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Wykaz  najważniejszych skrótów używanych w pracy: 

 

� AICD – ang. activation – induced cell death, śmierć komórek indukowana przez 

aktywację 

� BSA – ang. bovine serum albumine - albumina surowicy wołowe 

� CD – ang. cluster of differentiation, antygeny różnicowania leukocytów – 

używany dla oznaczenia receptorów powierzchniowych 

� CDK - cyklinozależna kinaza  

� CFSE – ang. carboxyfluorescein diacetate succunimidyl ester 

� CQ – ang. chloroquine, chlorochina inhibitor dla enzymów z grupy  

     β-glukuronidaz  

� DSL – ang. dissaccharolactone, disacharolakton inhibitor dla Klotho - 

enzymatycznej aktywności β-glukuronidazy 

� EDTA – kwas etylenodwuaminoczterooctowy 

� FACS – ang. fluorescencje activated cell sorter, cytometr przepływowy 

� FITC – ang. fluorescein isothiocyanate, związek fluoresceiny używany do 

znakowania białek o długości fali 519 nm 

� FSC – ang. forward scatter channel, detector rejestrujący rozproszenie światła od 

przodu,zgodnie z kierunkiem wiązki laserowej  

� GMFI – ang. geometric mean fluorescence intensity, średni geometryczny 

poziom fluorescencji 

� IL -    interleukina  

� MFI – ang. mean fluorescencje intensity, średni poziom fluorescencji 

� MHC – ang. major histocompability complex – główny układ zgodności 

tkankowej 

� PBMC – ang. peripheral blood mononuclear cells – jednojądrzaste komórki krwi 

obwodowej 

� PBS – ang. Phosphate buffered saline - sól fizjologiczna buforowana fosforanami 

� PE – ang. phycoerythrin, fikoerytryna, białko emitujące światło o długości 578 

nm 

� PerCP – ang. peridinin chlorphyll protein, białko emitujące światło o długości 

675 nm 

� pH  - ujemny logarytm ze stężenia jonów wodorowych 
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� RARβ-2  - ang. Retinoic Acid Receptor β2 – receptor β2 kwasu retinowego 

� RT-PCR – odwrotna transkrypcja i łańcuchowa reakcja polimerazy 

� RTPCR – ang. real time PCR  łańcuchowa reakcja polimerazy w czasie 

rzeczywistym 

� R.Z.S. – reumatoidalne zapalenie stawów 

� SDS – siarczan dodecylu  

� SSC – detektor w cytometrze, mierzący ilość światła rozproszonego pod kątem 

90 stopni od osi optycznej 

� TCR –ang. T cell receptor – receptor limfocytów T 

� TEMED – czteroetylodwuamina 

� TNF – ang. tumor necrosis factor – czynnik martwicy nowotworów 

� TRIS – hydroksyetylo-aminometan 
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1. WSTĘP 

1.1. Reumatoidalne Zapalenie Stawów. 

 

 W patogenezie chorób reumatycznych zasadniczą rolę odgrywa układ 

immunologiczny, który, w wyniku pobudzenia, przejawia objawy agresji wobec 

tkanki łącznej (choroby z autoagresji). Ich przejawem jest toczący się proces zapalny 

z udziałem komórek należących do tego układu, szczególnie zaś limfocytów T i 

makrofagów. 

Reumatoidalne zapalenie stawów (R.Z.S.) jest to przewlekła, zapalna, 

autoimmunologiczna, układowa choroba tkanki łącznej, której przyczyną są 

uwarunkowania genetyczne i, być może,  zakażenie wirusami bądź innymi 

drobnoustrojami. Mogą tu również mieć znaczenie czynniki hormonalne, palenie 

papierosów oraz stres. 

Charakterystyczne dla tej choroby jest zapalenie błony maziowej stawów. W 

miarę pogłębiania się procesu chorobowego, komórki błony maziowej zaczynają się 

rozrastać (prowadząc do pogrubienia maziówki i w efekcie obrzęku zajętego stawu), 

naciekać i niszczyć chrząstkę oraz kość w obrębie stawu (Ryc. 1). Choroba ta 

prowadzi do niepełnosprawności, kalectwa, a nawet przedwczesnej śmierci.  

 

 

Rycina.1. Porównanie stawu prawidłowego i stawu z R.Z.S.  

 

Reumatoidalne zapalenie stawów wydaje się być powodowane zwiększoną 

aktywnością limfocytów T, co w efekcie prowadzi do uszkodzenia chrząstki i kości. 

PRAWIDŁOWY 
STAW 

R.Z.S. 

Błona 
maziowa 

Chrząstka 
 

Torebka 
stawowa 

Płyn 
maziówkowy 

(maź stawowa) 

Zapalenie 
błony 

maziowej 

Łuszczka 
(pannus) 
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Zaktywowane limfocyty T są skumulowane w maziówce, choć krążą również we 

krwi obwodowej, przechodzą klonalną ekspansję i hamowane są poprzez proces 

apoptozy (1).  

 Zaburzenia w komórkach układu odpornościowego mogą być przyczyną 

obserwowanych w R.Z.S. uszkodzeń funkcji innych narządów i układów organizmu. 

W chorobie tej obserwujemy kliniczne cechy  nadmiernej reaktywności limfocytów 

T, objawiające się powiększeniem węzłów chłonnych (limfadenopatia), jak również 

– paradoksalnie - wyraźne cechy proliferacyjnej starości tych komórek (w 

szczególności CD4
+
) między innymi obniżoną proliferację in vitro, zmianę fenotypu 

niektórych antygenów powierzchniowych - w tym zwłaszcza utratę antygenu CD28 

(nabycie fenotypu CD4
+
CD28

-
 a także CD8

+
CD28

-
) i  skrócenie telomerów (2,3). 

Cząsteczka CD28 jest jedną z najważniejszych cząsteczek kostymulujących  w 

błonie komórkowej limfocytów T [patrz niżej] (4-6). 

W reumatoidalnym zapaleniu stawów zaktywowane limfocyty T wykazują in 

vivo większą spontaniczną produkcję i wydzielanie cytokin prozapalnych, do grupy 

których m. in. należy TNF oraz IL-1, IL-6, IL-8 (7)(Ryc. 2). TNF jest główną 

cytokiną, która daje początek kaskadzie cytokin prozapalnych i która podtrzymuje 

proces zapalny w R.Z.S. Jest uważany za kluczowy element patogenezy tej choroby. 

W reumatoidalnym zapaleniu stawów wykryto także zwiększoną, w odniesieniu do 

osób zdrowych, produkcję i wydzielanie TNF do środowiska w hodowlach komórek 

jednojądrzastych wyizolowanych z płynu stawowego i błony maziówkowej (8). 

Kluczową rolę TNF w patogenezie R.Z.S. odkryto w hodowlach 

jednojądrzastych komórek z błony maziówkowej, w których po podaniu przeciwciała 

anty-TNF stwierdzono zmniejszenie wydzielania IL-1, IL-6 i IL-8, co sugerowało 

główną rolę TNF w wydzielaniu tych cytokin (9). To pozwoliło na przypuszczenie, 

że blokada TNF może mieć istotny wpływ przeciwzapalny oraz ochronny na 

chrząstkę stawową i kości stawów. Udział TNF w kontrolowaniu aktywności R.Z.S. 

potwierdzono u myszy z indukowanym zapaleniem stawów, u których podawanie 

przeciwciał anty-TNF zmniejszyło obrzęki stawów i nadżerki stawowe (10-12).  

W surowicy krwi u pacjentów z R.Z.S. stwierdzono zwiększone stężenie TNF 

(13,14), co jest powiązane ze nadmienioną powyżej, zwiększoną spontaniczną 

produkcją TNF przez jednojądrzaste komórki krwi obwodowej hodowane in vitro 

oraz po stymulacji mitogenami (15,16, Ryc.2). Zauważono również zwiększoną 

produkcję TNF przez jednojądrzaste komórki z błony maziówkowej (15,17). 



 11 

TNF-α jest uważany za główny modulator procesów patogennych w 

reumatoidalnym zapaleniu stawów (18), dlatego też uważa się, że podwyższony 

poziom TNF-α in vivo może bezpośrednio wpływać na fenotyp i funkcję komórek T. 

Szczegółowa analiza błony maziówkowej (głównego miejsca choroby), szczególnie 

immunohistochemiczne badania świadczące o wzroście ekspresji TNF  i TNFR w 

błonie maziówkowej oraz skuteczne zastosowanie anty-TNF w modelu zwierzęcym 

zapalenia stawów indukowanego kolagenem, pozwoliły na wprowadzenie nowej 

terapii z zastosowaniem anty-TNF (19). Dzięki kilkuletnim obserwacjom klinicznym 

stwierdzono, że terapia anty-TNF nie tylko hamuje aktywność choroby, zmniejsza 

objawy kliniczne, ale również zapobiega destrukcji stawów (20). Wykazano, że 

terapia anty-TNF zwiększa reaktywność (proliferację) ludzkich limfocytów CD4
+
 

mierzoną metodą wbudowania radioaktywnej tymidyny po aktywacji przeciwciałem 

anty-CD3 czy mitogenami (21). Dlatego też pojawia się sugestia, że TNF 

funkcjonuje jako czynnik immunosupresyjny w R.Z.S., co poniekąd może tłumaczyć 

paradoks istniejący w patogenezie tej choroby. Paradoks ten polega na tym, że z 

jednej strony R.Z.S. jest przewlekłą chorobą zapalną o podłożu 

autoimmunologicznym, a więc powinna cechować się nadmierną aktywacją 

limfocytów T,  z drugiej zaś strony limfocyty T pochodzące od pacjentów 

cierpiących na R.Z.S. charakteryzują się obniżoną reaktywnością w odpowiedzi na 

stymulację mitogenami in vitro, skróceniem telomerów, obniżeniem TRECs (T cell 

receptor rearrangement excision circles), a więc cechami komórek „wyczerpanych” 

proliferacyjnie. 

Choroby, w których wykryto wspomniany wyżej podwyższony odsetek 

limfocytów CD4
+
CD28

-
 we krwi obwodowej (reumatoidalne zapalenie stawów i 

AIDS), charakteryzują się jednocześnie zwiększonym wydzielaniem TNF. 

Skojarzony wzrost wydzielania TNF (22-24) i liczniejsze występowanie limfocytów 

o fenotypie CD4
+
CD28

-
 jest obserwowane także u ludzi zdrowych w podeszłym 

wieku,  co może świadczyć o istnieniu związku między tymi zjawiskami (25-27). 

Zwiększona produkcja TNF nie dotyczy jednak wszystkich osób w podeszłym 

wieku, ale jest powiązana z gorszym stanem zdrowia w obrębie tej grupy i niską 

aktywnością cytotoksyczną NK (23,28,29).  

Istnieją przesłanki, iż TNF działa regulacyjnie na gen CD28. W kilku 

badaniach wykryto, że TNF-α hamuje in vitro aktywność minimalnego promotora 

dla genu CD28 (30,31), doprowadzając do obniżenia ilości CD28 na powierzchni 
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komórki. Wykazano także, że ekspozycja limfocytów T osób chorych na R.Z.S. na 

działanie TNF-α  in vivo również obniża poziom CD28 na ich powierzchni (32).  

 

 
 

Rycina 2. Przewaga cytokin prozapalnych w R.Z.S. 

 

1.2. Rola  limfocytów CD4+ w odpowiedzi immunologicznej. 

 

Limfocyty CD4
+
, zwane pomocniczymi, są komórkami, które pełnią główną 

rolę w regulacji odpowiedzi immunologicznej organizmu. Zaktywowane komórki 

CD4
+
 proliferują i wydzielają cytokiny, w zależności od rodzaju których, potrafią 

oddziaływać na pracę innych komórek układu immunologicznego. Wśród 

limfocytów CD4
+
 można wyróżnić trzy podtypy (Th), które charakteryzowane są na 

podstawie wydzielanych cytokin. Typ Th1 wydziela interleukinę 2, czynnik 

martwicy nowotworów TNF, interferon gamma – produkcja tych cytokin prowadzi  

do odpowiedzi komórkowej typu cytotoksycznego), Th2 -(interleukina 4, 

interleukina 6 i interleukina 13) - wywołuje odpowiedź humoralną, czyli w kierunku 

produkcji przeciwciał. Natomiast typ Th3 został zdefiniowany na podstawie 

wydzielania czynnika transformującego beta (TGFβ). Komórki o takim fenotypie 

pełnią funkcję hamującą odpowiedź immunologiczną. Podsumowując, działanie 

regulacyjne komórek CD4
+
 może być dwojakie, powodujące pobudzenie bądź 

osłabienie odpowiedzi immunologicznej (33,34). Trzeba oczywiście pamiętać, że 

najczęściej nie ma odpowiedzi immunologicznej w jednym kierunku – Th1 lub Th2, 

ale aktywowane są one jednocześnie i od stopnia tego pobudzenia zależy 

wypadkowa odpowiedź układu immunologicznego. 

Do rozpoczęcia odpowiedzi immunologicznej limfocytów T konieczne jest 

rozpoznanie antygenów prezentowanych przez komórkę prezentującą antygeny 

PRO-ZAPALNE 

PRZECIWZAPALNE 

TNF 

IL-1 
IL-6 

IL-8 

IFN-γγγγ 
LTαααα 

IL-4 
IL-10 
TGF ββββ 

sTNFR 
sIL-1R 

IL-1Ra 
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(APC). Powierzchnia limfocyta T jest świetnie przystosowana do rozpoznawania 

antygenu i wywoływania odpowiedniej odpowiedzi immunologicznej, ponieważ 

posiada receptor limfocyta T – TCR, który w kompleksie z CD3 rozpoznaje obcy 

peptyd prezentowany przez komórkę APC. Istnieje wiele rodzajów receptorów TCR 

(ze względu na strukturę wysoce zmiennych części, które decydują o ich swoistości) 

i ta różnorodność (szeroki „repertuar” TCR) umożliwia rozpoznanie każdego 

potencjalnego obcego antygenu. Niestety samo związanie obcego peptydu przez 

TCR/CD3 jest niewystarczające do prawidłowej aktywacji limfocyta T (35). Do 

aktywacji musi być zaangażowana określona liczba receptorów TCR/CD3, aby 

przekroczyć próg aktywacji (36). Wykazano, że przy braku kostymulacji z CD28 

liczba pobudzonych receptorów TCR musi wynosić około 8000, podczas gdy w 

obecności kostymulacji CD28 wystarczy ich około 1500 (37). Uważa się, że bez 

sygnału kostymulującego z cząsteczki CD28, równoległego do sygnału z TCR, nie 

może dojść do prawidłowej aktywacji limfocyta T i możliwe są dwie alternatywne 

sytuacje: zupełny brak aktywacji i wprowadzenie limfocyta w stan anergii (38), bądź 

śmierć limfocyta drogą apoptozy (39).  

 

1.3. Zmiany ekspresji cząsteczki CD28 na limfocytach 

CD4+. 

Cząsteczka CD28 jest to glikoproteina powierzchniowa o  masie 90 kDa (40), 

pełniąca zasadniczą rolę kostymulującą w procesie aktywacji limfocyta T w 

odpowiedzi na prezentację antygenów w fazie indukcji odpowiedzi immunologicznej 

(2, 41). Ligandem dla CD28 są cząsteczki CD80 (B7-1) i CD86 (B7-2) obecne na 

komórkach prezentujących antygeny (42, 43). Kostymulacja przez cząsteczkę CD28 

doprowadza do zwiększenia produkcji interleukiny 2 (IL-2) (2,44), głównego 

czynnika wzrostowego  limfocytów T. Aktywacja poprzez receptor CD28 może 

doprowadzić do podwyższenia ekspresji receptora  dla interleukiny (IL-2) na 

powierzchni zaktywowanego limfocyta (45), co razem z podwyższoną produkcją IL-

2 może spowodować wejście w cykl komórkowy przez zaktywowanego limfocyta i 

doprowadzić w konsekwencji do proliferacji (46, 47). Nie należy zapominać o tym, 

że limfocyty krwi obwodowej są w fazie G0 cyklu komórkowego i dopiero po 

odebraniu odpowiedniego sygnału aktywacyjnego mogą wejść w cykl komórkowy i 
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rozpocząć proliferację (48). Dowiedziono, że kostymulacja CD28 jest 

odpowiedzialna za początkowe etapy wchodzenia w cykl komórkowy (przejście z 

fazy G0 do G1) limfocytów T (32, 49). 

Cząsteczka CD28 może wpływać na proliferację limfocytów również poprzez 

mechanizm niezależny od produkcji IL-2 (46, 49).  

Właściwości kostymulujące cząsteczki CD28, potwierdzono również 

wykazując wpływ ekspresji CD28 na poziom aktywacji limfocytów T. Zablokowanie 

kostymulacji przez CD28 prowadzi do zwiększonej podatności limfocytów T na 

apoptozę (50).   

U chorych na reumatoidalne zapalenie stawów stwierdzono duży wzrost 

odsetka limfocytów CD4
+
, które nie wykazują ekspresji powierzchniowej cząsteczki 

CD28 (51,52). Limfocyty o tym fenotypie (CD4
+
CD28

-
) są komórkami aktywnymi, 

które produkują znaczne ilości  IFN-γ i Il-2, co umożliwia wywołanie odpowiedzi 

prozapalnej; w pewnych warunkach posiadają również właściwości cytotoksyczne, 

przez co mogą uczestniczyć w uszkadzaniu tkanek (18,53). Przypuszcza się, że 

kumulacja komórek o takim fenotypie odgrywa ważną rolę w zjawiskach 

autoimmunologicznych obserwowanych w R.Z.S. 

Nie wiemy, czy zmiany związane z limfocytami CD4
+
, obecne w R.Z.S. mają 

charakter pierwotny czy wtórny, jakie czynniki mają wpływ na powstawanie 

istniejących zmian. Ze względu na główną pozycję limfocytów CD4
+
 w wywołaniu 

odpowiedzi immunologicznej i jej ukierunkowaniu, jakiekolwiek zaburzenia funkcji 

tych komórek wywołują skutki dotyczące całego układu odpornościowego, a w 

konsekwencji całego organizmu. 
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1.3.1. Regulacja ekspresji CD28. 

 

 Istnienie komórek CD4
+
, które nie posiadają na swojej powierzchni antygenu 

CD28 (CD4
+
CD28

-
), a także komórek CD4

+
 z obniżoną ilością cząsteczek CD28, 

wskazuje na to, że ekspresja genu CD28 musi podlegać regulacji (nie jest 

konstytutywna). 

Gen CD28  występuje na chromosomie 2 (54), w jednej kopii, składającej się 

z 4 egzonów (55,56).  

Niedawno zdefiniowano minimalny promotor dla genu CD28 i zlokalizowano 

go w obszarze 400 bp w kierunku 5’ regionu tego genu  nie podlegającego 

transkrypcji (25) (Ryc.3). W obrębie minimalnego promotora genu CD28 

zidentyfikowano nie opisane wcześniej sekwencje DNA odpowiedzialne za wiązanie 

z nie w pełni jeszcze poznanymi białkami regulatorowymi, określane jako miejsca 

wiążące α i β (Ryc.2). Limfocyty, które posiadają na swojej powierzchni cząsteczkę 

CD28, bądź jej nie mają różnią się zawartością białek wiążących się do tych nowo 

zlokalizowanych miejsc wiążących (25). Ekstrakty jądrowe z limfocytów T 

wykazujących powierzchniową ekspresję CD28 zawierają białka wiążące się do 

obydwu miejsc (α i β), podczas gdy ekstrakty jądrowe z limfocytów T nie 

wykazujących powierzchniowej ekspresji CD28 są ich pozbawione (25, 57). W 

ekstraktach jądrowych dla różnych linii komórkowych oraz klonów z limfocytów T o 

fenotypie CD4
+
 i CD8

+
 wykazano zgodność ekspresji powierzchniowej cząsteczki 

CD28 i obecności białek wiążących α i β. Doświadczenia te umożliwiły 

stwierdzenie, że białka wiążące α i β są specyficzne dla ekspresji genu CD28 (25). 

Ostatnio wykazano, że obniżenie ekspresji CD28  występujące u osób w 

podeszłym wieku i u chorych na R.Z.S., wynika również ze zmniejszenia ekspresji 

kompleksu jądrowych białek regulujących tę ekspresję przez wiązanie się do 

odpowiednich miejsc (α i β) w minimalnym promotorze genu dla CD28 (25,58).  

Aktywności wiążące  α i β, są więc uważane za specyficzne dla ekspresji 

genu CD28 i niezbędne dla aktywności transkrypcyjnej minimalnego promotora 

genu CD28, inicjując ten proces – stąd nazwa αβ-INR (an inoperative transcriptional 

initiator (INR)). 
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         Rycina 3. Schemat minimalnego promotora dla genu CD28 wg 53. 

 

Jak już wcześniej wspomniałam, zarówno u osób w podeszłym wieku, jak i u 

chorych na R.Z.S. wykazano, że obniżenie ekspresji CD28 wynika z braku ekspresji 

specyficznego kompleksu jądrowych białek  regulujących tę ekspresję przez 

wiązanie się do odpowiednich miejsc w minimalnym promotorze genu dla CD28 

(25,58). Dwa białka, nukleolina i izoforma A niejednorodnej jądrowej 

rybonukleoproteiny-D0 (hnRNP-D0A), zostały zidentyfikowane jako kluczowe 

składniki kompleksu wiążącego się do miejsca α. Nukleolina i hnRNP-D0A pełnią 

rolę w trans-aktywacji CD28 αβ-INR (59). Rola nukleoliny i hnRNP-D0A, jako 

aktywatorów transkrypcji jest specyficzna dla αβ-INR (60). 

Niedawno wykazano, że sekwencja α nie jest unikatowa. Wystepuje ona (a 

raczej jej homolog) nie tylko w promotorze genu CD28, ale znajduje się również w 

obszarze promotorowym genu RARβ2, który podobnie jak CD28 ulega ekspresji w 

ludzkich limfocytach T (61,62) (Ryc.4).  
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Miejsce α :ACGTTATATCCTGTGTGAAAT 

RARβ2:     ATCTTTCATTCTGTGTGACAG 

Rycina 4.  Homologia w sekwencji alfa i genie RARβ2 (pogrubione litery oznaczają identyczne 

nukleotydy). 

 

RARβ-2 (ang. Retinoic Acid Receptor β2) to wcześniej opisana, występująca  

w ludzkich limfocytach T forma receptora dla kwasu retinowego, który jest 

substancją hamującą proliferację i nasilającą różnicowanie się wielu typów komórek 

(61,62). Kwas retinowy i jego pochodne są znanymi czynnikami 

antyproliferacyjnymi i powodującymi różnicowanie komórek, stosowanymi w 

hemato-onkologii (63). Substancja ta, ze względu na swoje właściwości, stosowana 

jest czasem w terapii R.Z.S., hamując m.in. ekspresję kolagenazy — enzymu, który 

bierze udział w niszczeniu chrząstki i kości stawów w przebiegu R.Z.S. (61,62).  Ze 

względu na wspomniany wyżej mechanizm, możliwe, że w przypadku R.Z.S. 

działanie kwasu retinowego sprowadza się nie tylko do hamowania kolagenazy, ale 

może być bardziej ogólne i prowadzić m.in. do zahamowania proliferacji limfocytów 

T, co jednak nie zostało jak dotychczas udowodnione. 

 

 

1.4. Rola  limfocytów CD4+ w patogenezie R.Z.S. 

 

Reumatoidalne zapalenie stawów jest chorobą, w której znaczącą rolę w 

patogenezie i rozwoju pełnią limfocyty CD4
+ 

(64). Jedną z hipotez dotyczącą 

patogenezy R.Z.S. jest to, że limfocyty CD4
+
 nieprawidłowo rozpoznają własne 

antygeny stawowe, co zapoczątkowuje chorobę i prowadzi do ataku na własne 

tkanki. Jednak,  badania repertuaru receptora limfocytów T (TCR) w płynie 

stawowym i tkance wykazały, że limfocyty obecne w stawach są heterogenne, a nie 

wykazują jednego konkretnego klonotypu pomimo, że część klonotypów 

występowała bardziej licznie (65-67). To dostarczyło dowodów przeciwko istnieniu 

jednego swoistego antygenu, przeciwko któremu skierowana jest odpowiedź 

limfocytów T u osób chorych na R.Z.S. W związku z tym, badania roli limfocytów 
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CD4
+
 w R.Z.S. kierują się raczej ku poszukiwaniu zmian systemowych dotyczących  

limfocytów, a nie tylko ograniczonych do stawów. 

Objawy reumatoidalnego zapalenia stawów, to nie tylko wynik toczącego się 

procesu zapalnego, takie jak  podwyższone stężenia białek ostrej fazy CRP, a także 

cytokin prozapalnych, takich jak: TNF, IL-1, IL-6, IL-15 (44,68-70), ale także 

bardziej specyficzne dla tej choroby zmiany dotyczące limfocytów CD4
+
. Badania 

właściwości limfocytów CD4
+
 krążących we krwi obwodowej osób chorych 

wykazały: 

• Obniżenie zdolności proliferacyjnej limfocytów CD4
+
 pobranych  z krwi obwodowej 

od pacjentów z  R.Z.S. (przegląd w 2). 

• Krótsze telomery w limfocytach CD4
+
 izolowanych z krwi obwodowej  pacjentów z  

R.Z.S. w porównaniu do komórek CD4
+
 izolowanych z krwi obwodowej od 

zdrowych ochotników (przegląd w 2). 

• Ograniczenie repertuaru receptora TCR β. Zjawisko to dotyczy komórek naiwnych 

sugerując, że zmiany związane są z limfocytami T już na etapie ich powstawania, a 

nie są skutkiem ich nadmiernej aktywacji (71-73). Ograniczenie repertuaru TCRβ na 

CD4
+
 jest swoiste dla R.Z.S. (74), ale występuje także w procesach fizjologicznych 

np. starzeniu się, natomiast nie jest typowe dla innych chorób 

autoimmunologicznych. 

• Zmniejszona liczba TRECs w komórkach CD4
+
 u pacjentów z  R.Z.S. w porównaniu 

do osób zdrowych (przegląd w 2). TRECs (T cell receptor rearrangement excision 

circles) są fragmentami DNA wyciętymi z genomu w wyniku rearanżacji łańcucha 

αTCR w grasicy (75,76). Wykazano, że TREC (kolisty fragment DNA) pozostaje w 

limfocycie T po wyjściu na obwód, nie duplikuje się podczas mitozy, i jest stabilny 

(77,78). Obniżenie liczby TRECs (obserwowane w obrębie populacji komórek CD4
+
 

u chorych na R.Z.S. a także na AIDS  oraz u osób w podeszłym wieku) można 

tłumaczyć dwojako: albo mniejszą emigracją nowych, dojrzałych limfocytów T z 

grasicy, bądź rozprzestrzenianiem się dojrzałych limfocytów CD4
+
 na obwodzie, w 

odpowiedzi na stymulację antygenową. Udowodniono, że proliferacja nie ma 

wpływu na bezwzględną liczbę TRECs, a zwiększenie liczby komórek T poprzez 

proliferację wywołuje zmniejszenie względnej ilości TRECs w danej populacji 

komórek (79). 
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• Podwyższenie proporcji limfocytów CD4
+
, które nie posiadają na swojej 

powierzchni cząsteczki CD28, określanych jako komórki CD4
+
CD28

-
. Podobnie jak 

u ludzi w podeszłym wieku, większy odsetek tej subpopulacji występuje u pacjentów  

z  R.Z.S.  w porównaniu do zdrowych ochotników w tym samym wieku (3, 51,52). 

Podobnie jak u osób zdrowych, wykazano, że klony komórek o takiem fenotypie nie 

są komórkami nieaktywnymi; wykazano, że produkują one cytokiny t.j. IFNγ, IL-2, 

IL-4, nie tylko spontanicznie, ale także w wyniku aktywacji (80). 

 

 

1.5. Proliferacja limfocytów CD4+. 

 

Istnieją  dwa procesy regulujące liczbę komórek w organizmie, są nimi:  

proliferacja i apoptoza (81-83). 

Normalne ludzkie komórki posiadają ograniczoną zdolność namnażania się w 

hodowli, tzw. limit Hayflicka - graniczna liczba podziałów do jakiej zdolna jest 

komórka, która nie ulega transformacji nowotworowej. Po osiągnięciu określonej 

liczby populacji, komórki przestają się dzielić i wchodzą w stan replikacyjnej 

starości (pojawienie się charakterystycznych zmian morfologicznych i 

czynnościowych, określanych jako fenotyp komórek starych). Komórki znajdujące 

się w stanie replikacyjnej starości charakteryzują się, poza obniżoną aktywnością 

proliferacyjną, zmianami w aktywności wielu enzymów i ekspresji genów, zmianami 

wydzielania cytokin i czynników wzrostu (84-86). 

Ludzkie limfocyty dzielą się pod wpływem stymulacji antygenowej in vivo 

lub mitogenowej in vitro raz na około 15-20 godzin (87- 89). U zdrowych osób 

produkcja limfocytów jest adekwatna do aktualnej potrzeby organizmu i jest to 

regulowane przez eliminację apoptotyczną (activation – induced cell death, AICD). 

Niekontrolowane podziały komórkowe są jednym z czynników 

predysponujących prawidłowe komórki do transformacji nowotworowej  (90, 91). 

Ewolucyjnie organizmy wykształciły co najmniej dwa mechanizmy, które hamują 

niekontrolowane podziały komórkowe i zapobiegają nowotworom: starzenie się 

(prowadzi do nieodwracalnego zatrzymania podziału komórek) i apoptozę  (92- 94). 
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Prawidłowy przebieg cyklu komórkowego jest zależny od prawidłowego 

współdziałania cyklinozależnych kinaz (CDK) z cyklinami (białkowe aktywatory), 

czego wynikiem jest ekspresja genów, których produkty odgrywają istotną rolę w 

procesie podziału. Warunkiem przejścia komórki z fazy G1 do S, a tym samym 

rozpoczęcia następnych etapów cyklu komórkowego, jest fosforylacja, która 

inaktywuje białko pRb i uwolnienie będącego z nim w kompleksie czynnika 

transkrypcyjnego E2F, który aktywuje geny niezbędne w fazie S (95-97). 

Wiadomo, że niestymulowane limfocyty krwi obwodowej są w fazie G0 

cyklu komórkowego, i dopiero po odebraniu odpowiedniego sygnału aktywacyjnego 

(kontaktu ze swoistym dla siebie antygenem in vivo lub miogenem in vitro) mogą 

wejść w cykl komórkowy i rozpocząć proliferację (48).  

Wiadomo również, że przejście G0�G1 i sama faza G1 jest najdłuższą i 

najbardziej regulowaną fazą cyklu komórkowego (98). 

Jeden z głównych czynników, który decyduje o efektywnej odpowiedzi 

immunologicznej jest wydolność proliferacyjna limfocytów T (zdolność limfocytów 

T do maksymalnej liczby podziałów, których efektem są klony żywych komórek 

efektorowych). Jak już wspomniałam, limfocyty T osób chorych na R.Z.S. 

prezentują dwie, po części sprzeczne, charakterystyki: z jednej strony wykazują 

cechy komórek bardzo aktywnych, intensywnie namnażających się i produkujących 

cytokiny, z drugiej zaś, cechy komórek ‘starych’, o obniżonej aktywności (w tym 

proliferacyjnej). Do tej pory obniżenie aktywności proliferacyjnej limfocytów osób 

chorych na R.Z.S. obserwowano głównie stosując metodę wbudowania 

radioaktywnej tymidyny, które pozwala jedynie na na określenie intensywności 

syntezy DNA w badanych komórkach (99-101). W związku z tym nie wiadomo, czy 

obniżona aktywność proliferacyjna limfocytów T u osób chorych na R.Z.S., 

związana jest z ich proliferacyjną starością (obniżenie zdolności do podziału), czy 

zmianami w dynamice cyklu komórkowego.  

Niedawno opublikowano badania dotyczące proliferacji limfocytów CD4 i 

CD8 pochodzących od zdrowych osób w podeszłym wieku, wykonane techniką DCT 

(ang. Dividing cell tracking), pozwalającą na zbadanie parametrów cyklu 

komórkowego z równoczesnym określeniem fenotypu badanych komórek (102, 

103). Badania te potwierdziły, że globalna efektywność proliferacyjna (całkowita 
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liczba powstających komórek) jest obniżona u osób starszych, natomiast komórki T 

jeszcze zdolne do podziału, dzielą się szybciej, a jedynie przejście z fazy G0 do fazy 

G1 następuje w nich z opóźnieniem. To ostatnie zjawisko jest bezpośrednio 

skorelowane z poziomem ekspresji CD28 na badanych limfocytach.  Wspomniane 

wyżej podobieństwa pomiedzy właściwościami limfocytów T osób chorych na 

R.Z.S. i zdrowych osób w podeszłym wieku sugerują, że dopuszczalna jest hipoteza, 

iż komórki osób chorych na R.Z.S. będą zachowywały się podobnie do limfocytów 

zdrowych starszych osób także w odniesieniu do dynamiki ich proliferacji. 

Poziom  proliferacji limfocytów CD4
+
 zależy od rodzaju stymulatora, 

poziomu produkcji cytokin, współistnienia chorób modulujących odpowiedź 

immunologiczną i od wieku (104).  

Badania zdolności proliferacyjnej i czynności limfocytów T w wyniku 

stymulacji in vitro, takie jak m.in. ocena wbudowania trytowanej tymidyny, 

produkcji niektórych cytokin, czy „sygnału wapniowego” przeciwciałem anty-CD3, 

wskazują na obniżenie, opisanych powyżej, parametrów (zmniejszenie liczby 

TRECs, czy skrócenie telomerów) w limfocytach T osób chorych na  R.Z.S., 

sugerując zmniejszenie zdolności proliferacyjnych (105).  

U osób zdrowych w podeszłym wieku również obserwujemy, takie cechy jak 

np. zmniejszenie liczby TRECs, czy skrócenie telomerów, a także obniżenie 

zdolności proliferacyjnych, co uważane jest za zjawisko fizjologiczne, związane ze 

starzeniem się organizmu. Obserwacja identycznych właściwości limfocytów T osób 

cierpiących na reumatoidalne zapalenie stawów, może więc sugerować istnienie 

zjawiska przyspieszonego starzenia układu immunologicznego (102). 

Powyższe różnice w potencjale proliferacyjnym limfocytów T, pochodzących 

od chorych na R.Z.S., mogą częściowo wynikać ze zmienionych proporcji 

zasadniczych subpopulacji limfocytów T u tych osób. Stwierdzono między innymi, 

że stymulacja limfocytów T od chorych na R.Z.S. przy użyciu przeciwciał anty-CD3 

i cytokin, których rolą jest ‘polaryzacja’ odpowiedzi komórkowej w kierunku 

fenotypu Th1 lub Th2, prowadzi do zaburzenia tej polaryzacji z przewagą fenotypu 

Th1 i nadprodukcją cytokin dla niego charakterystycznych, np. γ-IFN, co zaprzecza 

teorii, że komórki T osób chorych na R.Z.S. wykazywały wyłącznie ‘starcze’ 

obniżenie funkcji. (106). 
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Obniżenie zdolności do proliferacji jest kojarzone z wspomnianą powyżej 

utratą przez część limfocytów T antygenu CD28, oraz z obniżoną zdolnością 

ulegania apoptozie (3,51,52). Wykazano, że u chorych na R.Z.S. odsetek komórek 

CD4 pozbawionych CD28 może sięgać nawet 40% wszystkich krążących 

limfocytów CD4
+
 i ponad 70% limfocytów CD8

+
, podczas gdy u zdrowych 

odpowiednio 5 i 35%. Taka sytuacja może być przyczyną zaburzeń funkcji 

limfocytów T osób chorych na R.Z.S. 

Pomimo wcześniej wspomnianej regulacji genu CD28 poprzez sekwencje α i 

β i stwierdzonej zależności pomiedzy poziomem TNF, a ekspresją CD28, nie znamy, 

jak dotychczas, mechanizmów powstawania komórek CD4
+
 pozbawionych ekspresji 

CD28; nie wiadomo czy należą one do oddzielnej linii rozwojowej, czy powstają z 

komórek wykazujących początkową ekspresję antygenu CD28. Wśród badaczy 

zajmujących się immunologią przeważa pogląd, że limfocyty które nie wykazują 

ekspresji CD28 powstają z limfocytów CD4
+
CD28

+
 pod wpływem ich aktywacji lub 

proliferacyjnego starzenia, w wyniku czego uważane są one za komórki ‘stare 

immunologiczne’ (26,107). 

Samo stwierdzenie wspomnianych podobieństw właściwości proliferacyjnych 

i innych czynności limfocytów CD4
+ 

od osób chorych na R.Z.S. i zdrowych osób w 

podeszłym wieku nie wyjaśnia jednak mechanizmu(ów) tych podobieństw i 

zwłaszcza „przyspieszonego starzenia” komórek CD4
+
 od chorych na R.Z.S. 

Stwierdzenie, że istotny mechanizm kontroli proliferacji, jakim jest poziom ekspresji 

CD28, zależny od prawidłowej interakcji pomiedzy określonymi sekwencjami DNA 

w obrębie minimalnego promotora genu CD28 a pewnymi białkami jądrowymi, 

prawdopodobnie występuje także jako element regulujący ekspresję genu receptora 

RARβ2, należącego do mechanizmów bezpośrednio kontrolujących proliferacje 

różnych typów komórek sugeruje, że być może w limfocytach CD4
+
 istnieją także 

inne, analogicznie regulowane geny, których ekspresja jest istotna dla poziomu 

proliferacji tych komórek. 
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2. CEL PRACY 

 
 

           Celem pracy była: 

 

• Ocena aktywności proliferacyjnej limfocytów CD4
+
 osób chorych na R.Z.S., w 

porównaniu ze zdrowymi. 

 

• Próba identyfikacji możliwych genów koregulowanych z CD28 i ocena poziomu ich 

ekspresji w limfocytach CD4
+
 osób chorych na R.Z.S., w porównaniu ze zdrowymi 

ochotnikami w podobnym wieku. 

 

• Poszukiwanie związku możliwych zaburzeń ekspresji badanych genów w 

limfocytach CD4
+
 z zaburzeniami cyklu komórkowego u chorych na R.Z.S.  
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   3. MATERIAŁY I METODY. 

 

 3.1. Charakterystyka badanych osób. 

 

 Do grup badanych zakwalifikowano 40 osób chorych na reumatoidalne 

zapalenie stawów (33 kobiet, 7 mężczyzn, średni wiek 47,09±16,28 lat, zakres od 21 

do 98) oraz 30 zdrowych osób (21 kobiet, 9 mężczyzn, średni wiek 44,01±17,45 lat, 

odchyl. stand., zakres od 25 do 70 lat). Chorzy na R.Z.S.  kwalifikowani byli przez 

lekarzy ze Szpitala Reumatologicznego w Sopocie, na podstawie obowiązujących 

kryteriów (American College of Rheumatology, ACR) (108).  U pacjentów oceniano 

stan kliniczny: określano bolesność dla 28 stawów (współczynnik TEN28), obrzęk 

dla 28 stawów (SW28) oraz wizualną analogową skalę bólu (WAS). W 

szczególności, u wszystkich chorych oznaczano wskaźnik DAS-28 (według 

kryteriów ustalonych przez The European League Against Rheumatism (EULAR) 

(109), co pozwoliło na ocenę stopnia aktywności choroby w momencie badania.  

Czas trwania choroby wynosił od 2 miesięcy do 22 lat (średnio 3,2 lata). 21 chorych 

poddano badaniom bezpośrednio po rozpoznaniu choroby (przed podjęciem leczenia 

farmakologicznego), natomiast pozostali w momencie opisywanych badań 

przyjmowali głównie metotrexat, encorton, a także  anty-TNFα (Remicade
TM

) w 

dawkach typowych dla leczenia R.Z.S. Zdrowi ochotnicy rekrutowali się spośród 

studentów, pracowników, rodzin. Stan zdrowia osób w wieku powyżej 65 lat 

oceniano w kierunku spełniania kryteriów ‘protokołu Seniora’ (110). Z obydwu grup 

badanych wykluczono osoby wykazujące cechy ostrego procesu zapalnego, trwającej 

infekcji, chorujące na cukrzycę i inne choroby układu dokrewnego, a także na 

nowotwory i/lub  choroby przewlekłe układu krążenia, oddechowego i 

wydalniczego. 

 W ramach oceny stanu klinicznego u chorych na R.Z.S. wykonano  

podstawowe badania hematologiczne (morfologia krwi) oraz badania określające 

uogólniony stan zapalny, takie jak: stężenie białka C-reaktywnego w surowicy (CRP) 

i odczyn opadania krwinek czerwonych po 1 godzinie (OB). Większość z 

podstawowych badań laboratoryjnych (morfologia krwi) nie wykazywało odchyleń 

od wyników prawidłowych; jedynie stwierdzono istotnie podwyższony poziom 
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płytek krwi (R.Z.S. 338,76±119,62(odch.stand.), zdrowi 256,78±42,09 p=0,007 

Nzdr= 20 NRZS = 38), co jest zgodne z wcześniejszymi obserwacjami (111). 

 

 

 

 

 

 

 

Ryc.5.  Schemat procedur doświadczalnych. 
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3.2. Izolacja jednojądrzastych komórek krwi obwodowej od 

osób zdrowych oraz pacjentów z R.Z.S. 

 

Ogólny schemat procedur doświadczalnych pokazano na Ryc. 5. 

Jednojądrzaste komórki krwi obwodowej (PBMC) izolowano jałowo metodą 

flotacji na gradiencie płynu do izolacji limfocytów. Krew żylną pobraną na EDTA 

wirowano w gradiencie gęstości Histopaque
TM 

1077 (Sigma Chemical Co., USA), 

następnie pobierano warstwę limfocytów i monocytów, odpłukiwano płyn izolacyjny 

i zawieszano w kompletnym środowisku hodowlanym RPMI 1640 (Sigma Chemical 

Co., USA) zawierającym 10% surowicy płodowej cielęcej (FCS, Sigma Chemical 

Co., USA), 2 mM L-glutaminy (Sigma Chemical Co., USA), 50 U/ml penicyliny 

oraz 50 µg/ml streptomycyny (Sigma Chemical Co., USA). Komórki liczono przy 

użyciu kamery hematologicznej Burkera oraz oceniano żywotność komórek przy 

użyciu metody barwienia błękitem trypanu (Sigma Chemical Co., USA). 

 

 

3.3. Hodowle komórkowe. 

 

3.3.1.  Zakładanie hodowli komórkowych. 

 

 W pracy stosowano nową metodę oceny proliferacji limfocytów przy użyciu 

cytometrii przepływowej, określaną jako DCT (ang. Dividing cell tracking) (60,112). 

Metoda ta umożliwia śledzenie podziałów komórkowych za pomocą przyżyciowego 

barwnika fluorescencyjnego CFSE (ang. carboxyfluorescein diacetate succinimidyl 

ester, Sigma Chemical Co., USA), który ma zdolność wbudowywania się trwale do 

komórek i ulega rozcieńczeniu w stosunku 1:2 przy każdym podziale komórkowym 

(112) (Ryc.6). Pozwala to zaobserwować liczbę podziałów komórkowych, liczbę 

komórek prekursorowych, które odpowiedziały na stymulację, czas trwania 

pojedynczego cyklu komórkowego jak również czas przejścia limfocytów T 

spoczynkowych fazy G0 do aktywnej fazy cyklu G1 (112). Równocześnie możliwe 

jest badanie fenotypu powierzchni po barwieniu odpowiednimi przeciwciałami. 
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      Ryc. 6.  Zasada metody oceny proliferacji z użyciem CFSE . 

 

Sterylne, 24-dołkowe, hodowlane płytki plastikowe (Becton Dickinson, 

USA), pokrywano przeciwciałem anty-CD3 (BD Pharmingen USA, 1mg/ml) w 

stężeniu 1µg/ml i pozostawiano na 24 godziny w temperaturze 4
0
C w celu związania 

przeciwciała z powierzchnią plastiku (immobilizacji). Po tym czasie nadmiar 

przeciwciała usuwano, a dołki przepłukiwano zimnym PBSem. Tak przygotowane 

płytki były używane do hodowli PBMC.  

 Komórki PBMC nieznakowane lub znakowane 2µM CFSE przez 15 minut w 

ciemności i w temperaturze 37
0
C zawieszano w kompletnym środowisku 

hodowlanym i nanoszono do dołków w płytkach hodowlanych uprzednio 

opłaszczonych przeciwciałem anty-CD3 oraz do dołków nie opłaszczonych 

traktowanych jako kontrola, w ilości 2x10
6
 /dołek. Komórki inkubowano w 

temperaturze 37
0
C, w atmosferze 5% CO2 o 100% wilgotności. Hodowla 

prowadzona była przez 5 dni (120 godzin), komórki pobierano z płytki po 72 i 120 

godzinach,  płukano, liczono, a następnie oceniano parametry cyklu komórkowego 

metodą cytometrii przepływowej (DCT). Obliczenia dotyczące parametrów 

proliferacji na podstawie danych wykonywano programem „Progeny 
© 

16.3”      

(autor J.M. Witkowski, AM Gdańsk, 60). W celu odróżnienia populacji 

proliferujących limfocytów umożliwiającego ich dalszą analizę, po zakończeniu 

hodowli zawiesinę komórek znakowanych CFSE barwiono zewnątrzkomórkowo 

odpowiednimi kombinacjami przeciwciał PE-Cy5/anty-CD4 (DAKO Cytomation, 
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Dania) PE/anty-CD28 (Becton Dickinson USA), PE-Cy5/anty-CD8  (DAKO 

Cytomation, Dania) i poddawano analizie cytometrycznej.  

 

3.4. Izolacja limfocytów CD4+. 

 

Izolacja limfocytów CD4
+
 prowadzona była po izolacji PBMC oraz (w celu 

uzyskania odpowiedniej liczby stymulowanych limfocytów CD4
+
) po 120 godzinach 

hodowli z immobilizowanym przeciwciałem anty-CD3. Komórki oczyszczane były 

dwiema metodami negatywnej selekcji magnetycznej, metodą kolumnową (za 

pomocą separatora kolumnowego MACS, Miltenyi Biotech) i  probówkową (Dynal 

Biotech). Dwóch metod izolacji używano, ponieważ po 120 godzinnej hodowli 

wielkość komórek uniemożliwiała izolację metodą kolumnową (komórki z trudem 

przeciskały się przez kolumnę, przez co drastycznie zmniejszał się uzysk 

izolowanych komórek). Dlatego też komórki CD4
+
 po 120 godzinnej hodowli 

separowano metodą probówkową.  

Czystość populacji komórek CD4
+
, pomiędzy tymi dwiema metodami, była 

porównywalna i oscylowała pomiędzy 90-96% (ocena cytometryczna). Badano 

również żywotność komórek metodą barwienia błękitem trypanu, która podobnie jak 

w przypadku świeżo izolowanych komórek PBMC wynosiła zawsze powyżej 95%. 

Na komórkach CD4
+
, pochodzących z PBMC (ex vivo, bez hodowli), jak 

również po 72h i 120h hodowli, wykonano doświadczenia celem wykrycia różnic w 

ekspresji badanych genów. Ponieważ w pilotowych badaniach nie stwierdzono 

wpływu 72h i 120h hodowli na poziom ekspresji badanych genów, dalsze badania 

wykonywano na komórkach CD4
+
 wyizolowanych po 120 godzinnej hodowli 

(przede wszystkim ze względu na liczebność uzyskiwanych komórek CD4
+
).  

   

3.4.1.  Metoda kolumnowa negatywnej separacji magnetycznej  

         (Miltenyi Biotech Macs CD4+ T Cell Isolation Kit). 

 

Zasadą tej metody jest bezpośrednie wyizolowanie komórek CD4
+
 

pochodzących z  ludzkich PBMC. Pozostałe komórki, takie jak np. komórki B, 

monocyty, komórki NK, komórki dendrytyczne i inne są magnetycznie usuwane 
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przy użyciu koktajlu z przeciwciał: CD8, CD11b, CD16, CD19 i CD56, z którymi 

łączą się ziarna magnetyczne MACS MicroBeads, co powoduje że tak wyznakowane 

komórki są zatrzymywane w siatce ferromagnetycznej w MACS kolumnie w 

przyłożonym zewnętrznym polu magnetycznym. 

Po wyizolowaniu PBMC z krwi obwodowej  usuwano  supernatant i osad 

zawieszano w buforze (PBS, 0,5% albumina z surowicy bydlęcej i 2 mM EDTA) na 

1 x 10
7 

komórek. Następnie dodawano Hapten–antibody Cocktail i inkubowano 

przez 10 min w temp. 6 – 12
o
C , po wypłukaniu i odwirowaniu komórek dodawano 

MACS Anti-Hapten MicroBeads i inkubowano 15 min. w temp. 6 – 12
o
C. 

Wypłukane i odwirowane komórki zawieszano w buforze do izolacji i nanoszono na 

uprzednio przygotowaną kolumnę. Zbierano eluat, jako negatywną frakcję, 

reprezentującą komórki Th CD4
+
. Komórki liczono, płukano i wirowano w celu 

zagęszczenia zawiesiny, część komórek używano do wybarwienia 

powierzchniowego celem sprawdzenia czystości zebranych CD4
+
, natomiast resztę 

komórek, po usunięciu supernatantu, poddawano głębokiemu mrożeniu w ciekłym 

azocie i przechowywano w temperaturze -80
0
C do dalszych badań. 

 

3.4.2. Metoda probówkowa negatywnej separacji magnetycznej  

(Dynal Biotech, CD4 Negative Isolation Kit). 

 

Podobnie, jak metoda kolumnowa opisana powyżej, metoda probówkowa  

polega na wyseparowaniu ludzkich komórek T CD4 przy użyciu ziaren 

magnetycznych i mieszaniny przeciwciał. Ta mieszanka przeciwciał (CD14, CD16, 

CD56, CD36, CD8, HLA Class II DR/DP i Glikoforyna A) umożliwia oddzielenie 

nieinteresujących nas komórek, i ziarna magnetyczne mają za zadanie związać się z 

tymi komórkami, co pozwala na oczyszczenie populacji komórek CD4 . 

Wyizolowane PBMC z krwi obwodowej  zawieszano w buforze PBSu i 0,1% 

albuminy z surowicy bydlęcej. Następnie na 1 x 10
7 

komórek dodawano  20 µl FCS 

(płodowa surowica cielęca, Sigma Chemical Co., USA) i 20 µl mieszaniny 

przeciwciał, inkubowano przez 10 min w temp. 6 – 12
o
C , po wypłukaniu buforem 

PBSu i 0,1% albuminy z surowicy bydlęcej i odwirowaniu komórek (1300 rpm, 8 

min., wirówka MPW 342) dodawano Dynal MicroBeads i inkubowano 15 min. w 

temperaturze pokojowej. Po tym czasie zawiesinę mieszano i dodawano 2 ml buforu 



 30 

do separacji, inkubowano 2 min. w temperaturze pokojowej w statywie 

probówkowym z polem magnetycznym, supernatant odpipetowano do kolejnej 

probówki. Komórki wirowano, liczono i płukano (jak wyżej), część komórek 

używano do wybarwienia powierzchniowego celem sprawdzenia czystości 

zebranych CD4
+
,  resztę poddawano głębokiemu mrożeniu w ciekłym azocie i 

przechowywano w temperaturze -80
0
C do czasu dalszych badań. 

 

3.5.  Ocena fenotypu badanych komórek poprzez 

znakowanie antygenów powierzchniowych.  

  

Komórki PBMC pobrane jałowo, tuż po izolacji, jak również po  hodowli z 

immobilizowanym anty-CD3 lub/i z barwnikiem przyżyciowym CFSE,  płukano 

dwukrotnie w PBS (buforowana fosforanami sól fizjologiczna, Sigma Chemical Co., 

USA) poprzez wirowanie przez 7 minut przy 1300 obr./min. (500 g, Eppendorf 

Centrifuge 5810R). Próbkę do znakowania przeciwciałami stanowiło 200 tys. 

komórek zawieszonych w 100 µl PBS w probówkach cytometrycznych (Falcon, 

Becton Dickinson USA). Następnie inkubowano komórki przez 30 minut na lodzie z 

następującymi przeciwciałami: 

- FITC/anty-CD3, PE/anty-CD25, PE/anty-CD28, PE-/anty-CD95, PE-

Cy5/anty-CD4,  PE-Cy5/anty-CD8 (wszystkie wymienione wyżej przeciwciała z 

firmy DAKO Cytomation, Dania); 

- PE/anty-CD69, PE-/anty-HLA-DR, PE-Cy5/anty-CD16
+
56

+ 
(wszystkie 

wymienione wyżej przeciwciała z firmy Becton Dickinson USA); 

w ilości 5 µl na próbkę w celu określenia cech fenotypowych i oceny zmian ekspresji 

antygenów w wyniku stymulacji.  

 Kontrolą izotypową była mieszanina sprzężonych z fluorochromami mysich 

immunoglobulin bez swoistości antygenowej (FITC/IgG1 + PE/IgG2a + PE-

Cy5/IgG1, DAKO Cytomation, Dania), używana również w ilości 5 µl na 100 tys. 

komórek. 

 Po upływie 30 minut komórki płukano jednokrotnie w 3 ml PBS (wirowanie 

przy 1300 obr./min. przez 7 minut (wirówka Eppendorf Centrifuge 5810R), 
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następnie zawieszano w PBS i przechowywano na lodzie, aż do momentu analizy 

cytometrycznej. 

 

3.5.1. Pomiary cytometryczne i analiza wyników. 

 

Ekspresję powierzchniową antygenów badano metodą cytometrii 

przepływowej używając cytometru FACScan (Becton Dickinson, USA). Dane dla 

każdej próbki zbierano z 20 000  komórek PBMC używając oprogramowania 

CellQuest (BD, USA). 

Wyniki analizowano z użyciem programu komputerowego WinMDI w. 2.9.   

(J. Trotter, The Scripps Research Institute, USA) umożliwiającego ocenę odsetka 

komórek różniących się fenotypem oraz graficzne przedstawienie dystrybucji 

znakowanych komórek. 

 

 

       3.6. Poszukiwanie  genów aktywnych w limfocytach CD4+, 

zawierających sekwencje homologiczne do regulacyjnej 

sekwencji α w genie CD28. 

 

 Jak już wspomniałam we wstępie (pkt. 1.3.1), wykazano że obniżenie 

ekspresji CD28  występujące u osób w podeszłym wieku i u chorych na R.Z.S. 

wynika z braku ekspresji specyficznego kompleksu jądrowych białek regulujących tę 

ekspresję przez wiązanie się do odpowiednich miejsc w minimalnym promotorze 

genu dla CD28; określanych jako  α i β (25,58). Obserwacja homologicznej do α 

sekwencji w promotorze genu receptora kwasu retinowego RARβ2 kontrolującego 

proliferację wielu typów komórek świadczy, że sekwencja ta nie jest unikatowa, i 

być może znajduje się w obszarze promotora lub okolicy regulatorowej innych 

genów, których ekspresja może być związana z aktywacją i/lub proliferacją 

limfocytów T. 
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 W celu odnalezienia takich genów przeszukano bazę danych GenBank 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) używając programu on-line 

NCBI Blast-n (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) pod kątem sekwencji 

homologicznych do sekwencji α. Wykryto trzy sekwencje o wysokiej homologii do 

sekwencji α, zlokalizowane w obszarze promotorowym lub stosunkowo blisko 

genów, o których wiadomo, że   ulegają one ekspresji w ludzkich limfocytach T i/lub 

mogą mieć znaczenie dla badanych zjawisk. Podstawowymi kryteriami były: 

wielkość homologii oraz lokalizacja sekwencji w pobliżu genu wskazująca na 

możliwość jej udziału w regulacji ekspresji. Genami tymi są: znany i opisany 

wcześniej RARβ-2, GRAP-2, i  KLOTHO (patrz niżej).  

 

 

3.7. Wykrywanie produktu badanych genów w komórkach 

CD4+ techniką łańcuchowej reakcji polimerazy (RT-

PCR).  

 

3.7.1. Izolacja całkowitego RNA. 

 

Ze wszystkich zamrożonych porcji komórek (2 mln) izolowano całkowite 

RNA za pomocą odczynnika TRIREAGENT (Sigma Chemical Co., USA). 

Po zwirowaniu próbek (wirówka Sigma 2K15) z szybkością  2,500 rpm (500g) przez 

3 min, dodawano 1 ml TRIREAGENT do każdej probówki, inkubowano wytrząsając 

w temp. pokojowej przez 5 min, następnie dodawano 200 µl  mieszaniny 

chloroformu i alkoholu izoamylowego (24:1, Sigma Chemical Co., USA).   

W międzyczasie przygotowywano nowe probówki z 500 µl izopropanolu i 

przechowywano w temp. -20 °C. 

Po zwirowaniu (szybkość 13000 rpm (15000 g) przez 30 min.), zbierano 

czystą wodną warstwę górną (ok. 500 µl) zawierającą RNA, a wolną od białka i 

DNA, przenoszono do probówek z przygotowanym wcześniej izopropanolem i 

umieszczano próbki w temp. – 80
0
C, co najmniej na noc.  
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 Po 24 godzinach  zwirowywano  próbki  (temp. 4
o
C, przez 30 min. z 

szybkością 13000 rpm (15000 g)), następnie usuwano supernatant. Do osadu 

dodawano  1 ml 75% alkoholu etylowego i energicznie mieszano, następnie próbki 

odwirowywano (szybkość 13000 rpm, w temp. 4
0
C przez 10 min.) i usuwano 

supernatant powtarzając powyższą procedurę. Tak wypłukane próbki RNA suszono 

przy użyciu wirówki próżniowej (firmy JWElectronic, Polska), w temp. 30
0
C przez 

15 min. do momentu pozostania małej kropli na dnie. Stężenie uzyskanego RNA 

oceniano na podstawie stosunku gęstości optycznych przy długościach fali 260 nm i 

280 nm, przy użyciu spektrofotometru Biophotometer Eppendorf. 

 

 

3.7.2. Reakcja syntezy cDNA. 

 
Przy użyciu matrycowego RNA, uzyskanego jak w pkt. 3.7.1., 

przeprowadzano reakcję syntezy cDNA standardową techniką odwrotnej 

transkrypcji, stosując zestaw Improm-II 
TM 

Reverse Transcription System, 

PROMEGA.  

Pierwszym etapem jest łączenie matrycowego RNA i primera cDNA oligo-

dT. Probówki  umieszczano w temperaturze 70
o
C (ThermoBlock TDB-120, 

BIOSAN) na 5 min. i po tym czasie natychmiast schładzano na lodzie przez 5 min., 

następnie wirowano przez 10 s, aby zebrać kondensat i próbki trzymano na lodzie do 

momentu dodania mieszaniny z odwrotną transkryptazą. 

           Drugi etap to odwrotna transkrypcja przeprowadzana przy użyciu enzymu 

odwrotnej transkryptazy, inhibitora rybonukleazy,  mieszaniny dNTP, jonów 

magnezu, 5 x buforu do reakcji RT, wody wolnej od RNAz w stężeniach zgodnych z 

rekomendacją producenta (Improm-II 
TM 

Reverse Transcription System, Promega). 

Trzecim etapem jest etap przyłączania enzymu; próbki umieszczano w bloku 

grzewczym w temperaturze 25
o
C na 5 min. Czwarty etap zwany wydłużaniem 

polega na inkubacji próbek w 42 
0
C przez 60 min., następnie 15 min. w 70

o
C, aby 

zinaktywować odwrotną transkryptazę. Wytworzone cDNA przechowywano w 

temperaturze -20
0
C do czasu wykonania łańcuchowej reakcji polimerazy. 
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3.7.3. Łańcuchowa reakcja polimerazy (PCR). 

 

Łańcuchową reakcję polimerazy ze starterami dla badanych genów: 

KLOTHO, GRAP-2, RAR-β2 (produkcja: DNA-Gdańsk II) oraz β-aktyny 

(PROMEGA) jako genu referencyjnego, prowadzono w termocyklerze Master 

Cycler Personal (Eppendorf), używając następujących odczynników: bufor 

polimerazy DNA wolny od jonów Mg
2+

, roztwór MgCl2,  PCR mieszanina 

nukleotydów (DTP), matryca oraz termostabilna  polimeraza Taq  i  H20 w 

stężeniach zgodnych z rekomendacją producenta (zestaw do PCR, PCR Core 

System, PROMEGA).  Liczba cykli oraz odpowiednia temperatura przyłączania 

zostały wytypowane po wcześniejszym przeprowadzeniu doświadczenia, w którym 

wykonano reakcje PCR uwzględniając gradient temperatur i stosując różną ilość 

powtórzeń cyklu dla poszczególnych genów (w aparacie Master Cycler Gradient, 

Eppendorf). Zastosowana liczba powtórzeń cyklu była charakterystyczna dla 

poszczególnych starterów i gwarantowała wykładniczy przebieg amplifikacji.   

Ostatecznie stosowano następujące warunki reakcji: wstępna denaturacja  

94°C przez 10 min., następnie 32 cykle dla genów KLOTHO i GRAP-2, a 30 cykli 

dla genu RARβ2 - 94°C, 30 s, temperatura przyłączania  55°C, 30 s, temperatura 

wydłużania  72°C, 30 s, po ostatnim cyklu:  terminacja 72°C   przez   10 min., 

zakończenie reakcji w 4°C.   

Sekwencje starterów dla KLOTHO, GRAP-2 i RARβ2 zostały 

zaprojektowane z pomocą programu Primer3 Input (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi) (Tab.1). Swoistość starterów dla ludzkich genów 

została potwierdzona za pomocą programu NCBI BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). W przypadku β-aktyny zastosowano parę 

starterów oferowanych przez  PROMEGA, USA). 

Do oceny produktów RT-PCR zastosowano metodę rozdziału 

elektroforetycznego w 2% żelu agarozowym (agaroza- Sigma Chemical Co., USA) z 

bromkiem etydyny (2 µl 10mg/ml, Sigma Chemical Co., USA) z buforem TBE 

(108g Tris - Bio-Rad Laboratories, Niemcy; 55g kwas borowy- POCh „Chemia”, 

Gliwice; 0,5M EDTA- POCh „Chemia”, Gliwice; dopełnione wodą do 1l, pH=8,3). 

 

 



 35 

  Gen sekwencje starterów 

 β-aktyna P  5’ CACCTTCACCGTTCCAGTTT 3’ 

L  5’ GTCCACCTTCCAGCAGATGT 3’ 

 KLOTHO   L  5’GCTTTCCTGGATTGACCTTG 3’ 

 P  5’ TGTAACCTCTGTGCCACTCG 3’ 

 RARβ2 P  5’ GGGTCAATCCACTGAAGCAT 3’ 

L  5’ CTGGGAAAAAGACCAACAGC 3’ 

 GRAP-2 P   5’ CACTTCAAGGTCATGCGAGA 3’ 

L   5’ TTCATCGAAGGTCGGATTTC 3’ 

    

             Tab. 1.   Sekwencje zastosowanych starterów  

                   P – sekwencja sensowna 

                   L-sekwencja antysensowna 

 

3.7.4. Elektroforeza agarozowa.  

 

Próbki nanoszono w ilości 12 µl/studzienkę, równocześnie prowadzono 

rozdział wzorca masowego 50-3000bp (Sigma Chemical Co., USA). 

Elektroforetyczny rozdział produktów prowadzono w aparacie do elektroforezy w 

żelu agarozowym SUBMINI prod. Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne, przy 

stałym napięciu 100 V przez 40-60 minut. Po przeprowadzeniu elektroforezy 

fluorescencję indukowano światłem UV i zbierano w aparacie do archiwizacji żeli 

GDS-8000 System (UVP Bioimaging System, Wlk. Brytania). Uzyskane obrazy 

zapisywano komputerowo w formie cyfrowej i  analizowano densytometrycznie.   

 

3.7.4.1. Analiza żeli 
 

Analiza densytometryczna, umożliwiająca oznaczenie aktywności genów, 

została przeprowadzona przy pomocy programu komputerowego Scion Image 
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(National Institutes of Health, USA, 

(http://www.scioncorp.com/pages/scion_image_windows.htm). W analizie 

wykorzystano ekspresję genu β-aktyny (referencyjnego), jako standard (100%) do 

którego porównywano poziom ekspresji pozostałych genów.  

 

3.8. PCR w czasie rzeczywistym (Real Time PCR). 

 

W pracy została zastosowana metoda PCR w czasie rzeczywistym przy 

użyciu barwnika fluorescencyjnego SYBR Green I, łączącego się z mniejszą bruzdą 

dsDNA, ale nie wiążącego się z  ssDNA. W celu analizy ilościowej uprzednio 

przygotowano krzywe wzorcowe dla relacji między ilością DNA a wielkością 

sygnału fluorescencyjnego dla każdego z badanych genów. 

     

3.8.1. Krzywe wzorcowe 

3.8.1.a.  PCR  

 

Celem uzyskania produktów niezbędnych do wykonania krzywych 

wzorcowych, łańcuchową reakcję polimerazy ze starterami dla badanych genów 

prowadzono, używając następujących odczynników: startery (jak w Tab.1,  2,5 µM), 

bufor polimerazy DNA wolny od jonów Mg
2+

, roztwór MgCl2,  PCR mieszanina 

nukleotydów, matryca oraz termostabilna  polimeraza Taq  i  H20,  stosując warunki 

reakcji opisane w punkcie 3.7.3. Następnie dokonywano rozdziału 

elektroforetycznego otrzymanych produktów w 2% żelu agarozowym, analogicznie 

do procedury opisanej w punkcie 3.7.4. 
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3.8.1.b.  Izolacja DNA z żelu agarozowego (zestaw Gel-Out, A&A 

BIOTECHNOLOGY). 

 

Żel agarozowy zawierający interesujące nas DNA  rozpuszczano w roztworze 

R7S zawierającym sole chaotropowe. W następnej fazie dodawano izopropanol i  

próbkę nanoszono na minikolumnę z żywicą krzemionkową. DNA przechodząc 

przez złoże wiąże się z nim, podczas gdy zanieczyszczenia przepływają wolno przez 

kolumnę. Pozostałości zanieczyszczeń usuwano podczas płukania. Tak uzyskane 

DNA wymywano z kolumny wodą i używano, bez dodatkowych procedur 

oczyszczania. Wzorcowe DNA przechowywano w 4
0
C do momentu 

przeprowadzenia Real Time PCR.  

 

3.8.2. Oznaczanie poziomu ekspresji genów (PCR w czasie 

rzeczywistym). 

 

PCR w czasie rzeczywistym ze starterami dla genów: KLOTHO, RAR-β2, 

GRAP-2 oraz genu referencyjnego β-aktyny , prowadzono w aparacie LightCycler 

ROCHE, używając zestawu odczynników firmy ROCHE (Light Cycler FastStart 

DNA Master SYBR Green I).  Na wstępie w pilotowych doświadczeniach 

zoptymalizowano warunki reakcji: stężenie MgCl2, temperaturę przyłączania, ilość 

matrycy, a także liczbę cykli. Po ustaleniu optymalnych warunków reakcji dla 

wszystkich badanych  próbek przygotowano mieszaninę reakcyjną zawierającą: 1 µl 

Master SYBR Green I (10x stęż.), MgCl2 o stężeniu  3 mM,  odpowiednie startery 

(2,5 µM), 1µl  matryca (badane cDNA lub produkt uzyskany w p. 3.9.1.c)  i  H20 (do 

9µl całkowitej objętości). Reakcję prowadzono stosując następujące warunki: 

aktywacja 95
0
C przez 10min., amplifikacja: 40 cykli: 95°C przez 10 s; 55°C przez 5 

s; 72°C przez 10 s; chłodzenie: 40 
0
C przez 30s. Wyniki reakcji zapisywano i 

analizowano za pomocą programu LightCycler Software 4.05. 
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3.9. Potwierdzenie obecności lub braku białka Klotho w 

izolowanych limfocytach CD4+ pacjentów z R.Z.S.   i 

osób zdrowych techniką Western Blotting. 

 

3.9.1. Uzyskiwanie materiału białkowego. 

 

Wcześniej wyizolowane immunomagnetycznie i zamrożone w -80
0
C komórki 

CD4
+
  zawieszano w  25 µl buforu lizującego (300mM NaCl, 50mM Tris pH7,6, 

0,15% Tryton X-114 (Sigma Chemical Co., USA), 0,5mM MgCl2, zawierającego 

inhibitory proteaz o stężeniu 10µM (jodoacetamid 18mg/ml, leupeptyna 10mg/ml, 

aprotynina 10mg/ml, PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 20mg/ml) i przez 

godzinę inkubowano  na lodzie. Następnie próbki wirowano przy 14000 obr/min 

przez 4 min. Supernatant  (20 µl) zbierano do osobnych probówek, dodawano 0,5 µl 

10% SDS i tak przygotowany materiał był natychmiast używany do elektroforezy 

poliakrylamidowej i testu Western Blot, bądź przechowywany w -20
0
C.  

 

   3.9.1.a. Oznaczanie stężenia białka metodą Bradford. 

   

Oznaczanie białka w próbkach wykonywano standardową metodą Bradford, 

stosując odczynnik Bradford (Sigma Chemical Co., USA) zgodnie z procedurą 

opisaną w (113) i odczytując wartości ekstynkcji przy długości fali 450nm, potem 

przy 590nm, przy użyciu aparatu BioPhotometer (Eppendorf). Krzywą wzorcową 

sporządzono używając roztworów 0,1%, 0,01%, 0,001% BSA. 
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3.9.2. Elektroforeza poliakrylamidowa SDS-PAGE. 

 

W pracy wykorzystano metodę elektroforezy z SDS według Laemmli (114).  

Przygotowywano żel poliakrylamidowy: żel rozdzielający 10% i zagęszczający 

4,5%, w następujący sposób: żel dolny, rozdzielający w wyniku połączenia 

akrylamidów (Sigma Chemical Co., USA): 2,5 ml buforu dolnego (1,5mM Tris/HCl 

pH8,8, woda), 3,3 ml 30% mieszaniny akrylamidów/bisakrylamidów, 4,1 ml H20, 

0,1 ml 10% SDS (BioRad), 0,05 ml 10% nadsiarczan amonu (APS) (Sigma Chemical 

Co., USA), 0,005 ml TEMEDu (BioRad); 4,5 % żel górny zagęszczający: 1,25 ml 

buforu górnego (0,5M Tris/HCl pH 6,8, woda), 0,75 ml 30% mieszaniny 

akrylamidów/bisakrylamidów, 2,8 ml H20, 0,05ml 10% SDS, 0,03 ml APS, 0,005 ml 

TEMEDu. 

Białko z limfocytów CD4
+
 przygotowane jak w pkt.3.9.1. (z około 2,5 mln 

komórek odpowiadające 3µg białka/studzienkę), oraz standard białkowy (Precision 

Plus Protein 
TM

 Standard, All Blue, BioRad) mieszano w stosunku 1:1 z buforem 

obciążająco-lizującym (0,5mM Tris-HCl, 10% glicerol, 10% SDS, 5% β-2-

merkaptoetanol, 1% błękit bromofenolowy) i umieszczano w probówkach 

Eppendorfa,  w bloku grzewczym w 100
0
C na 5 min., celem denaturacji. Na dołek 

nanoszono próby w ilości 20 µl/studzienkę. Rozdział prowadzano w buforze 

elektrodowym (25mM Tris/HCl, 192mM glicyna, 0,1% SDS, pH8,3, woda), przy 

napięciu 100V, przez około 1 godzinę przy użyciu aparatu do elektroforezy 

poliakrylamidowej (Mini Protean II
TM

 firmy BioRad).  Po dojściu czoła barwnika 

(błękitu bromofenolowego) na ok. 1 cm od końca żelu, kończono elektroforezę. Po 

elektroforezie wyjmowano ostrożnie żel i przygotowywano do przeprowadzenia 

transferu. 

 

3.9.3. Western Blotting 

 

Po zakończeniu elektroforezy żel poliakrylamidowy wyjmowano z aparatu i 

po usunięciu żelu górnego, formowano tzw. „kanapkę” (ang. sandwich). Pierwsza 

warstwa to bibuła (Extra Trick Blot Paper, Criterion
TM 

Size, BioRad), następnie 
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błona nitrocelulozowa (PROTRAN NITROCELLULOSE, 0,45µm, 

Schleicher&Schuell), następnie żel poliakrylamidowy, który obficie polewano 

buforem transferowym (25mM Tris/HCl, 192mM glicyna, 5% metanol, pH=8,3), a 

wszystko to przykrywano  kolejną bibułą i polewano buforem transferowym. Całość 

przykrywano pokrywą górną aparatu (Semi Dry-Transfer, BioRad) i włączano prąd 

20V na 15 min. 

Po zakończeniu transferu, wyjmowano błonę nitrocelulozową z aparatu i 

płukano w roztworze płuczącym (PBS z 0,05% Tween 20)  przez 5 min. Wszystkie 

płukania i inkubacje wykonywano w temperaturze pokojowej z jednoczesnym 

wytrząsaniem. Błonę umieszczano w buforze blokującym białko (3% odtłuszczone 

mleko w proszku w PBS z 0,05% Tween 20) na 1 godzinę, w 37
0
C. Po blokowaniu 

płukano w roztworze płuczącym (PBS z 0,05% Tween 20) – 6 razy, po około 5 min., 

każdorazowo zmieniając roztwór. Następnie umieszczano błonę na całą noc w temp. 

4
0
C, w roztworze specyficznych przeciwciał: Klotho  (Rabbit Anti-Mouse KL 

affinity pure 2µg/ml w 5 ml — firmy GENTAUR) lub  β-aktyny (Mouse monoclonal 

to beta actin — Loading Control – firmy ABCAM 0,5mg/ml, rozcieńcz. 1:1000). Ze 

względu na to, że nie istnieje, jak dotychczas przeciwciało przeciwko ludzkiemu 

Klotho zastosowano produkowane przeciwciało przeciwko mysiemu Klotho, na 

podstawie informacji producenta o homologii rozpoznawanego epitopu do 

odpowiedniego fragmentu ludzkiego białka, a także po przeprowadzeniu pilotowych 

oznaczeń Western blot w obfitym w białko Klotho materiale z ludzkiej nerki, w 

którym wykazano obecność produktu o spodziewanej masie cząsteczkowej. Nadmiar 

przeciwciał odmywano przez sześciokrotne płukanie w 200 ml 0,1 % BSA w TBS, 

po 10 min. Następnie inkubowano w roztworze przeciwciał anty-IgG powiązanych z 

peroksydazą chrzanową, przez 1 godzinę (Rabbit Polyclonal to Mouse IgG H&L 

(HRP), 2mg/ml, rozcieńcz. 1:2000 – firmy ABCAM).  Odmywano nadmiar 

przeciwciał płucząc w buforze płuczącym przez 10 min., a następnie pięć razy w 200 

ml PBS po 10 min. 

Błonę inkubowano w roztworze wywołującym (Super Signal West Pico 

Chemiluminescent Substrate — PIERCE) przez  5-10 min. w temperaturze 

pokojowej. Końcowym etapem była ekspozycja błony nitrocelulozowej na kliszy 

rentgenowskiej (firmy Foton Trading). 
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3.10. Cytometryczna metoda  ilościowego oznaczania 

aktywności beta-glukuronidaz.  

 

Beta (β-) glukuronidaza należy do grupy enzymów z rodziny glukozydaz 

(115,116). Β-glukozydazy biorą udział w syntezie i degradacji oligo- i 

polisacharydów (117), które są zaangażowane w systemy walki z patogenem 

(118,119), detoksykacji (120,121), kontrolę transdukcji sygnału (122) i zmiany 

hormonalne (123). Ze względu na to, że białku Klotho przypisywana jest aktywność 

β-glukuronidazy, a także na brak danych odnośnie aktywności β-glukuronidaz w 

limfocytach T chorych na R.Z.S., w pracy oznaczano całkowitą aktywność beta-

glukuronidaz oraz aktywność beta-glukuronidazową przypisywaną białku Klotho. 

Aktywność β-glukuronidaz w limfocytach T oznaczano cytometrycznie, 

stosując di-β-D-glukuronid fluoresceiny (FDGlcU) jako substrat, którego hydroliza 

powoduje wzrost fluorescencji badanych komórek (124) Pięćdziesiąt  µl zawiesiny 

oczyszczonych limfocytów CD4
+
 o stężeniu 4x10

6
/ml

 
zawieszano w 1 ml PBS, 

zawierającym  11 mM glukozę (Sigma Chemical Co., USA) i 4% FCS (medium 

barwiące) i preinkubowano 10 min. w temp. 37
o
C przed dodaniem substratu. Aby 

wykazać, że obserwowana fluorescencja to wynik specyficznej hydrolizy substratu 

przy udziale β-glukuronidazy, część próbek komórek inkubowano przez 30 min. w 

temp. 37
o
C  ze specyficznym inhibitorami β-glukuronidaz:  5 mM  1,4-

disacharolaktonem (Sigma Chemical Co., USA)  uważanym za inhibitor β-

glukuronidazowej aktywności białka Klotho (125) lub   0,3 mM chlorochiną (Sigma 

Chemical Co., USA) – uniwersalnym inhibitorem β-glukuronidaz (126), po czym do 

wszystkich próbek dodawano substrat (1mM fluorescein-di-β-D-glukuronid, Sigma 

Chemical Co., USA) i inkubowano 60 minut w temp. 37
o
C. Po tym czasie 

przerywano reakcję, 10-krotnie rozcieńczając komórki lodowatym medium 

barwiącym i dokonywano odczytu cytometrycznego.  

Całkowita aktywność beta-glukuronidaz odpowiadała różnicy pomiędzy 

fluorescencją komórek inkubowanych z FDGlcU bez udziału inhibitorów a 

fluorescencją komórek inkubowanych bez substratu, natomiast aktywność beta-

glukuronidazową przypisywaną białku Klotho stanowiła różnica pomiędzy 

maksymalną fluorescencją komórek inkubowanych z FDGlcU a ich fluorescencją 

obserwowaną w obecności 1,4-disacharolaktonu. Wreszcie za całkowitą aktywność  
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β-glukuronidaz przyjęto różnicę między fluorescencją komórek inkubowanych z 

FDGlcU bez udziału inhibitorów i fluorescencją obserwowaną w obecności 

chlorochiny. Komórki przetrzymywano  na lodzie do momentu odczytu na 

cytometrze, aby uniknąć wycieku produktu fluorescencyjnego.  Bezpośrednio przed 

odczytem, komórki wirowano (1300 obr./min. przez 7 minut, wirówka Eppendorf 

Centrifuge 5810R) i zawieszano w 300µl świeżego medium barwiącego 

wzbogaconego 1µg/ml jodku propidyny, celem odróżnienia  martwych limfocytów. 

 

3.11. Analiza statystyczna. 

 

 Analizę statystyczną wyników wykonano przy użyciu programu 

statystycznego Statistica 7.1.( Stat Soft Inc.). Ze względu na zaobserwowane 

odstępstwa od założeń o normalności rozkładu wyników, do analizy oprócz testu T 

Studenta zastosowano test nieparametryczny - test U Manna — Whitneya). 
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4. WYNIKI 

 

4.1. Porównanie fenotypu limfocytów krwi obwodowej osób 

chorych na R.Z.S. i zdrowych.  

 

Fenotyp  limfocytów od osób zdrowych i chorych na R.Z.S. badano zarówno 

w komórkach spoczynkowych (ex vivo), jak i po 120-godzinnej stymulacji 

immobilizowanym anty-CD3. 

Nie stwierdzono statystycznie istotnych różnic pomiędzy odsetkiem subpopulacji 

CD4
+
CD28

+
 i CD4

+
CD28

-
 u osób zdrowych i osób cierpiących na reumatoidalne 

zapalenie stawów (Ryc.7). Zaobserwowano jednak wyraźną, chociaż statystycznie 

nieznamienną tendencję spadkową dla CD4
+
CD28

+
 i odpowiednio tendencję 

wzrostową dla CD4
+
CD28

-
 pojawiającą się u osób chorych, co jest zgodne z 

wcześniejszymi doniesieniami (18, 51,52,) Szczegółowe zestawienie statystyczne dla 

obu badanych grup przedstawiono poniżej w Tabeli 2.  
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Rycina 7. Brak statystycznie istotnych różnic w odsetku komórek CD4
+
 posiadających na swojej 

powierzchni cząsteczkę CD28 i komórek bez CD28, w grupie osób zdrowych i chorych na R.Z.S.   

p=0,8, Nzdr= 26, NRZS= 41.  
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% CD4+CD28+ % CD4+CD28-  

    

 

87,26 – 99,76 97,67 0,24 – 12,74 2,32 

 

62,30 – 99,98 

 
 

92,30 

 
0,02 – 37,7 7,70 

 

Tab.2. Porównanie proporcji (%) komórek CD4
+ 

bez ekspresji CD28 (CD4+CD28-) i wykazujących tę 

ekspresję (CD4+CD28+), u osób zdrowych i pacjentów z R.Z.S.  

  

 

W populacji limfocytów CD8
+
, stwierdzono nie tylko brak istotnych różnic w 

proporcji komórek CD8
+
CD28

+
 i CD8

+
CD28

-
 pomiędzy grupą pacjentów z 

reumatoidalnym zapaleniem stawów, a osobami zdrowymi, ale także brak 

zauważalnych tendencji do zróżnicowania tych wartości. Należy podkreślić bardzo 

znaczny rozrzut wartości odsetkowych populacji CD28
-
, a w przypadku komórek 

CD8
+
 także CD28

+
   ( Tabela 3, Rycina 8). 
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Rycina 8. Brak różnic w proporcji komórek CD8
+
 posiadających antygen powierzchniowy CD28 i 

komórek CD8+ charakteryzujących się brakiem tego antygenu w grupie osób chorych na R.Z.S. i osób 

zdrowych. p = 0,66  Nzdr= 20, NRZS= 30. 

 

 

   

    

 

14,10 – 96,00 59,50 4,00 – 85,89 40,50 

 
38,78 – 91,70 61,49 6,30 – 81,21 38,51 

 

Tab. 3. Porównanie odsetka komórek CD8+CD28+ i CD8+CD28- u osób zdrowych i chorych na 

R.Z.S.   

  

 Badając odsetki komórek wykazujących ekspresję antygenów aktywacyjnych 

stwierdzono istotnie podwyższony (dwukrotnie wyższy niż u zdrowych osób) 

odsetek komórek HLA-DR
+
 w obrębie populacji limfocytów CD3

+
 u osób chorych 

na R.Z.S. (Ryc. 9).  
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Rycina 9.  Istotny wzrost odsetka komórek CD3+HLA-DR+ u osób z R.Z.S. w porównaniu do 

zdrowych ochotników. p = 0,0028, Nzdr = 25, NRZS = 40. 

 

 

Podobnie, w populacji limfocytów CD4
+
 osób chorych na R.Z.S.  wykazano 

znamiennie podwyższony odsetek komórek CD4
+
CD25

+
 (Ryc. 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 10.  Znamienny wzrost odsetka komórek CD4
+
CD25

+
  u osób z R.Z.S. w porównaniu do 

zdrowych ochotników. p=0.017 Nzdr = 20, NRZS = 26. 
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W przypadku komórek o fenotypie CD4
+
CD69

+
 (komórki w stadium 

wczesnej aktywacji), zaobserwowano obniżenie odsetka tychże w grupie osób 

chorych w porównaniu do zdrowych, na granicy istotności (Ryc. 11). 
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Rycina 11.  Granicznie istotny spadek odsetka komórek CD4
+
/CD69

+ 
u osób z R.Z.S. w porównaniu 

do zdrowych ochotników. P = 0,056, Nzdr = 25, NRZS = 25. 

 

 

4.2. Porównanie dynamiki proliferacji limfocytów CD4+ u 

osób zdrowych i chorych na R.Z.S. 

 

 Dynamikę proliferacji komórek CD4
+
 u osób zdrowych i pacjentów z R.Z.S, 

badano cytometryczną metodą oceny proliferacji DCT  po 72 i 120 godzinnej 

stymulacji przeciwciałem anty-CD3. 

 Przykładowe cytogramy znakowanych CFSE i anty-CD4 komórek PBMC 

osoby chorej na R.Z.S. i zdrowej po 120-godzinnej stymulacji przedstawiono poniżej 

(Ryc. 12). 
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Rycina 12. Limfocyty CD4
+
 pochodzące od osoby  chorej na R.Z.S dzielą się szybciej w trakcie 120 – 

godzinnej stymulacji anty-CD3 zgodnie z protokołem DCT niż komórki osoby zdrowej (kontrola). 

Liczby 0-9 oznaczają kolejne pokolenia komórek; strzałki wskazują na pokolenia o najwyższej 

liczebności komórek. Przykładowy cytogram. 

 

 Wykazano zmiany wartości dynamicznych parametrów proliferacji 

limfocytów CD4
+
 osób chorych na RZS w porównaniu do ludzi zdrowych. W 

szczególności zaobserwowano wydłużenie okresu pomiędzy rozpoczęciem 

stymulacji (kontakt komórek z immobilizowanym przeciwciałem anty-CD3) a 

początkiem pierwszego podziału (czasu przejścia z fazy G0 � G1), z jednoczesnym 

skróceniem czasu poszczególnych cykli komórkowych, w porównaniu do wielkości 

tych parametrów uzyskanych dla limfocytów pochodzących od zdrowych osób.  

Ze względu na to, że populacja CD4
+
 od osób zdrowych i chorych 

charakteryzuje się różną proporcją komórek wykazujących ekspresję antygenu 

CD28, co mogłoby być przyczyną obserwowanych różnic w dynamice proliferacji, 

porównano w/w parametry podziałów limfocytów CD4
+
CD28

+
 i limfocytów 

CD4
+
CD28

-
, u osób zdrowych i osób chorych na R.Z.S.  

Wykazano istotnie statystyczne skrócenie cyklu komórkowego zarówno dla komórek 

CD4
+
CD28

+
, jak i CD4

+
CD28

-
 osób chorych na R.Z.S. w porównaniu do komórek 

osób zdrowych (Ryc. 13). 

 

 

1 8 9 

PBMC, 120 GODZIN, 
ANTY-CDCD3, R.Z.S. 

2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7 

PBMC, 120 GODZIN, 
ANTY-CD3, KONTROLA 

8 9 0 



 49 

             CD4+CD28+                                    CD4+CD28- 

 Mediana 
 25%-75% 
 Min.-Maks. 

zdrowa RZS
10

12

14

16

18

20

22

24

26

28

30

32

d
łu

g
o
ś
ć

 c
y
k

lu
 (

g
o

d
z
.)

 C
D

4
+

C
D

2
8
+

 Mediana 
 25%-75% 
 Min.-Maks. 

zdrowa RZS
12

14

16

18

20

22

24

26

28

30

32

d
łu

g
o
ś
ć
 c

y
k
lu

 (
g

o
d

z
.)

 

 

Rycina 13. Statystycznie znamienne skrócenie cyklu komórkowego w komórkach CD4+CD28+ i 

CD4+CD28- (Nzdr = 24, NRZS = 20) u osób chorych na R.Z.S. w porównaniu do osób zdrowych; test 

Manna-Whitneya.   

 

 U osób chorych na R.Z.S. stwierdzono nieistotne wydłużenie czasu przejścia 

z fazy G0� G1  w komórkach CD4
+
CD28

+
 . w porównaniu do osób zdrowych (Ryc. 

14). Natomiast w komórkach CD4
+
CD28

-
 nie zauważono różnic dotyczących czasu 

przejścia z fazy G0� G1 w obu badanych grupach (Ryc. 14). 
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Rycina 14. Nieznamiennie wydłużony czas przejścia z fazy G0� G1 w komórkach CD4+CD28+  osób 

chorych na R.Z.S.w porównaniu do komórek od osób zdrowych Nzdr = 20,  NRZS = 21; brak istotnych 

różnic w czasie przejścia z fazy G0� G1  komórkach CD4
+
CD28

-
 w grupie osób chorych na R.Z.S. i 

osób zdrowych, test Manna-Whitneya. 

         p = 0,008          p = 0,01 

         p = 0,08          p = 0,9 
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Grupę badanych osób (chorych na R.Z.S. i zdrowych) podzielono ze względu 

na wiek i zbadano czas przejścia z fazy G0 do G1 w komórkach CD4
+
CD28

+
 i 

CD4
+
CD28

-.
 Potwierdzono, wcześniej opublikowane obserwacje (102), że komórki 

CD4
+
CD28

+
 osób zdrowych w podeszłym wieku  mają wydłużony okres przejścia z 

fazy G0 do G1 oraz stwierdzono, że komórki  młodych chorych na R.Z.S wykazują 

wydłużenie czasu przejścia G0�G1 powodujące, że parametr ten nie różni się dla 

nich od obserwowanego dla limfocytów pochodzących zarówno od zdrowych osób 

w podeszłym wieku jak i od starszych chorych. Stymulowane in vitro komórki 

zdrowych osób w podeszłym wieku potrzebuja istotnie więcej czasu, aby przejść z 

fazy G0 do G1 w porównaniu do limfocytów osób starszych chorujących na R.Z.S. 

Natomiast w przypadku komórek CD4
+
CD28

-
 nie stwierdzono istotnych różnic ze 

względu na wiek w obrębie obu badanych grup (Ryc. 15). 

A.                  

B.  

   
Rycina 15.  A. Statystycznie istotnie wydłużony okres  przejścia z fazy G0 do fazy G1 dla komórek 

CD4
+
CD28

+
 u zdrowych osób starszych w porównaniu do zdrowych młodych oraz brak takiej różnicy 

dla komórek osób chorych na R.Z.S.  B.  Brak istotnych statystycznie zmian dotyczących czasu 

przejścia z fazy G0 do G1 w komórkach CD4+CD28- zarówno ze względu na rozpoznanie, jak i na 

wiek.  
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Kolejnym porównywanym parametrem proliferacji była średnia liczba 

podziałów, jakim ulegała dzieląca się komórka w danej populacji. Stymulowane in 

vitro i odpowiadające proliferacją komórki CD4
+
CD28

+
 pochodzące od chorych 

wykonują średnio znamiennie więcej  podziałów zarówno po 72-godzinnej, jak i po 

120-godzinnej hodowli niż limfocyty osób zdrowych; natomiast w przypadku 

komórek CD4
+
CD28

-
 od osób cierpiących na R.Z.S., po 72-godzinnej hodowli 

stwierdzono niezamienny statystycznie wzrost liczby podziałów w porównaniu do 

limfocytów osób zdrowych  i brak różnic po 120-godzinnej hodowli (Ryc. 16).  
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Rycina 16. Istotnie wyższa liczba podziałów na komórkę po 72 (test Studenta, p = 0,02) i 120 

godzinach hodowli (test Studenta, p = 0,03) w komórkach CD4+CD28+ (górne panele)  u osób 

chorych na R.Z.S. w porównaniu do osób zdrowych. Nieistotnie podwyższona liczba podziałów na 

komórkę po 72 godzinach hodowli w komórkach CD4+CD28- u osób chorych na R.Z.S. i brak zmian 

dotyczących komórek CD4
+
CD28

-
 po 120-godzinnej hodowli pomiędzy grupą osób zdrowych a 

osobami chorymi na R.Z.S (n.s.);  test T studenta, Nzdr=25   NRZS=25.  

         p = 0,02          p = 0,03 

          n.s. 
 

         n.s. 
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Równocześnie oznaczano liczbę prekursorów, czyli komórek które w czasie 

stymulacji podzieliły się co najmniej 1 raz, dając żywe potomne komórki.  

Stwierdzono, że liczba prekursorów w 1 milionie limfocytów CD4
+
 jest istotnie 

wyższa po 72 i 120 godzinach hodowli wśród komórek CD4
+
 CD28

+
 u osób z R.Z.S. 

w porównaniu do osób zdrowych. Natomiast w populacji CD4
+
CD28

-
  nie 

stwierdzono różnic w liczbie prekursorów pomiędzy osobami zdrowymi i chorymi 

na R.Z.S.  (Ryc.17). 
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Rycina 17. Liczba prekursorów jest znamiennie wyższa po 72 godzinach  (p = 0,03) i 120 godzinach 

stymulacji  (p= 0,01) wśród komórek CD4
+
CD28

+
 (górne panele) i nie różni się (p=0,9, n.s.) w 

populacji CD4
+
CD28

-
 (dolne panele) osób chorych na R.Z.S. w porównaniu z komórkami osób 

zdrowych, Nzdr=25   NRZS=25, test T Studenta. 

 

         p = 0,03          p = 0,01 

         n.s.          n.s. 
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Stosowany do obliczania wartości dynamicznych parametrów proliferacji 

program Progeny™ pozwolił także na obliczenie odsetka komórek dzielących się w 

badanej populacji, jednak nie stwierdzono statystycznie istotnych róznic wielkości 

tego współczynnika ani.  wśród komórek CD4
+
CD28

+
 ani też CD4

+
CD28

-
 pomiędzy 

osobami zdrowymi i chorymi, dla obydwu czasów hodowli (72 i 120 godzin). 

 

4.3. Analiza ekspresji badanych genów metodą PCR. 

 

Po przeszukaniu (patrz pkt. 3.6.) bazy danych GenBank pod kątem sekwencji 

homologicznych do sekwencji alfa (α) w minimalnym promotorze genu CD28, 

wykryto trzy sekwencje o wysokiej homologii do α, zlokalizowane w lub 

stosunkowo blisko obszaru promotorowego genów, ulegających ekspresji w ludzkich 

lub mysich limfocytach T. Genami tymi są: KLOTHO, gen powierzchniowej β–

glikozydazy (glukuronidazy), którego mutacja u myszy prowadzi do przedwczesnego 

starzenia, skrócenia czasu przeżycia, zaburzeń czynności osteoblastów i 

osteoklastów i limfopenii (127-133) (ekspresja genu KLOTHO w ludzkich 

limfocytach T nie została jak dotychczas opisana); GRAP-2, kodujący wykryte w 

ludzkich komórkach krwi białko adaptorowe, w limfocytach T biorące udział w 

transdukcji sygnałów stymulacyjnych pochodzących z kompleksu TCR-CD3 

(134,135); znany i opisany wcześniej RARβ-2 (Retinoic acid receptor β2), gen dla 

wyrażanego m.in. w ludzkich limfocytach T receptora dla kwasu retinowego (136) 

(Ryc.18). 

Miejsce α :ACGTTATATCCTGTGTGAAAT 

     KLOTHO:     GCTCTATATCCTGTGTCCACA 

RARβ2:     ATCTTTCATTCTGTGTGACAG 

GRAP-2:   TTGTGCACTCCTGTGTGTATAC 

 

Ryc. 18  Sekwencje o wysokiej homologii do sekwencji alfa genu CD28 (Miejsce α), zlokalizowane w 

obszarze promotorowym genów KLOTHO, RARβ2 i GRAP-2. Identyczne nukleotydy w 

porównywanych sekwencjach pogrubiono. 

 



 54 

 Poziom ekspresji badanych genów: GRAP-2, RARβ2 i KLOTHO oceniano 

techniką RT-PCR w immunomagnetycznie oczyszczonych limfocytach CD4
+
, 

pochodzących od osób zdrowych i chorych na R.Z.S. Jako gen referencyjny 

stosowano β-aktynę.     

Wykazano, że ekspresja genu KLOTHO (na poziomie mRNA) jest 

niewykrywalna metodą RT-PCR w immunomagnetycznie izolowanych limfocytach 

CD4
+
 (czystość fenotypu 96% sprawdzona cytometrycznie) – nie stwierdzono jej w 

komórkach żadnej z 14 osób chorych na R.Z.S. niezależnie od wieku, wobec 

wykrycia go u wszystkich badanych (14 osób) w komórkach CD4
+
 osób zdrowych 

(Ryc. 19, Ryc. 20). 

W limfocytach CD4
+
 pochodzących od tych samych 14 badanych osób 

chorych na R.Z.S ekspresja genu RARβ2 była średnio nieco obniżona w porównaniu  

do poziomu ekspresji tego genu w komórkach osób zdrowych, jednak obserwowane 

różnice nie były statystycznie istotne; brak różnic ekspresji zaobserwowano dla genu 

GRAP-2 (Ryc. 19, 21 22).  

 Ani czas trwania choroby, ani też poziom jej aktywności (DAS-28), ani 

wreszcie stosowana terapia nie miały istotnego wpływu na poziomy ekspresji 

badanych genów.  

 

 

 

Rycina 19. Porównanie ekspresji genów KLOTHO, RARβ2 i GRAP-2 w limfocytach 4 

przykładowych osób chorych na R.Z.S. i 4 osób zdrowych. RT-PCR.  

ZDROWI R.Z.S. 

1 2 3 4 1 2 3 4 
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Rycina 20. Brak ekspresji genu KLOTHO u pacjentów z R.Z.S. w stosunku do zróznicowanej 

ekspresji tego genu  u osób zdrowych. Wielkość ekspresji KLOTHO wystandaryzowano jako odsetek 

poziomu ekspresji β-aktyny, ocenianego densytometrycznie i wyrażono jako medianę oraz 25 i 75 

percentyle.   p = 0,0006,  N = 14, test Manna-Whitneya. 
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Rycina 21. Nieistotne statystycznie obniżenie ekspresji genu RARβ2 u osób z R.Z.S. w porównaniu 

do osób zdrowych. Wielkość ekspresji RARβ2 wystandaryzowano jako odsetek poziomu ekspresji β-

aktyny, ocenianego densytometrycznie i wyrażono jako medianę oraz 25 i 75 percentyle.   p = 0,3,  

 N = 8, test Manna-Whitneya. 
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Rycina 22.   Brak różnic w poziomie ekspresji genu GRAP-2 u osób chorych na R.Z.S. w zestawieniu 

z badaną grupą osób zdrowych. Wielkość ekspresji GRAP-2 wystandaryzowano jako odsetek 

poziomu ekspresji β-aktyny, ocenianego densytometrycznie i wyrażono jako medianę oraz 25 i 75 

percentyle.    N = 7,  p =1, test Manna-Whitneya. 

 

 

4.4. Analiza ekspresji badanych genów metodą PCR w 

czasie rzeczywistym (Real Time PCR). 

 

  Chcąc sprawdzić, czy brak ekspresji genu KLOTHO w limfocytach CD4
+
 

od chorych na R.Z.S. wykazany metodą PCR wynika z rzeczywistej inaktywacji 

genu, czy może poziom transkrypcji jest tak niski, że metoda łańcuchowej reakcji 

polimerazy (PCR) jest za mało czuła, użyto PCR w czasie rzeczywistym (Real Time 

PCR). Ekspresja dwóch pozostałych genów (GRAP-2 i RARβ2) w komórkach CD4
+
 

od chorych i zdrowych osób została również przebadana tą metodą. 

W przypadku ‘genu starzenia’ KLOTHO, czułą metodą Real Time PCR 

wykryto bardzo niską (w porównaniu do ekspresji genu β-aktyny) ekspresję w 

limfocytach CD4
+
 nawet u osób zdrowych; aktywność KLOTHO w komórkach 

CD4
+ 

u osób chorych była jednak także widoczna, ale znamiennie niższa w 

porównaniu do ludzi zdrowych. (Ryc. 23). 
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Rycina 23. Istotne statystycznie obniżenie ekspresji genu KLOTHO wykryte metodą PCR w czasie 

rzeczywistym w komórkach CD4
+
 osób chorych na R.Z.S. Klotho % - wielkość ekspresji KLOTHO 

wyrażona jako odsetek ocenianej analogicznie ekspresji genu β-aktyny. Test Manna-Whitneya,  

 NRZS = 14, Nzdr= 14,  p = 0,036. 

 

 

   Stwierdzono również  różnice w ekspresji genu KLOTHO w limfocytach 

CD4
+
  ze względu na wiek osób badanych i rozpoznanie, a w szczególności wyższy 

poziom ekspresji genu KLOTHO u osób zdrowych młodych w porównaniu do osób 

zdrowych starszych i podwyższoną ekspresję u osób chorych młodych w porównaniu 

do  osób chorych starszych. Stwierdzono również wyższą aktywność genu dla osób 

młodych zdrowych w porównaniu do osób młodych chorych i osób zdrowych 

starszych w porównaniu do chorych starszych (Ryc. 24). Można więc stwierdzić, że 

wraz z wiekiem spada poziom ekspresji genu KLOTHO zarówno u osób zdrowych, 

jak i chorych, z tym, że u osób chorych ten spadek jest znacznie większy. Poziom 

ekspresji genu KLOTHO u osób młodych chorych jest zbliżony do ekspresji 

KLOTHO osób zdrowych starszych (Ryc. 24). 
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Rycina 24.  Porównanie ekspresji genu KLOTHO badanej techniką PCR w czasie rzeczywistym i 

wyrażonej jako odsetek ekspresji genu β-aktyny (%) ze względu na wiek i rozpoznanie osób badanych 

(młodzi - do 35 roku życia, starsi powyżej 35 roku). n = 14. p zdr =0,09, p RZS = 0,03,  

p młodzi = 0,04, p starsi = 0,026. 

 

  Powyższe wyniki sugerowały możliwość istnienia korelacji pomiedzy 

aktywnością  ekspresji genu KLOTHO w limfocytach T, a wiekiem. Wykazano 

istnienie ujemnej korelacji, ale jedynie dla osób zdrowych, podczas u chorych na 

R.Z.S. nawet w bardzo młodym wieku ekspresja genu była bardzo niska (Ryc. 25). 

 

 

Rycina 25.  Istotna, ujemna korelacja pomiędzy poziomem ekspresji genu KLOTHO a wiekiem 

występuje tylko dla badanych osób zdrowych. (czarne kropki, r = -0.51,  p=0.025), dla R.Z.S.(białe 

kropki , r=0.05, p=0.87). 
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W przypadku genu RARβ2, wyniki otrzymane techniką PCR czasu 

rzeczywistego były zgodne z uzyskanymi  metodą RT-PCR. Wykazano niezamiennie 

niższą ekspresję RARβ2 w limfocytach CD4
+
 u osób z R.Z.S. w stosunku do osób 

zdrowych (Ryc. 26). 
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Rycina 26. Niezamiennie niższa ekspresja genu RARβ2 w komórkach CD4+ u chorych ze 

zdiagnozowanym R.Z.S. w porównaniu do osób zdrowych, wykryta techniką Real Time PCR; 

p = 0,35  Nzdr = 10  NRZS = 13, test Manna-Whitneya. 

 

 

Ze względu na znaczny rozrzut wyników dokonano ich powtórnej analizy 

dzieląc badanych na dwie grupy wiekowe. Zaobserwowano różnicę (istotnie 

statystyczne) w ekspresji RARβ2 pomiędzy grupą osób zdrowych młodych i 

zdrowych starszych  i brak różnic w obrębie grupy chorych ze względu na wiek 

(Ryc. 27). 
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Rycina 27. Porównanie ekspresji genu RARβ2 (wyrażonej jako % ekspresji β-aktyny, Real Time 

PCR) względem zależności od wieku i rozpoznania w obrębie grup badanych. n = 12, pzdr = 0,03, 

pmłodzi=0,06. 

 

Badania techniką PCR czasu rzeczywistego ekspresji genu GRAP-2 w 

limfocytach CD4
+
 nie wykazały różnic w obrębie grup badanych, chorych na R.Z.S. 

i zdrowych. Wyniki były wysoce heterogenne (Ryc. 28). Po podziale na grupy 

wiekowe, zaobserwowano jedynie obniżenie ekspresji genu GRAP-2 w komórkach 

CD4
+
 ludzi zdrowych w podeszłym wieku w porównaniu do komórek młodych osób 

zdrowych (Ryc. 29). 

 

 Mediana 
 25%-75% 
 Min.-Maks. 

zdrowa RZS
-20

0

20

40

60

80

100

120

G
R

A
P

-2
 %

 

 

Rycina 28. Brak różnic w ekspresji genu GRAP-2 w limfocytach CD4
+
 u osób chorych na R.Z.S. w 

porównaniu ze zdrowymi osobami. Test Manna-Whitneya, p = 0,49,  N = 12.  
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Rycina 29. Brak różnic w poziomie ekspresji genu GRAP-2 ze względu na wiek, jedynie 

obserwowalne obniżenie nieistotne ekspresji genu GRAP-2 w komórkach CD4+ ludzi zdrowych w 

podeszłym wieku w porównaniu do komórek młodych osób zdrowych. pzdr=0,07. 

 

 

Skoro zaobserwowano znaczące zmiany poziomów ekspresji dotyczące 

genów KLOTHO i  RARβ2, próbowano znaleźć zależność pomiędzy tymi dwoma. 

Okazało się, że istnieje istotna dodatnia korelacja pomiędzy ekspresją genu  

KLOTHO i RARβ2 w limfocytach CD4
+
 (Ryc. 30) 
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Rycina 30.  Korelacja między ekspresją genu KLOTHO a  RARβ2 z komórek CD4
+
 dla osób chorych 

na R.Z.S. i zdrowych. p = 0,00002, n=19 

 

Stwierdzono także, że poziom ekspresji genu GRAP-2 dodatnio koreluje z 

ekspresją genu  KLOTHO (Ryc. 31) 
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Korelacja: r = 0,55382
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Rycina 31. Istotna korelacja między ekspresją genu GRAP-2, a genu KLOTHO w limfocytach CD4
+
. 

p=0,009,   n=14. 

 

Zaobserwowano również dodatnią korelację (ale o mniejszym poziomie 

statystycznej istotności) pomiędzy poziomem ekspresji genu GRAP-2, a RARβ2 

(Ryc. 32) 
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Rycina 32. Korelacja między ekspresją genu RARβ2 a ekspresją genu GRAP-2 w limfocytach CD4+. 

p=0,01 , n=16. 

 

Stwierdzenie powyższych zależności, sugerowało możliwość wspólnego 

czynnika, od którego zależy ekspresja badanych genów. 

Ponieważ obniżenie ekspresji genu KLOTHO (zmniejszenie ekspresji w 

komórkach CD4
+
 u osób starszych i cierpiących na R.Z.S.), jest analogiczne do 

zmniejszenia ekspresji cząsteczki CD28 obserwowanego w tych samych grupach, 
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postanowiono sprawdzić czy istnieje zależność pomiędzy ekspresją genu KLOTHO i 

CD28 w limfocytach CD4
+
. 

Zaobserwowano znamienną, dodatnią korelację pomiędzy poziomem 

ekspresji CD28 ocenianej cytometrycznie jako średnia fluorescencja znakowanych 

komórek CD4
+
/CD28

+
, a ekspresją genu KLOTHO u osób chorych na R.Z.S.  (Ryc. 

33). Nie stwierdzono takiej zależności w przypadku komórek osób zdrowych, 

prawdopodobnie ze względu na niewielkie zmiany w poziomie ekspresji CD28 w tej 

grupie badanej. 
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Rycina 33. Korelacja pomiędzy ekspresją (średnią fluorescencją)  CD28+ na komórkach CD4+, a 

ekspresją genu KLOTHO u chorych na R.Z.S.. p=0,005, n=14 

 

 

4.5. Korelacja ekspresji genu KLOTHO i antygenów 

aktywacyjnych.  

 

Moje wcześniejsze wyniki (patrz ryciny 9, 10, 11) wykazują znamienne 

różnice w poziomie antygenów aktywacyjnych u osób zdrowych i chorych na R.Z.S. 

Postanowiono więc sprawdzić, czy istnieje jakakolwiek zależność, pomiędzy 

ekspresją tych antygenów, a ekspresją genu KLOTHO, który, jak niedawno 

wykazano,  może mieć wpływ na aktywność proliferacyjną poprzez interferencję z 

białkami p21/p53 (137).  
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Stwierdzono istnienie dodatniej, statystycznie znamiennej korelacji pomiędzy 

ekspresją genu KLOTHO, a odsetkiem limfocytów CD4
+
 HLA-DR

+
  (Ryc. 34) a 

także odsetkiem komórek CD4
+
CD69

+
 (Ryc. 35). 
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Rycina 34. Istotna dodatnia korelacja między ekspresją genu  KLOTHO i odsetkiem komórek 

CD4+HLA-DR+ . p = 0,0054, n=24. 
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Rycina 35.  Dodatnia korelacja między ekspresją KLOTHO  a odsetkiem limfocytów CD4+ z 

wczesnym antygenem aktywacyjnym CD69
+
 na powierzchni. p = 0,05, n = 27. 

 

Nie stwierdzono natomiast korelacji pomiędzy ekspresją genu KLOTHO, a 

antygenem aktywacyjnym CD25 (Ryc. 36). 
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Korelacja: r =  0,01735
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Rycina 36.  Brak korelacji pomiędzy poziomem ekspresji genu KLOTHO a odsetkiem komórek 

CD4
+
CD25

+
.  n = 22, p = 0,9. 

 

4.6. Analiza ekspresji białka Klotho metodą Western 

Blotting. 

 

Wiedząc, że istnieje duża różnica pomiędzy ekspresją genu KLOTHO 

pomiędzy grupą chorych na R.Z.S. a grupą zdrowych, ocenianą na poziomie 

mRNA, postanowiono sprawdzić, czy istnieją różnice w poziomie białka Klotho 

pomiędzy tymi grupami.  

Wykazano (metodą Western blot) obecność formy błonowej białka 

Klotho, zarówno w limfocytach CD4
+
 osób cierpiących na R.Z.S., w komórkach 

osób zdrowych, jak i w kontroli pozytywnej (lizat z tkanki nerki). Ilość wykrytego 

białka Klotho w limfocytach CD4
+ 

u osób zdrowych była niska (5-10 krotnie 

niższa niż z analogicznej ilości całkowitego białka pochodzącego z homogenatu 

ludzkiej nerki). W komórkach CD4
+
 osób chorych ilość białka Klotho była 

znacząco niższa w porównaniu do limfocytów CD4
+
 osób zdrowych. Co 

interesujące, zarówno w materiale z ludzkiej tkanki nerki i  limfocytów CD4
+
 

osób zdrowych stwierdzono pojawienie się drugiego prążka o masie około 58 

kDa; prążek  ten odzwierciedla prawdopodobnie formę sekrecyjną białka Klotho 

(138). Formy tej nie zaobserwowano w próbkach pochodzących od osób chorych 

(Ryc.37). 
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Rycina 37. Znaczący spadek ilości białka Klotho pochodzącego z limfocytów CD4
+
 od pacjentów z 

R.Z.S. w porównaniu do ludzi zdrowych. A, reprezentatywne wyniki ilości białka Klotho i aktyny, w 

komórkach CD4
+
 pochodzących od przykładowej osoby zdrowej i 2 przykładowych cierpiących na 

R.Z.S. Jako kontrolę pozytywną zastosowano ilość białka Klotho z tkanki nerki. B, Analiza 

statystyczna . Ilość białka Klotho w 1 milionie komórek CD4+ przedstawiono w umownych 

jednostkach densytometrycznych. Znaczący spadek ekspresji białka KLOTHO w komórkach chorych 

na R.Z.S. w porównaniu z osobami zdrowymi (średnia + SD; p =0,033, test T Studenta dla danych 

niezależnych, n = 4). 

 

 

 

A. 

B. 
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4.7.  Porównanie aktywności β — glukuronidazy 

przypisywanej KLOTHO, w komórkach CD4+ od osób 

zdrowych i chorych na R.Z.S. 

      

Ostatnio wykazano, że KLOTHO może wykazywać enzymatyczną 

aktywność β-glukuronidazy (126).  Techniką cytometrii przepływowej wykazałam 

znamienny spadek całkowitej aktywności β-glukuronidazy i aktywności β-

glukuronidazy KLOTHO, w limfocytach CD4
+
 pacjentów z R.Z.S i spadek tych 

aktywności  powiązany z podeszłym wiekiem (Ryc. 38). 

 

                   Zdrowy                                    R.Z.S. 

                               

 

Rycina 38.  Zmiany aktywności enzymatycznej przy braku i w obecności inhibitorów beta-

glukuronidaz, chlorochiny (CQ) i 1,4 disacharolaktonu (DSL) u młodej osoby zdrowej i u młodej 

osoby ze zdiagnozowanym R.Z.S. Reprezentatywne histogramy analizy cytometrii przepływowej 

całkowitej (chlorochino–wrażliwa (CQ)) i specyficznej dla KLOTHO (disacharolaktono–wrażliwa 

(DSL)) aktywności β-glukuronidazy uzyskanej z oczyszczonych limfocytów CD4+ od osób zdrowych 

i chorych na R.Z.S. glukuronid – intensywność fluorescencji substratu dla enzymu  niczym nie 

traktowanych komórek CD4
+
; CQ – fluorescencja komórek traktowanych 0,3mM chlorochiną; DSL 

fluorescencja komórek traktowanych 5mM disacharolaktonem. 

 

Porównano całkowite (wrażliwe na chlorochinę) i Klotho-zależne (wrażliwe 

na disacharolakton) aktywności β-glukuronidazy (124,126) w oczyszczonych 

glukuronid 

DSL 

CQ 

 

 

                  Intensywność fluorescencji 
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limfocytach CD4
+
 osób chorych na R.Z.S. i osób zdrowych. Zauważono, że obie 

aktywności β-glukuronidaz, całkowita i Klotho-zależna, są istotnie obniżone w 

limfocytach CD4
+
 osób chorych na R.Z.S., w porównaniu do komórek CD4

+
 osób 

zdrowych.(Ryc. 39, 40) Proporcja tego ostatniego (aktywność β-glukuronidazy 

potencjalnie związaną z KLOTHO) w całkowitej aktywności enzymu w limfocytach 

CD4
+
 była również istotnie obniżona w komórkach  pacjentów z R.Z.S. Aktywność 

β-glukuronidazy przypisywana KLOTHO znacząco koreluje z ilością produktu 

mRNA genu KLOTHO.  

Dodatkowo, obie aktywności, całkowita i  aktywność β glukuronidazy 

przypisywana KLOTHO, istotnie statystycznie, ujemnie korelują z wiekiem, ale 

tylko w obrębie grupy zdrowych osób; brak takiej korelacji w komórkach  pacjentów 

z R.Z.S. (Ryc. 41) 
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Rycina 39.  Istotne statystycznie obniżenie aktywności enzymatycznej β-glukuronidazy zależnej od 

Klotho (hamowanej 1,4-disacharolaktonem), w limfocytach CD4+ osób chorych na R.Z.S. (test 

Manna-Whitneya, p = 0,0007, n=12. 
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Rycina 40. Znamienny statystycznie spadek całkowitej aktywności enzymów z grupy β-glukuronidaz 

hamowanej chlorochiną stwierdzony u osób chorych na R.Z.S. (test Manna-Whitneya, p = 0,002, 

n=12). 

 

 

Rycina 41. . Ujemna korelacja całkowitej i zależnej od Klotho aktywności β-glukuronidazy w 

limfocytach CD4+ z wiekiem w obrębie grupy osób zdrowych. Brak istotnej korelacji dla chorych na 

R.Z.S. 

 

Wreszcie, wykazano także istneinie korelacji pomiędzy poziomem ekspresji 

genu KLOTHO a aktywnością KLOTHO, jako β-glukuronidazy w obu grupach 

(zdrowych i chorych)(Ryc. 42). 
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Korelacja: r =   0,67289
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Rycina 42. Dodatnia korelacja pomiędzy ekspresją KLOTHO na poziomie mRNA, a aktywnością 

KLOTHO jako β-glukuronidazy. n = 9, p = 0,04. 

 

Nie stwierdzono natomiast istotnej korelacji pomiędzy aktywnością 

KLOTHO, jako β-glukuronidazy w komórkach CD4
+
, a poziomem ekspresji CD28

+
, 

zarówno w grupie zdrowych, jak i chorych osób. 
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5. DYSKUSJA  

 

Dotychczasowe prace, w których badano zdolność limfocytów T pacjentów 

chorych na R.Z.S. do proliferacji in vitro wskazują na obniżenie tej zdolności. 

Badania te, wykonywano zwykle za pomocą oceny wbudowania 3H-tymidyny.  

Równocześnie jednak w przebiegu tej choroby zdarzają się okresy nasilonej 

aktywności proliferacyjnej limfocytów, manifestujące się jako powiększenie węzłów 

chłonnych (limfadenopatia). 

W niniejszej pracy, w której do oceny parametrów proliferacji stosowałam 

cytometryczna technikę DCT, wykazałam przede wszystkim, że podziały mitotyczne 

stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 in vitro limfocytów CD4
+
 osób cierpiących 

na R.Z.S. rozpoczynają się znamiennie później w porównaniu do komórek  osób 

zdrowych, co wynika z wydłużenia czasu od stymulacji do wejścia komórek w cykl 

podziałowy (G0�G1) i może może być odpowiedzialne za opisywaną wcześniej 

upośledzoną zdolność komórek do wbudowania 3H-tymidyny w próbie 

proliferacyjnej limfocytów od osób z R.Z.S. zwykle ocenianą po 48 godzinach 

stymulacji, gdy – według moich badań – wiele komórek T osób chorych znajduje się 

jeszcze w fazie G0 (rozdz.1.5.) (99,139-141). Wykazałam jednak również, że czas 

trwania pojedynczego cyklu podziałowego jest znamiennie krótszy, natomiast 

średnia liczba podziałów na komórkę dzielącą się wyższa w limfocytach CD4
+
 u 

chorych, niż w limfocytach zdrowych osób.  

Dzięki zastosowaniu metody DCT wykazano, że  w warunkach optymalnej 

stymulacji  in vitro immobilizowanym  anty-CD3 tylko stosunkowo niewielki 

odsetek dojrzałych limfocytów od osób zdrowych ulega stymulacji, kończącej się 

podziałem. Spory odsetek limfocytów dzieli się tylko raz, natomiast nieliczne, 

zaledwie ok. 10%, powyżej pięciu razy w trakcie testu trwającego do 120 godzin. 

Zatrzymanie podziałów u większości stymulowanych limfocytów spowodowane jest 

inicjacją programowanej śmierci (AICD) (142). 

Zmiany te, dotyczące kinetyki proliferacji limfocytów CD4
+
 wykazane u 

osób z R.Z.S. odnoszą się przede wszystkim do komórek CD4
+
CD28

+
. Wiadomo, ze 

u chorych na R.Z.S. nie tylko proporcja tych komórek ulega pewnemu obniżeniu, ale 
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przede wszystkim obniża się poziom ekspresji CD28 na tych limfocytach CD4
+
, na 

których jest on jeszcze wykrywalny (18,31,32) (co potwierdzają także moje 

prezentowane wyżej wyniki). 

Porównując grupę osób młodych, chorych na R.Z.S. i grupę osób zdrowych 

w podeszłym wieku, stwierdziłam, że dynamika podziałów limfocytów CD4
+
 jest w 

nich podobna, co może świadczyć o przyspieszonym starzeniu się komórek układu 

immunologicznego u chorych. Uprzednio dowiedziono, że cykl komórkowy 

limfocytów CD4
+
 pochodzących od zdrowych w podeszłym wieku ulega znacznemu 

skróceniu (około 18 godzin/podział w przypadku komórek od zdrowych, młodych 

osób w porównaniu do około 12 godzin/podział limfocytach osób w podeszłym 

wieku). Badania wskazują, że pod względem średniej długości telomerów w 

limfocytach CD4
+
, liczby TRECs, jaki i dynamiki proliferacji limfocytów CD4

+
 

osoba z R.Z.S. w wieku 20 lat ma parametry porównywalne do osób zdrowych w 

wieku 50-60 lat (2, 3,74, 18, 80, 143).  

Wspomniana wyżej mniejsza liczba cząsteczek CD28 na powierzchni 

limfocytu CD4
+
 jest możliwą przyczyną dłuższego przejścia z fazy G0 do fazy G1, co 

zgodnie z teorią  sumowania się sygnałów aktywacyjnych  (144, 145) może 

doprowadzić do wolniejszej aktywacji. Zgodnie z wiedzą na temat znaczącej roli 

kostymulacji przy udziale cząsteczki CD28 we właściwym rozpoznawaniu i 

aktywacji limfocytów T, wydaje się, że obniżenie jej ekspresji na limfocycie T przed 

sygnałem aktywującym, może doprowadzić do wadliwego procesu aktywacji. 

Istnieją prace, w których stwierdzono brak różnic w dynamice proliferacji 

limfocytów T krwi obwodowej pacjentów ze zdiagnozowanym R.Z.S. i osób 

zdrowych (146). Przyczyną może być kilka czynników, jedną z możliwości jest 

różny poziom ekspresji CD28 na powierzchni badanych limfocytów, co wydaje się 

mieć wpływ na proliferację. Ponadto, jak wspomniałam wyżej, dotychczasowe 

badania proliferacji limfocytów T wykonywane były metodą wbudowania 

radioaktywnej tymidyny i oceniały przede wszystkim syntezę DNA (99-101), albo 

metodą wbudowania Br-dU i mierzyły odsetek proliferujących komórek w całej puli 

badanych komórek (146). Istotne jest również to, że prowadzone dotąd badania nad 

proliferacją limfocytów in vitro, dotyczyły czasu do 72 godzin, co mogło dawać 

zmniejszenie syntezy DNA  dla limfocytów T od pacjentów z R.Z.S., biorąc pod 

uwagę długość trwania fazy G0�G1. Jak udowodniłam, limfocyty CD4
+
 pochodzące 
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od pacjentów z R.Z.S., mogą rozpoczynać cykl komórkowy po 2 dniach, w 

porównaniu do rozpoczętego cyklu u zdrowych 1-2 dni wcześniej. 

 W badanych przeze mnie grupach, zarówno pacjentów, jak i zdrowych, 

zaobserwowałam zmiany dotyczące proporcji limfocytów CD4
+
CD28

+
, CD4

+
CD28

-
 

(niezamienne statystycznie zmniejszenie odsetka komórek CD4
+
CD28

+
 na 

powierzchni limfocytów CD4
+
 u chorych na R.Z.S., w porównaniu do komórek 

CD4
+ 

od osób zdrowych). W żadnej z powyższych grup nie stwierdziłam istotnych 

różnic w odsetkach komórek CD4
+
CD28

-
, porównując ten odsetek w stosunku do 

wszystkich limfocytów krwi obwodowej, jak i wobec komórek CD4
+
. Wcześniej 

opisywano gromadzenie się komórek CD4
+
CD28

-
 we krwi osób chorych na R.Z.S. 

(25). Część autorów zajmujących się tym tematem, nie zgadza się jednak z 

występowaniem zwiększonej proporcji komórek CD4
+
 bez ekspresji CD28 we krwi 

obwodowej pacjentów z R.Z.S. (100). Ten rozdźwięk pomiędzy autorami może 

wynikać z wyboru różnych pacjentów do badań. Pacjenci nie stanowią jednorodnej 

grupy, zarówno pod względem aktywności choroby, jej klinicznego zaawansowania 

czy czasu trwania, co może mieć znaczenie dla proporcji limfocytów CD4
+
 z 

ekspresją, czy bez ekspresji CD28.  

W reumatoidalnym zapaleniu stawów, przynajmniej w niektórych okresach 

tej choroby dochodzi do nadmiernej aktywacji limfocytów. Z opublikowanych 

danych wiadomo, że w wyniku aktywacji klonów limfocytów T przez stymulację 

przeciwciałem anty-CD3 in vitro, może dochodzić do obniżenia powierzchniowej 

ekspresji cząsteczki CD28 (58). Wiadomo również, że aktywacja limfocytów T przy 

udziale przeciwciała anty-CD3 wywołuje obniżenie ekspresji cząsteczki CD3 (37). 

Niedawno również opisano, że utrata części cząsteczek CD4 przez stymulowane 

limfocyty T, jest zależna od aktywacji (147). 

Obok różnic w odsetku komórek CD4
+
 posiadających antygen CD28, 

wykazałam istotny statystycznie wzrost odsetka komórek CD4
+
/HLA-DR

+
 i 

CD4
+
CD25

+
 u osób z R.Z.S. w porównaniu do zdrowych ochotników, co wskazuje 

na toczący się proces aktywacji tych komórek. 

W tej ostatniej subpopulacji limfocytów CD4
+
 mogą się znajdować komórki 

regulatorowe CD4
+
CD25

+
.  

Dane na temat istnienia regulatorowych komórek CD4
+
CD25

+
 we krwi 

obwodowej uzyskano początkowo u zwierząt doświadczalnych na modelach chorób 
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autoimmunizacyjnych, gdzie wykazano, że zmniejszona liczba tych komórek we 

krwi obwodowej, powoduje przyspieszenie pojawienia się objawów, natomiast 

pozbycie się komórek CD4
+
CD25

+
 u myszy doprowadziło do wystąpienia wielu 

chorób autoimmunologicznych: zapalenie żołądka, czy zapalnie tarczycy (148-150). 

Doświadczenia na zwierzętach umożliwiły uznanie tych komórek za komórki 

supresorowe, które są odpowiedzialne za utrzymywanie tolerancji na własne 

antygeny (151), i które mogą regulować choroby autoimmunologiczne swoiste 

narządowo (152). Ostatnie badania sugerują, że komórki CD4
+
CD25

+
 pełnią funkcję 

w kontroli rozwoju chorób autoimmunologicznych u ludzi (153). Na podstawie 

badań, w których wykazałam, że u osób chorych na R.Z.S. jest znamiennie 

podwyższony odsetek komórek CD4
+
CD25

+ 
w porównaniu do ludzi zdrowych 

(rozdz. 4.1., Ryc. 10), możemy upatrywać jedną z przyczyn zmian dynamiki 

proliferacji limfocytów CD4
+
. Należy jednak podkreślić, że stwierdzenie fenotypu 

CD4
+ 

CD25
+
 nie jest wystarczającym kryterium do uznania limfocyta za komórkę 

regulatorową, co utrudnia interpretacje tych wyników. 

Obok komórek CD4
+
CD25

+
, badałam także procent komórek CD4

+
CD69

+
. 

Zaobserwowałam obniżenie odsetka tych komórek w grupie osób chorych, na 

granicy istotności, porównując do osób zdrowych. To zjawisko może być 

spowodowane wygaśnięciem wczesnej aktywacji (CD69 jest antygenem wczesnej 

aktywacji) i przekształceniem się jej w aktywację przewlekłą, sugerującą pojawienie 

się choroby autoimmunologicznej. 

W powyższej pracy wykazałam, że istnieje ścisły związek pomiędzy  

obniżeniem ekspresji CD28 na limfocytach CD4
+
 a obniżeniem ekspresji genów 

takich jak KLOTHO i RARβ2 u osób ze zdiagnozowanym reumatoidalnym 

zapaleniem stawów. Do dnia dzisiejszego niewiele wiadomo o regulacji transkrypcji 

genu CD28, niemniej jednak został zidentyfikowany fragment DNA, który pełni 

funkcję minimalnego promotora dla tego genu CD28 (25), niezbędnego dla jego 

transkrypcji. 

W obrębie minimalnego promotora genu dla CD28 znaleziono sekwencje 

DNA, które wykazują specyficzną aktywność, która wiąże białka z ekstraktów 

jądrowych pochodzących z limfocytów posiadających CD28
+
 (25). Aktywności te 

nazwano alfa (α) i beta (β) i wykazano, że istnieje dodatnia korelacja pomiędzy 

fenotypem powierzchniowym CD28
+
, a występowaniem obu tych aktywności 
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wiążących w ekstraktach jąder komórkowych (25). W limfocytach krwi obwodowej 

o fenotypie CD28
-
 a także w klonach komórek o takim fenotypie stwierdzono brak 

tych aktywności  (25).  

Zlokalizowanie sekwencji, które odpowiadały tym aktywnościom w obrębie 

minimalnego promotora genu dla CD28 (25) prowadziło w kierunku stwierdzenia o 

ich kluczowej funkcji w procesie transkrypcji genu CD28; na tej podstawie 

zdefiniowano ich rolę jako składowej inicjatorowej dla transkrypcji genu CD28 (57). 

W pracy szukałam odpowiedzi na pytanie, czy w ludzkich limfocytach CD4
+
 

są obecne i aktywne geny posiadające homologiczną sekwencję dla lepiej poznanej 

sekwencji α promotora genu CD28, oraz, czy ich aktywność ma wpływ na cykl 

komórkowy tych komórek . 

Badania sekwencji genów RARβ2, KLOTHO, GRAP-2 (analiza 

komputerowa bazy GENBANK), wykazały że w regionach promotorowych tych 

genów znajdują się miejsca homologiczne do miejsc wiążących α w regionie 

promotorowym genu CD28, których aktywność jest niezbędna dla prawidłowej 

ekspresji tego ostatniego. Równoległe zmiany poziomu ekspresji genów RARβ2, 

KLOTHO i GRAP-2 mogą wskazywać na wspólną regulację ich poziomu 

transkrypcji w limfocytach CD4
+
 oraz jej zależność od ekspresji CD28 lub istnienie 

wspólnego czynnika kontrolującego ekspresje wszystkich czterech genów. 

 W pracy wykazałam, że istnieje różnica w ekspresji genu RARβ2 zarówno, 

pomiędzy grupą osób zdrowych młodych i zdrowych starszych i w zależności od 

stanu klinicznego (wyższa ekspresja u osób zdrowych w porównaniu do osób z 

R.Z.S.). Nie zauważyłam różnic w obrębie grupy chorych ze względu na wiek. 

Natomiast zaobserwowałam obniżenie ekspresji tego genu u starszych osób 

zdrowych w porównaniu do osób zdrowych młodych i u osób chorych w porównaniu 

do osób zdrowych. 

Początkowo, szczególnie interesujący ze względu na ewentualne powiązania 

z patogenezą R.Z.S., wydawał się być wcześniej opisany gen RARβ-2 (ang. Retinoic 

Acid Receptor β2).  

Jedną z aktywnych biologicznie form witaminy A (która jest stymulatorem 

układu immunologicznego, a jej brak jest związany z obniżeniem odporności na 

infekcje (154)), jest ATRA (ang. All trans retinoic acid), który wiąże się do 
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receptorów kwasu retinowego. Wcześniejsze badania udowodniły, że po 

zastosowaniu ATRA nastąpiło zatrzymanie cyklu komórkowego w fazie G1 i 

indukcja apoptozy w ludzkich limfocytach białaczkowych T. Zatrzymanie cyklu w 

fazie G1 spowodowane było aktywacją p21waf1 i zahamowaniem ekspresji cykliny 

D1 (155). Wykazano, że w komórkach B, kwas retinowy hamuje mechanizm cyklu 

komórkowego, odpowiedzialny za przejście z fazy G1 do fazy S (156). 

Kwas retinowy i jego pochodne są znanymi czynnikami 

antyproliferacyjnymi, wywołującymi różnicowanie komórek, stosowanymi w 

hemato-onkologii. Jest więc wielce prawdopodobne, że w przypadku R.Z.S. jego 

działanie nie ogranicza się jedynie do hamowania kolagenozy, ale może być bardziej 

ogólne i prowadzić m.in. do zahamowania proliferacji limfocytów T. Ponadto kwas 

retinowy działając jako czynnik antyproliferacyjny powoduje zahamowanie 

proliferacji limfocytów T poprzez indukcję enzymów niespecyficznych proteaz- 

kalpain. Wiadomo, że kwas retinowy  wpływa na proliferację i różnicowanie 

szerokiej różnorodności transformowanych i rozwijających się komórek (63). Kwas 

retinowy pełni główną rolę w kontroli proliferacji i różnicowaniu normalnych i 

transformowanych komórek i w regulacji potencjału morfogenicznego podczas 

różnicowania zarodkowego (136,157- 159). 

Retinoidy regulują transkrypcję genów poprzez zaktywowane receptory kwasu 

retinowego (RARy)/receptory retinowe X (RXRy). W genie RARβ zidentyfikowano 

trzy izoformy, RARβ1, RARβ2 i RARβ3. RARβ1 i RARβ2 są wygenerowane przez 

alternatywny splicing (160). Z trzech receptorów RAR (α, β,  γ), RARβ2 jest 

uważany za gen supresorowy w procesie transformacji nowotworowej, obniżenie 

jego ekspresji lub całkowita utrata prowadzi do oporności komórek nowotworowych 

na leczenie retinoidami (161,162). 

Pojawia się coraz więcej doniesień potwierdzających, że ekspresja genu 

RARβ2 jest bardzo obniżona w niektórych formach nowotworów występujących u 

ludzi (163), ale potencjalne przyczyny redukcji tej ekspresji są wciąż nieznane. 

Jeżeli we krwi chorych na R.Z.S. wykazano względny niedobór retinoidów 

(164), a retinoidy regulują transkrypcję genu RARβ, to obniżenie ekspresji genu 

RARβ2 u chorych na R.Z.S. może być właśnie tego wynikiem. Konsekwencją 

mogłaby być niewrażliwość komórek CD4
+
 na retinoidy i przyspieszenie ich 

proliferacji (skrócenie cyklu komórkowego) co ma miejsce u osób chorych na R.Z.S.  
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 Kolejnym, badanym przeze mnie  genem, był GRAP-2. Badania prowadzone 

nad aktywnością genu GRAP-2 wykazały, że ekspresja tego genu  w limfocytach 

CD4
+
 jest wysoce heterogenna, i nie zauważyłam istotnych różnic w ekspresji tego 

genu, ani u osób zdrowych, ani u osób z  R.Z.S. Grap, cząsteczka adaptorowa, jest 

specyficznie wyrażana głównie w limfocytach T. Białko to jest członkiem rodziny 

Grb-2 białek, oddziałuje na ścieżki kostymulacyjne w komórkach T (134, 135), 

bierze udział w transdukcji sygnałów pochodzących z ścieżki Ras- MAPK (165).  

Białko kodowane przez ten gen zawiera jedna domenę SH2 i 2 domeny SH3 (166). 

Domena SH2 zawiera białko fosfatazę tyrozynową, która pełni funkcję w negatywnej 

regulacji  dążąc do obniżenia sygnałowania receptorów cytokin, receptora kinaz 

tyrozynowych i receptora kompleksów systemu immunologicznego (167). Domena 

SH2 może wiązać się do pozostałych receptorów fosotyrozynowych lub innych 

białek adaptorowych takich jak SHC. Natomiast domeny SH3 wiążą się do „Ras 

Exchange factor SOS”, ale mogą również wiązać się do innych białek adaptorowych 

takich jak GAB1 i GAB2. 

Ostatnie prace sugerują, że białka adaptorowe, takie jak Shc, LAT i  przede 

wszystkim Grap, odgrywają główną rolę  w transdukcji sygnałów od kompleksu 

TCR/CD3 limfocyta poprzez łączenie różnych enzymów w specyficzne kompleksy 

wielobiałkowe (168,169). Te białka są powszechnie wyrażane np. Shc, lub są 

przyporządkowane limfocytom i leukocytom, jak Grap i LAT (170). Cząsteczka 

Grap, specyficznie wyrażana w limfocytach (135), wiąże się w nich  z białkami 

p36/38 (LAT), Shc, PLC-γ1 i Fyn po aktywacji komórek T (171). Badania 

genetyczne i molekularne sugerują, że Grap pełni negatywną rolę regulatorową 

uczestnicząc w odpowiedzi mitogennej limfocytów poprzez zahamowanie transmisji 

sygnału poprzez ścieżkę Ras-Erk.  

Grap pełni funkcję w pozytywnej, bądź negatywnej selekcji podczas 

limfopoezy komórek T. Rola Grap w obniżeniu produkcji Il-2 i proliferacji 

limfocytów sugeruje, że ta mała cząsteczka pełni główną rolę w regulacji  

odpowiedzi immunologicznej (166, 172). 

GRAP-2 pełni rolę negatywnego  regulatora wewnątrzkomórkowej 

sygnalizacji stymulowanych receptorów komórek T (TCR) przez obniżenie sygnału 

regulacyjnego, przekazywanego poprzez ścieżkę Ras/Erk. (166, 172). 
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Pomimo istniejących, cytowanych wyżej doniesień dotyczących wpływu 

GRAP-2 na proliferację komórek T, na podstawie moich badań nie znalazłam 

bezpośrednich dowodów na wpływ zmian ekspresji genu GRAP-2 na zmiany 

dynamiki proliferacji limfocytów CD4
+
 osób chorych na R.Z.S. Ekspresja genu 

GRAP- 2 jest wysoce heterogenna w obrębie obu badanych grup. 

KLOTHO, po przeprowadzonych badaniach okazał się niezwykle 

interesującym genem. Nazwa genu pochodzi od jednej z Mojr, greckich bóstw losu. 

Gen „KLOTHO”, odkryto w roku 1997. Japońscy uczeni zaobserwowali wówczas, 

że u myszy pozbawionych białka kodowanego przez ten gen rozwijała się 

miażdżyca, osteoporoza, rozedma płuc i inne schorzenia charakterystyczne dla 

starości. 

Od pewnego czasu wiadomo, że ten gen pełni podobną funkcję także u ludzi. 

Występuje w kilku odmianach, różniących się właściwościami kodowanego białka, 

co wpływa na ryzyko choroby wieńcowej, osteoporozy czy udaru (173). 

Kodowane przez gen KLOTHO białko działa jak hormon zapobiegający 

starzeniu. Łącząc się z powierzchnią komórki hormon, blokuje mechanizm związany 

ze szlakiem insuliny i insulinopodobnego czynnika wzrostu— 1(174).  

Wiadomo, że zahamowanie wspomnianego szlaku wydłuża życie robaków, muszek i 

myszy (174). Być może podobnie jest z ludźmi.  

Największa ekspresja KLOTHO występuje w nerce i mózgu (175). Produkt 

tego genu jest powierzchniową β-glukuronidazą, której mutacja u myszy prowadzi 

do przedwczesnej starości, skrócenia czasu przeżycia, mnogich zaburzeń czynności 

osteoblastów i osteoklastów, a także limfopenii (127). 

 

 

 

 

                                            

 

 

    
  Rycina 43.  Brak ekspresji genu KLOTHO ma udział w starzeniu (176).  

                         

Typ dziki 

mutant 
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KLOTHO pełni główną rolę w regulacji  równowagi wapniowej i  

fosforanowej poprzez negatywną regulację syntezy aktywnej witaminy D (177). Gen 

KLOTHO posiada dwa transkrypty wytworzone przez aktywne składanie na 

poziomie RNA (178). Zewnątrzkomórkowa domena białka KLOTHO zawiera dwa 

wewnętrzne powtórzenia, które wyrażają sekwencje homologiczną do β-glukozydazy 

z bakterii i roślin (127, 179, 180). 

Ludzkie KLOTHO wykazuje 86% podobieństwo aminokwasu  z białkiem 

mysim i jest kodowane przez gen, który rozciąga się na ponad 50 kb na chromosomie 

13q12 (138). 

In vivo białko KLOTHO obniża produkcję NO, redukuje ciśnienie krwi i 

zapobiega fibrozie okołonaczyniowej w modelu szczurzym (181). 

Defekt w ekspresji genu KLOTHO u myszy ma przełożenie na starzenie się u 

ludzi, w postaci krótkiej  przeżywalności, bezpłodności, stwardnieniu tętnic, atrofii 

skórnej, osteoporozie i rozedmie u osób wykazujących ekspresje wariantu 

polimorficznego tego genu (182 – 184). Białko KLOTHO chroni system naczyń 

wieńcowych poprzez stymulację śródbłonka do produkcji NO (droga humoralną) 

(185). Dodatkowo, białko to może regulować limfopoezę komórek B i wpływać na 

mikrośrodowisko hematopoezy (183). Stwierdzono, że starzenie i choroby połączone  

z wiekiem są powiązane ze zmniejszeniem ekspresji KLOTHO (180, 186), ale 

mechanizm obniżenia nie jest jasny. Do czasu moich badań w literaturze nie było 

informacji na temat ekspresji KLOTHO w ludzkich limfocytach T i jej znaczenia dla 

tych komórek.  

Zebrane wyniki moich doświadczeń zmierzają w kierunku stwierdzenia, że 

możliwą przyczyną reumatoidalnego zapalenia stawów jest starzenie się limfocytów 

CD4
+
 (187, 188). Mechanizmy starzenia się komórek T, pomimo usilnych starań, są 

trudne do uchwycenia (189-191). Uważa się, że wiele genów jest prawdopodobnie 

zaangażowanych w proces starzenia (192), ale tylko  kilka z nich  ma potwierdzony 

wpływ na ten mechanizm. Jednym z tych wybrańców jest KLOTHO, który jest 

powiązany ze starzeniem zarówno u myszy i u ludzi (127-133), i którego produkt 

białkowy został ostatnio nazwany „hormonem starzenia” (174, 178). 

 W mojej pracy przedstawiłam, że ekspresja KLOTHO na poziomie mRNA w 

spoczynkowych ludzkich limfocytach CD4
+
 zmniejsza się proporcjonalnie do 
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postępującego starzenia i jest silnie obniżona w komórkach CD4
+
 pacjentów z 

reumatoidalnym zapaleniem stawów, niezależnie od wieku pacjentów. 

 Wykazałam również redukcję poziomu białka Klotho i spadek aktywności 

KLOTHO, jako β-glukuronidazy w limfocytach pacjentów z R.Z.S. Ani na 

aktywność transkrypcyjną genu KLOTHO, ani na aktywność enzymatyczną 

KLOTHO, jako β-glukuronidazy w limfocytach T pochodzących od pacjentów, nie 

miało wpływu leczenie farmakologiczne lub poziom aktywności choroby, badany 

przez DAS28. Moim zdaniem, te dane wskazują, że fenomen obniżenia ekspresji 

KLOTHO i aktywności enzymatycznej jest charakterystyczny dla choroby samej w 

sobie, powiązany raczej z jej mechanizmem, niż będący jej konsekwencją. 

Moje obserwacje sugerują, że redukcja aktywności enzymatycznej KLOTHO 

jest co najmniej częściowo zależna od obniżenia aktywności transkrypcyjnej genu 

KLOTHO i zdolności mRNA KLOTHO do translacji; jakkolwiek brak znaczących 

powiązań pomiędzy tą aktywnością a poziomem mRNA KLOTHO w komórkach 

osób z R.Z.S., sugeruje to istnienie innego czynnika wpływającego na enzym, 

chociażby w przypadku komórek pochodzących od pacjentów.  

 Jak wykazałam, spadek ekspresji KLOTHO na poziomie mRNA koreluje z 

poziomem ekspresji CD28 na komórkach CD4
+
, zarówno w limfocytach zdrowych i  

limfocytach od pacjentów z R.Z.S. Ostatnio wykazano, że obniżenie ekspresji CD28 

na komórkach osób chorych na R.Z.S. jest powiązane z wpływem czynnika 

martwicy nowotworu (TNF) na czynnik inicjatorowi/regulatorowy (zwany miejscem 

αβ) w regionie promotorowym genu CD28 (18, 193). 

 Przeprowadzony pilotowy (nie pokazany w tej pracy)  test ruchliwości 

elektroforetycznej (EMSA), gdzie użyto próbki DNA o sekwencji identycznej z 

miejscem α promotora genu CD28 i znalezionej w okolicach genu KLOTHO 

sekwencji homologicznej do α wykazał, że ludzkie limfocyty CD4
+
 zawierają białka 

jądrowe wiążące się do obydwu sekwencji i że masa molekularna kompleksów α-

DNA i homolog α-DNA są prawie identyczne. Te obserwacje mogą sugerować 

możliwość, że obydwa geny, KLOTHO i CD28 są koregulowane w limfocytach 

CD4
+
. 

Równoległe zmiany poziomu ekspresji genów RARβ2, KLOTHO i CD28 

mogą wskazywać na wspólną regulację poziomu transkrypcji wszystkich trzech w 
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limfocytach CD4
+
 oraz jej zależność od wspólnej przyczyny, być może od działania 

TNF.  Brak takiej zależności dla GRAP-2 może wynikać z nieco mniejszej, niż w 

przypadku KLOTHO i RARβ2, homologii  sekwencji znalezionej w/przy promotorze  

tego genu do sekwencji α z promotora genu CD28. 

 KLOTHO istnieje w formie błonowej (1012 aminokwasów) i/lub sekrecyjnej 

(549 aminokwasów), wynikającej z alternatywnego splicingu tego genu (138). 

Udowodniono, że ilość sekrecyjnej formy białka KLOTHO  maleje w ludzkiej 

surowicy wraz z wiekiem (178). 

 Moje obserwacje dotyczące zmniejszenia aktywności Klotho związanej z 

komórką mogą w jakimś stopniu tłumaczyć, że niższe poziomy białek związanych z 

komórką powinny produkować mniejszą ilość formy sekrecyjnej.  

 Pomimo istnienia szeregu powiązań w wielu procesach biochemicznych w 

procesie starzenia, włączając metabolizm fosforanu i hamowanie sygnalizacji 

insulina/IGF-1 (174) bezpośredni wpływ poprzez aktywność enzymatyczną 

KLOTHO, jako β-glukuronidazy pozostaje w większości nieznany. Wykazano, że 

ten enzym hydrolizuje i aktywuje kanał TRPV5 przewodzący jony K
+
 (194) i 

hydrolizuje β-glukuronidy sterydów (126). Kanały należące do rodziny TRPV są 

obecne w błonach komórek T i mogą być zaangażowane w aktywację komórek 

układu immunologicznego (195). Możliwy brak ich aktywacji powiązany z 

obniżeniem lub nawet zniesieniem aktywności KLOTHO może być jedną z przyczyn 

upośledzenia aktywacji komórek T zarówno u zdrowych starszych ludzi, jak i osób 

chorych na R.Z.S. 

 Ostatnio zasugerowano, że aktywność KLOTHO, hydrolizując  glukuronidy 

sterydów, zmienia równowagę w kierunku wzrostu poziomów niezwiązanych, 

aktywnych form hormonów sterydowych (126). Jeśli udział w tym procesie brałby 

kortyzol i jego pochodne, bezpośrednie działanie KLOTHO dawałoby efekt 

przeciwzapalny (poprzez podniesienie poziomów glukokortykoidu) i jednocześnie 

spadek aktywności KLOTHO powinien wiązać się być może z nasileniem procesów 

zapalnych, jakie obserwujemy zarówno u osób w podeszłym wieku jak i u chorych 

na R.Z.S. 
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 Niski stopień, częściowego subklinicznego zapalenia ostatnio został 

zapostulowany jako typowa cecha związana ze starzeniem systemu 

immunologicznego (196). 

 Różnica polegająca na obecności ekspresji genu KLOTHO w komórkach 

CD4
+
 zdrowych osób, a niesamowicie niskiej ekspresji tego genu w limfocytach 

CD4
+
 osób chorych na R.Z.S., może mieć związek z opisywanym fenotypem 

przedwczesnej starości proliferacyjnej (ang. proliferative senescence) limfocytów od 

osób chorych. 

 
 Najnowsze badania na ludzkich fibroblastach potwierdzają, że obniżenie 

ekspresji KLOTHO dramatycznie indukuje przedwczesne starzenie proliferacyjne 

tych komórek, co jest jednocześnie związane z podwyższeniem produkcji p21. 

Natomiast to podwyższenie jest powiązane z zatrzymaniem cyklu komórkowego w  

fazie G1/S.  

 Uszkodzenie p53 w fibroblastach z uszkodzonym KLOTHO (stworzone 

komórki MRC-5) przywraca normalny wzrost i potencjał replikacyjny. Wyniki 

zaprezentowane w tej, jedynej jak dotychczas, pracy wiążącej działanie KLOTHO z 

proliferacją komórek potwierdzają, że KLOTHO reguluje starzenie komórkowe 

przez zahamowanie ścieżki p53/p21 ( 137). 

 

 Podsumowując, obserwowane u chorych na reumatoidalne zapalenia stawów 

zaburzenia proliferacji limfocytów mogą być związane z obniżoną aktywnością 

dwóch genów: RARβ2 i KLOTHO, regulowanych przez mechanizm, od którego 

zależy także regulacja ekspresji CD28. 
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6. PODSUMOWANIE  
 
 
 
 

W reumatoidalnym zapaleniu stawów obserwuje się: 

-  obniżenie ekspresji CD28 na limfocytach CD4
+
 krwi obwodowej, 

- zmiany dynamiki podziałów komórkowych in vitro, przede wszystkim 

wydłużenie czasu przejścia z fazy G0 do G1 i skrócenie pojedynczego cyklu 

komórkowego, 

- redukcję ekspresji i funkcji genu KLOTHO, uczestniczącego w procesie 

starzenia się komórek i ekspresji genu RARβ2, wpływającego hamująco na cykl 

komórkowy. 

 

W genach RARβ2, KLOTHO i GRAP-2 istnieje sekwencja homologiczna do 

regulatorowej sekwencji α, obecnej w promotorze genu CD28. 
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7. WNIOSKI. 

 
 

1. Podobna dynamika podziałów limfocytów CD4
+
 osób zdrowych w podeszłym 

wieku i osób młodych cierpiących na R.Z.S. świadczy o przyspieszonym starzeniu 

komórek układu immunologicznego u chorych. 

 

2. Wydłużenie czasu przejścia z fazy G0 do G1 cyklu komórkowego może wiązać się 

z obniżeniem ekspresji CD28 w limfocytach CD4
+
 osób chorych. 

 

3. Spadek ekspresji RARβ2 może być przyczyną skrócenia cyklu komórkowego 

limfocytów CD4
+ 

 od pacjentów z R.Z.S. 

 

4. Bardzo niska ekspresja i czynność genu KLOTHO w limfocytach CD4
+
 u chorych 

na R.Z.S. może się wiązać z przedwczesnym starzeniem układu immunologicznego. 

 

5. Obecność sekwencji homologicznej do regulatorowej α z promotora genu CD28 i 

równoczesne obniżenie ekspresji CD28, KLOTHO i RARβ2, sugeruje możliwość 

wspólnej regulacji ekspresji tych genów. 
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9. STRESZCZENIE  

 
W dostępnej literaturze fachowej istnieją znaczne rozbieżności, dotyczące 

właściwości (w tym zmian fenotypu i dynamiki proliferacji), a także przyczyn 

zaburzeń czynności limfocytów T osób chorych na reumatoidalne zapalenie stawów 

(R.Z.S.). Podnoszona jest możliwość przedwczesnego starzenia się limfocytów T, 

jako jednej z przyczyn lub konsekwencji choroby, na co istnieją częściowe dowody 

doświadczalne. Jednym ze zjawisk należących zarówno do obrazu R.Z.S., jak i do 

procesu starzenia się limfocytów T, jest częściowa lub całkowita utrata ekspresji 

zasadniczej cząsteczki ko-stymulatorowej – CD28, niezbędnej dla prawidłowej 

proliferacji tych komórek. W niniejszej pracy, postanowiłam porównać  parametry 

dynamiki proliferacji in vitro a także prześledzić wielkość ekspresji  wybranych 

genów mogących wpływać na dynamikę proliferacji limfocytów T CD4
+
 osób 

chorych na R.Z.S i zdrowych w różnym wieku.  

 Do oceny parametrów proliferacji zastosowałam cytometryczną technikę 

DCT i  wykazałam, że podziały mitotyczne stymulowanych przeciwciałem anty-CD3 

in vitro limfocytów CD4
+
CD28

+
 (ale nie CD4

+
CD28

-
)  osób cierpiących na R.Z.S. 

rozpoczynają się znamiennie później w porównaniu do komórek  osób zdrowych, co 

wynika z wydłużenia czasu od stymulacji do wejścia komórek w cykl podziałowy 

(G0�G1) i jest analogiczne do uprzednich obserwacji dotyczących zdrowych osób w 

podeszłym wieku, dla których wykazano zależność tego parametru od poziomu 

ekspresji CD28.  

Wykazałam również, że czas trwania pojedynczego cyklu podziałowego jest 

znamiennie krótszy, natomiast średnia liczba podziałów na komórkę dzielącą się 

wyższa w limfocytach CD4
+
 u chorych, niż w limfocytach zdrowych osób. Również 

w tym przypadku zjawiska dotyczące komórek osób chorych na R.Z.S. są 

analogiczne do obserwowanych u zdrowych osób w podeszłym wieku.  

 Powyższe obserwacje mogą świadczyć o przyspieszonym starzeniu się 

komórek układu immunologicznego u chorych. Potwierdzać to może moja 

obserwacja w badanej grupie chorych na R.Z.S. niezamiennego statystycznie 

zmniejszenia odsetka komórek CD4
+
CD28

+
 i wzrost CD4

+
CD28

-
, w porównaniu do 
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osób zdrowych, analogicznego do opisywanego przez innych autorów u zdrowych 

osób w podeszłym wieku.  

Wykazałam także, istotny statystycznie wzrost odsetka komórek CD4
+
/HLA-DR

+
 

i CD4
+
CD25

+
 i obniżenie odsetka  limfocytów CD4

+
CD69

+ 
w grupie osób chorych z 

R.Z.S. w porównaniu do zdrowych ochotników, co wskazuje na toczący się proces 

aktywacji limfocytów T u tych chorych. 

W pracy wykazałam, że istnieje ścisły związek pomiędzy  obniżeniem ekspresji 

CD28 na limfocytach CD4
+
 u osób ze zdiagnozowanym reumatoidalnym zapaleniem 

stawów  a obniżeniem ekspresji genów wybranych na podstawie obecności w ich 

obszarze promotorowym lub regulatorowym sekwencji DNA homologicznej do 

sekwencji „alfa” (α) obecnej w minimalnym promotorze CD28 i niezbędnej dla jego 

prawidłowej ekspresji. Geny te to: KLOTHO („hormon starzenia” o aktywności β-

glukuronidazy), RARβ2 (receptor kwasu retinowego) i GRAP-2 (cząsteczka 

adapterowa w procesie transdukcji sygnału w limfocytach T). 

Wykazałam, że ekspresja KLOTHO na poziomie mRNA w spoczynkowych 

ludzkich limfocytach CD4
+
 zmniejsza się proporcjonalnie do postępującego wieku u 

osób zdrowych, natomiast jest bardzo silnie obniżona (poniżej zakresu 

wykrywalności techniką RT-PCR i na granicy wykrywalności techniką PCR czasu 

rzeczywistego) w komórkach CD4
+
 pacjentów z reumatoidalnym zapaleniem 

stawów, niezależnie od ich wieku. 

 Wykazałam również, redukcję poziomu białka Klotho i spadek aktywności 

Klotho, jako β-glukuronidazy w limfocytach pacjentów z R.Z.S. Ani na aktywność 

transkrypcyjną genu KLOTHO, ani na aktywność enzymatyczną Klotho, jako β-

glukuronidazy w limfocytach T pochodzących od pacjentów, nie miało wpływu 

leczenie farmakologiczne lub poziom aktywności choroby, badany przez DAS28. 

        Jak wykazałam, spadek ekspresji KLOTHO na poziomie mRNA koreluje z 

poziomem ekspresji CD28 na komórkach CD4
+
, zarówno w limfocytach zdrowych i  

limfocytach od pacjentów z R.Z.S.  

KLOTHO jest uważane za element kontrolujący proliferację komórek 

poprzez interferencję z systemem białek p53/p21; dlatego obniżenie jego ekspresji w 

komórkach CD4
+
 osób w podeszłym wieku i chorych na R.Z.S. może wpływać na 

obserwowane przeze mnie zaburzenia proliferacji tych komórek.  
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 W pracy wykazałam także, obniżenie ekspresji genu RARβ2 u starszych osób 

zdrowych w porównaniu do osób zdrowych młodych i u osób chorych w porównaniu 

do osób zdrowych. Kwas retinowy, będący ligandem receptora RARβ2, wpływa 

hamująco na proliferacje wielu typów komórek, a więc stwierdzenie spadku ekspresji 

jego receptora na limfocytach T może wiązać się z obserwowanymi zmianami 

dynamiki proliferacji (w szczególności skróceniem cyklu komórkowego) u chorych 

na R.Z.S. a także zdrowych osób w podeszłym wieku. 

          Ostatnim badanym w tej pracy genem, był GRAP-2. Wykazałam, że 

ekspresja tego genu  w limfocytach CD4
+
 jest wysoce heterogenna i nie zauważyłam 

istotnych różnic w ekspresji tego genu, ani u osób zdrowych, ani u osób z  R.Z.S.  

  

   

  

  

 



 111 

10. ABSTRACT. 
 

There are still discrepancies in the available literature regarding the participation 

of CD4
+
 lymphocytes in the pathomechanism of rheumatoid arthritis (RA). They 

concern mostly phenotypical changes and proliferative dynamics of these cells. It is 

suggested that the CD4
+
 lymphocytes of RA patients undergo an accelerated aging, 

manifested for example by partial or total loss of CD28 from their surface. In this 

work I compared the dynamic proliferative parameters  of in vitro stimulated CD4
+
 

lymphocytes of RA patients and age-matched healthy individuals using the dividing 

cell tracking (DCT) flow cytometric technique. I have shown that CD4
+
CD28

+
 (but 

not CD4
+
CD28

-
) lymphocytes of RA patients require significantly more time to 

transit from G0 to G1 phase of the first cycle (suggesting the role of CD28 in 

controlling this phase of cell cycle), and that the duration of each cell cycle of CD4
+ 

cells of the patients  is shorter than that of age-matched healthy, especially for young 

group of patients. Both these observations are analogous to previously described 

differences in these parameters between the lymphocytes of healthy young and 

elderly individuals and support the hypothesis of accelerated aging of RA cells. I 

have also demonstrated an (although not statistically significant) increased 

proportion of  CD4
+
CD28

-
 lymphocytes in the patients’ peripheral blood, and some 

markers of T cell activation, including increased proportions of HLA-DR
+
 and 

CD25
+
 cells among the CD4

+
 population. Based on the knowledge on the specific 

nucleotide sequence called the α present in the promoter region of the CD28 gene 

and known to be necessary for its expression and functionally impaired in the 

lymphocytes of RA patients, I have searched the GENBANK for possible other 

genes possessing sequences homologous to α and found it in the KLOTHO (the 

‘aging hormone’ with β-glucuronidase activity), RARβ2 (the retinoic acid receptor 

affecting cellular proliferation and differentiation) and GRAP-2 (an adapter molecule 

specific for T cells). I have shown that both the expression of KLOTHO at mRNA 

and protein levels as well as its enzymatic activity is strongly reduced in the cells of 

healthy  elderly and of all RA  patients as compared to healthy young. The RA 

disease activity and type of pharmacological treatment had no influence on the 

phenomenon. Lowered KLOTHO expression was correlated with the decreased 

expression of CD28 and of RARβ2. It was recently shown that KLOTHO interferes 
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with the p53/p21 protein system controlling the progression of the cell cycle; thus, its 

suppression in the RA cells might affect their proliferative dynamics. I have also 

shown similar reduction of RARβ2 gene expression in the CD4
+ 

cells of RA patients. 

Decreased activity of this retinoic acid receptor may be (partially) responsible for 

quickening of the cell cycle observed in the RA cells. Finally, I have found no 

differences in the expression of GRAP-2 between the cells of healthy and RA 

individuals regardless from their age. 

 

 


