivg HD patients presented disturbances in lymphotytes
subpopulation. We observed a significantly highercpntage of CD€£D95, CD4HLA-DR"
cells and lowered percentage of COD69 and CD4CD28 cells, when compared to healthy
control. Lymphocytes obtained from patients not receivingiejin, presented decreased
expressions of CD28 in response to stimulation aihi-CD3 and anti-CD28 antibodies.
CD69 expression on lymphocytes was also decreafted raitogen stimulation in that
group of patients, when compared to patients reugiepoietin and healthy control.
Percentage of CDED28" cells proliferating after stimulation with mitogewas also
decreased in case of patients not receiving epoi€alculation of time between,@nd G
phase revealed that those cells were charactebyetbnger time G- G;, what was

negatively correlated with lowered expression of2B@and CD69 in that group of patients.
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Contrary to patients not receiving epoietin, lymgytes obtained from patients treated
with that hormone presentéelvel of antigens’ expression similar to that obserin healthy
control. Also,percentage of CO€D28" cells proliferating after stimulation with mitogen
was comparable with that of healthy control.

Again, using quantitative flow cytometry, populaitsof CD4 and CD8 lymphocytes,

B lymphocytes and monocytes demonstrating somd @vE&PO-R expression on their
surface were discovered. Expression of transcrlbBB®-R coding gene was confirmed
with RT-PCR method. Statistical analysis revealad patients not receiving epoietin were
characterized by decrease in number of EPO-R on"@Dd CD8 lymphocytes and B
lymphocytes when compared to patients receivingedipo

Presented study revealed that epoietin therapyeanfles activation parameters of T
CD4" lymphocytes obtained from CRF patients, beshvivoandin vitro. One of the
consequences of CD28 decreased expression on” GDaphocytes in patients not
receiving epoietin could be a decrease in percentafy proliferating CDICD28
subpopulation in response to mitogen stimulatiorpréssion of EPO-R on T and B
lymphocytes and monocytes together with its inadasxpression on CD4opulation of
patients treated with epoietin pays may be resptn&r immunomodulating properties pf

epoietin.
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