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Wykaz najwazniejszych skrotéw uzywanych w pracy:
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AICD - ang. activation — induced cell death, $mier¢ komoérek indukowana przez
aktywacje

BSA - ang. bovine serum albumine - albumina surowicy wotowe

CD - ang. cluster of differentiation, antygeny rdéznicowania leukocytéw —
uzywany dla oznaczenia receptoréw powierzchniowych

CDK - cyklinozalezna kinaza

CFSE - ang. carboxyfluorescein diacetate succunimidyl ester

CQ — ang. chloroquine, chlorochina inhibitor dla enzyméw z grupy
B-glukuronidaz

DSL - ang. dissaccharolactone, disacharolakton inhibitor dla Klotho -
enzymatycznej aktywnosci -glukuronidazy

EDTA - kwas etylenodwuaminoczterooctowy

FACS - ang. fluorescencje activated cell sorter, cytometr przeptywowy

FITC - ang. fluorescein isothiocyanate, zwiazek fluoresceiny uzywany do
znakowania bialek o dlugosci fali 519 nm

FSC - ang. forward scatter channel, detector rejestrujacy rozproszenie $wiatla od
przodu,zgodnie z kierunkiem wigzki laserowej

GMFI - ang. geometric mean fluorescence intensity, $redni geometryczny
poziom fluorescencji

IL - interleukina

MFI - ang. mean fluorescencje intensity, $redni poziom fluorescencji

MHC - ang. major histocompability complex — gléwny uklad zgodnosci
tkankowej

PBMC - ang. peripheral blood mononuclear cells — jednojadrzaste komérki krwi
obwodowej

PBS - ang. Phosphate buffered saline - sl fizjologiczna buforowana fosforanami
PE — ang. phycoerythrin, fikoerytryna, biatko emitujace $wiatlo o dtugosci 578
nm

PerCP — ang. peridinin chlorphyll protein, biatko emitujace $wiatto o dtugosci
675 nm

pH - ujemny logarytm ze st¢zenia jonéw wodorowych
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RARB-2 - ang. Retinoic Acid Receptor 32 — receptor f2 kwasu retinowego
RT-PCR - odwrotna transkrypcja i tancuchowa reakcja polimerazy

RTPCR - ang. real time PCR fancuchowa reakcja polimerazy w czasie
rzeczywistym

R.Z.S. — reumatoidalne zapalenie stawoéw

SDS - siarczan dodecylu

SSC - detektor w cytometrze, mierzacy ilos¢ $§wiatla rozproszonego pod katem
90 stopni od osi optycznej

TCR —ang. T cell receptor — receptor limfocytéw T

TEMED - czteroetylodwuamina

TNF — ang. tumor necrosis factor — czynnik martwicy nowotworéw

TRIS — hydroksyetylo-aminometan



1. WSTEP

1.1. Reumatoidalne Zapalenie Stawow.

W patogenezie choréb reumatycznych zasadnicza role¢ odgrywa uktad
immunologiczny, ktéry, w wyniku pobudzenia, przejawia objawy agresji wobec
tkanki tacznej (choroby z autoagresji). Ich przejawem jest toczacy si¢ proces zapalny
z udziatem komorek nalezacych do tego ukladu, szczegdlnie zas limfocytéw T i
makrofagéw.

Reumatoidalne zapalenie stawow (R.Z.S.) jest to przewlekla, zapalna,
autoimmunologiczna, uktadowa choroba tkanki lacznej, ktérej przyczyna sa
uwarunkowania genetyczne i, by¢ moze, zakazenie wirusami badz innymi
drobnoustrojami. Moga tu rowniez mie¢ znaczenie czynniki hormonalne, palenie
papierosOw oraz stres.

Charakterystyczne dla tej choroby jest zapalenie blony maziowej stawéw. W
miar¢ poglebiania si¢ procesu chorobowego, komdrki blony maziowej zaczynajq si¢
rozrasta¢ (prowadzac do pogrubienia maziowki i w efekcie obrzgku zajgtego stawu),
nacieka¢ i niszczy¢ chrzastke oraz ko$¢ w obrgbie stawu (Ryc. 1). Choroba ta

prowadzi do niepetnosprawnosci, kalectwa, a nawet przedwczesnej $mierci.

PRAWIDLOWY R.Z.S.
STAW
Blona Zapalenie
maziowa blony
maziowel
Luszczka
Chrzastka (pannus)

Torebka
stawowa

Ptyn
mazidowkowy
(maz stawowa)

Rycina.l. Poréwnanie stawu prawidlowego i stawu z R.Z.S.

Reumatoidalne zapalenie stawdéw wydaje si¢ by¢ powodowane zwigkszona

aktywnoscia limfocytow T, co w efekcie prowadzi do uszkodzenia chrzastki i kosci.



Zaktywowane limfocyty T sa skumulowane w maziéwce, cho¢ kraza réwniez we
krwi obwodowej, przechodza klonalna ekspansje i hamowane sg poprzez proces
apoptozy (1).

Zaburzenia w komodrkach ukladu odporno$ciowego moga by¢ przyczyna
obserwowanych w R.Z.S. uszkodzen funkcji innych narzadéw i uktadéw organizmu.
W chorobie tej obserwujemy kliniczne cechy nadmiernej reaktywnos$ci limfocytow
T, objawiajace si¢ powigkszeniem weztow chtonnych (limfadenopatia), jak réwniez
— paradoksalnie - wyrazne cechy proliferacyjnej starosci tych komodrek (w
szczegblnoéci CD4") migdzy innymi obnizona proliferacje in vitro, zmiang fenotypu
niektdrych antygenéw powierzchniowych - w tym zwtlaszcza utratg antygenu CD28
(nabycie fenotypu CD4"CD28 a takze CD8'CD28) i skrdcenie telomeréw (2,3).
Czasteczka CD28 jest jedna z najwazniejszych czasteczek kostymulujacych w
btonie komérkowej limfocytéow T [patrz nizej] (4-6).

W reumatoidalnym zapaleniu stawéw zaktywowane limfocyty T wykazuja in
vivo wigksza spontaniczna produkcj¢ i wydzielanie cytokin prozapalnych, do grupy
ktérych m. in. nalezy TNF oraz IL-1, IL-6, IL-8 (7)(Ryc. 2). TNF jest gtéwna
cytokina, ktéra daje poczatek kaskadzie cytokin prozapalnych i ktéra podtrzymuje
proces zapalny w R.Z.S. Jest uwazany za kluczowy element patogenezy tej choroby.
W reumatoidalnym zapaleniu stawéw wykryto takze zwigkszona, w odniesieniu do
0s6b zdrowych, produkcj¢ i wydzielanie TNF do $rodowiska w hodowlach komérek
jednojadrzastych wyizolowanych z ptynu stawowego i blony maziéwkowe;j (8).

Kluczowa rolg¢ TNF w patogenezie R.Z.S. odkryto w hodowlach
jednojadrzastych komérek z btony mazidwkowej, w ktérych po podaniu przeciwciata
anty-TNF stwierdzono zmniejszenie wydzielania IL-1, IL-6 i IL-8, co sugerowato
gtéwna role¢ TNF w wydzielaniu tych cytokin (9). To pozwolito na przypuszczenie,
ze blokada TNF moze mie¢ istotny wplyw przeciwzapalny oraz ochronny na
chrzastke stawowa i kos$ci stawéw. Udziat TNF w kontrolowaniu aktywnosci R.Z.S.
potwierdzono u myszy z indukowanym zapaleniem stawéw, u ktérych podawanie
przeciwcial anty-TNF zmniejszylo obrzeki staw6w i nadzerki stawowe (10-12).

W surowicy krwi u pacjentéw z R.Z.S. stwierdzono zwigkszone st¢zenie TNF
(13,14), co jest powiazane ze nadmieniona powyzej, zwigkszona spontaniczna
produkcja TNF przez jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej hodowane in vitro
oraz po stymulacji mitogenami (15,16, Ryc.2). Zauwazono réwniez zwigkszona

produkcje¢ TNF przez jednojadrzaste komorki z btony maziéwkowej (15,17).
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TNF-a jest uwazany za giéwny modulator proceséw patogennych w
reumatoidalnym zapaleniu stawéw (18), dlatego tez uwaza sig, ze podwyzszony
poziom TNF-a in vivo moze bezposrednio wptywac na fenotyp i funkcj¢ komorek T.
Szczegétowa analiza btony maziéwkowej (gtdwnego miejsca choroby), szczegdlnie
immunohistochemiczne badania §wiadczace o wzrosécie ekspresji TNF i TNFR w
btonie mazidwkowej oraz skuteczne zastosowanie anty-TNF w modelu zwierzgcym
zapalenia stawOw indukowanego kolagenem, pozwolilty na wprowadzenie nowej
terapii z zastosowaniem anty-TNF (19). Dzigki kilkuletnim obserwacjom klinicznym
stwierdzono, ze terapia anty-TNF nie tylko hamuje aktywno$¢ choroby, zmniejsza
objawy kliniczne, ale réwniez zapobiega destrukcji stawdw (20). Wykazano, ze
terapia anty-TNF zwieksza reaktywnoé¢ (proliferacje) ludzkich limfocytéw CD4"
mierzona metoda wbudowania radioaktywnej tymidyny po aktywacji przeciwcialem
anty-CD3 czy mitogenami (21). Dlatego tez pojawia si¢ sugestia, ze TNF
funkcjonuje jako czynnik immunosupresyjny w R.Z.S., co poniekad moze ttumaczy¢
paradoks istniejacy w patogenezie tej choroby. Paradoks ten polega na tym, ze z
jednej strony R.Z.S. jest przewlekla choroba zapalna o podtozu
autoimmunologicznym, a wigc powinna cechowa¢ si¢ nadmierna aktywacja
limfocytéw T, 2z drugiej za$ strony limfocyty T pochodzace od pacjentéw
cierpiacych na R.Z.S. charakteryzuja si¢ obnizona reaktywno$cia w odpowiedzi na
stymulacje mitogenami in vitro, skréceniem telomeréw, obnizeniem TRECs (T cell
receptor rearrangement excision circles), a wigc cechami komoérek ,,wyczerpanych”
proliferacyjnie.

Choroby, w ktérych wykryto wspomniany wyzej podwyzszony odsetek
limfocytéw CD4"CD28 we krwi obwodowej (reumatoidalne zapalenie stawéw i
AIDS), charakteryzuja si¢ jednocze$nie zwigkszonym wydzielaniem TNF.
Skojarzony wzrost wydzielania TNF (22-24) i liczniejsze wystgpowanie limfocytow
o fenotypie CD4"CD28 jest obserwowane takze u ludzi zdrowych w podeszlym
wieku, co moze $§wiadczy¢ o istnieniu zwigzku migdzy tymi zjawiskami (25-27).
Zwigkszona produkcja TNF nie dotyczy jednak wszystkich oséb w podesztym
wieku, ale jest powiazana z gorszym stanem zdrowia w obrgbie tej grupy i niska
aktywnoscia cytotoksyczna NK (23,28,29).

Istnieja przestanki, iz TNF dziata regulacyjnie na gen CD28. W kilku
badaniach wykryto, ze TNF-a hamuje in vitro aktywno$¢ minimalnego promotora

dla genu CD28 (30,31), doprowadzajac do obnizenia ilosci CD28 na powierzchni
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komorki. Wykazano takze, ze ekspozycja limfocytéw T oséb chorych na R.Z.S. na

dziatanie TNF-a in vivo rowniez obniza poziom CD28 na ich powierzchni (32).

PRZECIWZAPALNE

sTNFR
IL-4 sIL-1R
IL-10 IL-1Ra

IL-8 TGFp

TNE - IFN-y

IL-1 LTa
IL-6

A

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

1.2. Rola limfocytéw CD4" w odpowiedzi immunologicznej.

Limfocyty CD4", zwane pomocniczymi, sa komérkami, ktére petnia gtéwna
rolg w regulacji odpowiedzi immunologicznej organizmu. Zaktywowane komorki
CD4" proliferuja i wydzielaja cytokiny, w zaleznosci od rodzaju ktérych, potrafia
oddziatywa¢ na prace innych komoérek uktadu immunologicznego. Ws$réd
limfocytéw CD4" mozna wyréznié trzy podtypy (Th), ktére charakteryzowane sa na
podstawie wydzielanych cytokin. Typ Thl wydziela interleuking 2, czynnik
martwicy nowotworéw TNF, interferon gamma — produkcja tych cytokin prowadzi
do odpowiedzi komdérkowej typu cytotoksycznego), Th2 -(interleukina 4,
interleukina 6 i interleukina 13) - wywotuje odpowiedz humoralna, czyli w kierunku
produkcji przeciwcial. Natomiast typ Th3 zostal zdefiniowany na podstawie
wydzielania czynnika transformujacego beta (TGFP). Komoérki o takim fenotypie
petnig funkcj¢ hamujaca odpowiedZz immunologiczna. Podsumowujac, dziatanie
regulacyjne komérek CD4" moze byé dwojakie, powodujace pobudzenie badz
ostabienie odpowiedzi immunologicznej (33,34). Trzeba oczywiscie pamigtaé, ze
najcze¢sciej nie ma odpowiedzi immunologicznej w jednym kierunku — Th1 lub Th2,
ale aktywowane sa one jednoczesnie i od stopnia tego pobudzenia zalezy
wypadkowa odpowiedz uktadu immunologicznego.

Do rozpoczgcia odpowiedzi immunologicznej limfocytéw T konieczne jest

rozpoznanie antygendéw prezentowanych przez komodrke prezentujaca antygeny
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(APC). Powierzchnia limfocyta T jest §wietnie przystosowana do rozpoznawania
antygenu i wywolywania odpowiedniej odpowiedzi immunologicznej, poniewaz
posiada receptor limfocyta T — TCR, ktéry w kompleksie z CD3 rozpoznaje obcy
peptyd prezentowany przez komorke APC. Istnieje wiele rodzajow receptoréw TCR
(ze wzgledu na struktur¢ wysoce zmiennych czesci, ktére decyduja o ich swoistosci)
i ta réznorodno$¢ (szeroki ,repertuar” TCR) umozliwia rozpoznanie kazdego
potencjalnego obcego antygenu. Niestety samo zwigzanie obcego peptydu przez
TCR/CD3 jest niewystarczajace do prawidlowej aktywacji limfocyta T (35). Do
aktywacji musi by¢ zaangazowana okreslona liczba receptoréw TCR/CD3, aby
przekroczy¢ prég aktywacji (36). Wykazano, ze przy braku kostymulacji z CD28
liczba pobudzonych receptoré6w TCR musi wynosi¢ okoto 8000, podczas gdy w
obecno$ci kostymulacji CD28 wystarczy ich okoto 1500 (37). Uwaza sig, ze bez
sygnatu kostymulujacego z czasteczki CD28, réwnoleglego do sygnatu z TCR, nie
moze doj$¢ do prawidlowej aktywacji limfocyta T i mozliwe sg dwie alternatywne
sytuacje: zupelny brak aktywacji i wprowadzenie limfocyta w stan anergii (38), badz

$mier¢ limfocyta droga apoptozy (39).

1.3. Zmiany ekspresji czasteczki CD28 na limfocytach
CD4".

Czasteczka CD28 jest to glikoproteina powierzchniowa o masie 90 kDa (40),
pelnigca zasadnicza rol¢ kostymulujaca w procesie aktywacji limfocyta T w
odpowiedzi na prezentacj¢ antygendw w fazie indukcji odpowiedzi immunologiczne;]
(2, 41). Ligandem dla CD28 sa czasteczki CD80 (B7-1) i CD86 (B7-2) obecne na
komérkach prezentujacych antygeny (42, 43). Kostymulacja przez czasteczke CD28
doprowadza do zwigkszenia produkcji interleukiny 2 (IL-2) (2,44), gtéwnego
czynnika wzrostowego limfocytow T. Aktywacja poprzez receptor CD28 moze
doprowadzi¢ do podwyzszenia ekspresji receptora dla interleukiny (IL-2) na
powierzchni zaktywowanego limfocyta (45), co razem z podwyzszong produkcja IL-
2 moze spowodowac¢ wejscie w cykl komoérkowy przez zaktywowanego limfocyta i
doprowadzi¢ w konsekwencji do proliferacji (46, 47). Nie nalezy zapomina¢ o tym,
ze limfocyty krwi obwodowej sa w fazie Gy cyklu komérkowego i dopiero po

odebraniu odpowiedniego sygnatlu aktywacyjnego moga wejs¢ w cykl komdrkowy i
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rozpoczaé proliferacje (48). Dowiedziono, ze kostymulacja CD28 jest
odpowiedzialna za poczatkowe etapy wchodzenia w cykl komoérkowy (przejscie z

fazy Gy do Gy) limfocytéw T (32, 49).

Czasteczka CD28 moze wplywac na proliferacjg¢ limfocytéw réwniez poprzez

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

Wiasciwosci  kostymulujace czasteczki CD28, potwierdzono réwniez
wykazujac wptyw ekspresji CD28 na poziom aktywacji limfocytéw T. Zablokowanie
kostymulacji przez CD28 prowadzi do zwigkszonej podatnosci limfocytéw T na

apoptoze (50).

U chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw stwierdzono duzy wzrost
odsetka limfocytéw CD4", ktére nie wykazuja ekspresji powierzchniowej czasteczki
CD28 (51,52). Limfocyty o tym fenotypie (CD4"CD28") sa komérkami aktywnymi,
ktére produkuja znaczne ilosci IFN-y i 1l-2, co umozliwia wywotanie odpowiedzi
prozapalnej; w pewnych warunkach posiadaja réwniez wlasciwosci cytotoksyczne,
przez co moga uczestniczy¢ w uszkadzaniu tkanek (18,53). Przypuszcza sig, ze
kumulacja komoérek o takim fenotypie odgrywa wazna rol¢ w zjawiskach

autoimmunologicznych obserwowanych w R.Z.S.

Nie wiemy, czy zmiany zwiazane z limfocytami CD4", obecne w R.Z.S. maja
charakter pierwotny czy wtérny, jakie czynniki maja wplyw na powstawanie
istniejacych zmian. Ze wzgledu na gléwna pozycje limfocytéw CD4" w wywotaniu
odpowiedzi immunologicznej i jej ukierunkowaniu, jakiekolwiek zaburzenia funkcji
tych komoérek wywotuja skutki dotyczace calego uktadu odpornosciowego, a w

konsekwencji catego organizmu.

14



1.3.1. Regulacja ekspresji CD28.

Istnienie komérek CD4", ktére nie posiadaja na swojej powierzchni antygenu
CD28 (CD4'CD28), a takze komérek CD4" z obnizona iloscia czasteczek CD28,
wskazuje na to, ze ekspresja genu CD28 musi podlega¢ regulacji (nie jest

konstytutywna).

Gen CD28 wystepuje na chromosomie 2 (54), w jednej kopii, sktadajacej si¢
z 4 egzonéw (55,56).

Niedawno zdefiniowano minimalny promotor dla genu CD28 i zlokalizowano
go w obszarze 400 bp w kierunku 5’ regionu tego genu nie podlegajacego
transkrypcji  (25) (Ryc.3). W obrgbie minimalnego promotora genu CD28
zidentyfikowano nie opisane wczesniej sekwencje DNA odpowiedzialne za wigzanie
z nie w pelni jeszcze poznanymi biatkami regulatorowymi, okreslane jako miejsca
wiazace a i B (Ryc.2). Limfocyty, ktére posiadaja na swojej powierzchni czasteczke
CD28, badz jej nie maja r6znia si¢ zawartoscig biatek wiazacych si¢ do tych nowo
zlokalizowanych miejsc wiazacych (25). Ekstrakty jadrowe z limfocytéw T
wykazujacych powierzchniowa ekspresj¢ CD28 zawieraja bialka wiazace si¢ do
obydwu miejsc (a0 i P), podczas gdy ekstrakty jadrowe z limfocytéw T nie
wykazujacych powierzchniowej ekspresji CD28 sa ich pozbawione (25, 57). W
ekstraktach jadrowych dla r6znych linii komérkowych oraz klonéw z limfocytéw T o
fenotypie CD4" i CD8" wykazano zgodno$¢ ekspresji powierzchniowej czasteczki
CD28 i obecnosci biatek wiazacych o i B. Doswiadczenia te umozliwilty

stwierdzenie, ze biatka wiazace a i f sa specyficzne dla ekspresji genu CD28 (25).

Ostatnio wykazano, ze obnizenie ekspresji CD28 wystgpujace u oséb w
podesztym wieku i u chorych na R.Z.S., wynika réwniez ze zmniejszenia ekspresji
kompleksu jadrowych biatek regulujacych te ekspresj¢ przez wiazanie si¢ do

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

Aktywno$ci wiazace o i B, sa wigc uwazane za specyficzne dla ekspresji
genu CD28 i niezbgdne dla aktywnos$ci transkrypcyjnej minimalnego promotora
genu CD28, inicjujac ten proces — stad nazwa af3-INR (an inoperative transcriptional

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

Jak juz wczes$niej wspomniatam, zaréwno u 0s6b w podesztym wieku, jak i u
chorych na R.Z.S. wykazano, ze obnizenie ekspresji CD28 wynika z braku ekspresji
specyficznego kompleksu jadrowych bialek regulujacych tg ekspresje przez
wigzanie si¢ do odpowiednich miejsc w minimalnym promotorze genu dla CD28
(25,58). Dwa biatka, nukleolina i izoforma A niejednorodnej jadrowe;j
rybonukleoproteiny-D0O (hnRNP-DOA), zostaly zidentyfikowane jako kluczowe
sktadniki kompleksu wiazacego si¢ do miejsca o. Nukleolina i hnRNP-DOA petnia
role w trans-aktywacji CD28 af-INR (59). Rola nukleoliny i hnRNP-DOA, jako
aktywatorow transkrypcji jest specyficzna dla af3-INR (60).

Niedawno wykazano, ze sekwencja a nie jest unikatowa. Wystepuje ona (a
raczej jej homolog) nie tylko w promotorze genu CD28, ale znajduje si¢ réwniez w
obszarze promotorowym genu RARP2, ktéry podobnie jak CD28 ulega ekspresji w
ludzkich limfocytach T (61,62) (Ryc.4).
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Miejsce a :ACGTTATATCCTGTGTGAAAT

RARP2: ATCTTTCATTCTGTGTGACAG

Rycina 4. Homologia w sekwencji alfa i genie RARB2 (pogrubione litery oznaczaja identyczne

nukleotydy).

RARB-2 (ang. Retinoic Acid Receptor f2) to wcze$niej opisana, wystgpujaca
w ludzkich limfocytach T forma receptora dla kwasu retinowego, ktdéry jest
substancja hamujaca proliferacje i nasilajaca réznicowanie si¢ wielu typéw komoérek
(61,62). Kwas retinowy 1 jego pochodne sa znanymi czynnikami
antyproliferacyjnymi i powodujacymi rdznicowanie komorek, stosowanymi w
hemato-onkologii (63). Substancja ta, ze wzgledu na swoje wilasciwosci, stosowana
jest czasem w terapii R.Z.S., hamujac m.in. ekspresj¢ kolagenazy — enzymu, ktdry
bierze udziat w niszczeniu chrzastki i kosci stawéw w przebiegu R.Z.S. (61,62). Ze
wzgledu na wspomniany wyzej mechanizm, mozliwe, ze w przypadku R.Z.S.
dziatanie kwasu retinowego sprowadza si¢ nie tylko do hamowania kolagenazy, ale
moze by¢ bardziej ogdlne i prowadzi¢ m.in. do zahamowania proliferacji limfocytéw

T, co jednak nie zostato jak dotychczas udowodnione.

1.4. Rola limfocytéw CD4" w patogenezie R.Z.S.

Reumatoidalne zapalenie stawéw jest choroba, w ktérej znaczaca role w
patogenezie i rozwoju petnig limfocyty CD4" (64). Jedna z hipotez dotyczaca
patogenezy R.Z.S. jest to, ze limfocyty CD4" nieprawidtowo rozpoznaja wlasne
antygeny stawowe, co zapoczatkowuje chorobe i prowadzi do ataku na wlasne
tkanki. Jednak, badania repertuaru receptora limfocytéw T (TCR) w ptynie
stawowym i tkance wykazaty, ze limfocyty obecne w stawach sa heterogenne, a nie
wykazuja jednego konkretnego klonotypu pomimo, ze czg§¢ klonotypow
wystepowala bardziej licznie (65-67). To dostarczyto dowodow przeciwko istnieniu
jednego swoistego antygenu, przeciwko ktéremu skierowana jest odpowiedz

limfocytéw T u 0s6éb chorych na R.Z.S. W zwiazku z tym, badania roli limfocytéw
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CD4" w R.Z.S. kieruja si¢ raczej ku poszukiwaniu zmian systemowych dotyczacych
limfocytéw, a nie tylko ograniczonych do stawow.

Objawy reumatoidalnego zapalenia stawow, to nie tylko wynik toczacego si¢
procesu zapalnego, takie jak podwyzszone st¢zenia biatek ostrej fazy CRP, a takze
cytokin prozapalnych, takich jak: TNF, IL-1, IL-6, IL-15 (44,68-70), ale takze
bardziej specyficzne dla tej choroby zmiany dotyczace limfocytéw CD4". Badania
wlasciwosci limfocytéw CD4" krazacych we krwi obwodowej o0séb chorych
wykazaty:

Obnizenie zdolnosci proliferacyjnej limfocytéw CD4" pobranych z krwi obwodowej
od pacjentéow z R.Z.S. (przeglad w 2).

Krétsze telomery w limfocytach CD4" izolowanych z krwi obwodowej pacjentéw z
R.Z.S. w poréwnaniu do komérek CD4" izolowanych z krwi obwodowej od
zdrowych ochotnikéw (przeglad w 2).

Ograniczenie repertuaru receptora TCR B. Zjawisko to dotyczy komoérek naiwnych
sugerujac, ze zmiany zwiazane sa z limfocytami T juz na etapie ich powstawania, a
nie sa skutkiem ich nadmiernej aktywacji (71-73). Ograniczenie repertuaru TCRf} na
CD4" jest swoiste dla R.Z.S. (74), ale wystepuje takze w procesach fizjologicznych
np. starzeniu si¢, natomiast nie jest typowe dla innych chor6b
autoimmunologicznych.

Zmniejszona liczba TRECs w komérkach CD4" u pacjentéw z R.Z.S. w poréwnaniu
do 0s6b zdrowych (przeglad w 2). TRECs (T cell receptor rearrangement excision
circles) sa fragmentami DNA wycigtymi z genomu w wyniku rearanzacji tancucha
oTCR w grasicy (75,76). Wykazano, ze TREC (kolisty fragment DNA) pozostaje w
limfocycie T po wyjsciu na obwdd, nie duplikuje si¢ podczas mitozy, i jest stabilny
(77,78). Obnizenie liczby TRECs (obserwowane w obrebie populacji komérek CD4*
u chorych na R.Z.S. a takze na AIDS oraz u oséb w podesztym wieku) mozna
thumaczy¢ dwojako: albo mniejsza emigracja nowych, dojrzatych limfocytéw T z
grasicy, badz rozprzestrzenianiem si¢ dojrzalych limfocytéw CD4" na obwodzie, w
odpowiedzi na stymulacje antygenowa. Udowodniono, ze proliferacja nie ma
wplywu na bezwzgledna liczbg TRECs, a zwigkszenie liczby komérek T poprzez
proliferacj¢ wywotuje zmniejszenie wzglednej ilosci TRECs w danej populacji

komorek (79).
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Podwyzszenie proporcji limfocytéw CD4%, ktére nie posiadaja na swojej
powierzchni czasteczki CD28, okreslanych jako komérki CD4"CD28". Podobnie jak
u ludzi w podesztym wieku, wigkszy odsetek tej subpopulacji wystgpuje u pacjentéw
z R.Z.S. w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw w tym samym wieku (3, 51,52).
Podobnie jak u oséb zdrowych, wykazano, ze klony komoérek o takiem fenotypie nie
sa komoérkami nieaktywnymi; wykazano, ze produkuja one cytokiny t.j. IFNy, IL-2,

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

1.5. Proliferacja limfocytéw CD4".

Istnieja dwa procesy regulujace liczbe komoérek w organizmie, sa nimi:

proliferacja i apoptoza (81-83).

Normalne ludzkie komodrki posiadaja ograniczong zdolno$¢ namnazania si¢ w
hodowli, tzw. limit Hayflicka - graniczna liczba podzialéw do jakiej zdolna jest
komorka, ktéra nie ulega transformacji nowotworowej. Po osiagnigciu okreslonej
liczby populacji, komodrki przestaja si¢ dzieli¢ i wchodza w stan replikacyjnej
starosci  (pojawienie si¢ charakterystycznych zmian morfologicznych i
czynno$ciowych, okreslanych jako fenotyp komdrek starych). Komdrki znajdujace
si¢ w stanie replikacyjnej staro$ci charakteryzuja si¢, poza obnizona aktywno$cia
proliferacyjna, zmianami w aktywnosci wielu enzyméw i ekspresji gendw, zmianami

wydzielania cytokin i czynnikow wzrostu (84-86).

Ludzkie limfocyty dziela si¢ pod wptywem stymulacji antygenowej in vivo
lub mitogenowej in vitro raz na okoto 15-20 godzin (87- 89). U zdrowych oséb
produkcja limfocytéw jest adekwatna do aktualnej potrzeby organizmu i jest to

regulowane przez eliminacjg apoptotyczna (activation — induced cell death, AICD).

Niekontrolowane podzialy komodrkowe sa jednym z czynnikéw
predysponujacych prawidlowe komoérki do transformacji nowotworowej (90, 91).
Ewolucyjnie organizmy wyksztatcity co najmniej dwa mechanizmy, ktére hamuja
niekontrolowane podzialy komérkowe i zapobiegaja nowotworom: starzenie sig

(prowadzi do nieodwracalnego zatrzymania podziatu komoérek) i apoptoze (92- 94).
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Prawidlowy przebieg cyklu komoérkowego jest zalezny od prawidtowego
wspoltdziatania cyklinozaleznych kinaz (CDK) z cyklinami (biatkowe aktywatory),
czego wynikiem jest ekspresja genéw, ktérych produkty odgrywaja istotng role w
procesie podziatu. Warunkiem przejscia komorki z fazy G; do S, a tym samym
rozpoczgcia nastgpnych etapdw cyklu komorkowego, jest fosforylacja, ktora
inaktywuje biatko pRb i uwolnienie be¢dacego z nim w kompleksie czynnika

transkrypcyjnego E2F, ktéry aktywuje geny niezbg¢dne w fazie S (95-97).

Wiadomo, Ze niestymulowane limfocyty krwi obwodowej sa w fazie Gy
cyklu komérkowego, i dopiero po odebraniu odpowiedniego sygnatu aktywacyjnego
(kontaktu ze swoistym dla siebie antygenem in vivo lub miogenem in vitro) moga

wej$¢ w cykl komdrkowy i rozpocza€ proliferacjg (48).

Wiadomo réwniez, ze przejscie Go=>G; i sama faza G jest najdiuzsza i

najbardziej regulowang faza cyklu komérkowego (98).

Jeden z gtéwnych czynnikéw, ktéry decyduje o efektywnej odpowiedzi
immunologicznej jest wydolno$¢ proliferacyjna limfocytéw T (zdolno$¢ limfocytéw
T do maksymalnej liczby podziatéw, ktérych efektem sa klony zywych komérek
efektorowych). Jak juz wspomniatam, limfocyty T o0s6b chorych na R.Z.S.
prezentuja dwie, po czgsci sprzeczne, charakterystyki: z jednej strony wykazuja
cechy komoérek bardzo aktywnych, intensywnie namnazajacych si¢ i produkujacych
cytokiny, z drugiej za$, cechy komorek ‘starych’, o obnizonej aktywnosci (w tym
proliferacyjnej). Do tej pory obnizenie aktywnosci proliferacyjnej limfocytéw os6b
chorych na R.Z.S. obserwowano gléwnie stosujac metod¢ wbudowania
radioaktywnej tymidyny, ktére pozwala jedynie na na okreSlenie intensywnosci
syntezy DNA w badanych komoérkach (99-101). W zwiazku z tym nie wiadomo, czy
obnizona aktywno$¢ proliferacyjna limfocytow T u o0s6b chorych na R.Z.S,
zwiazana jest z ich proliferacyjng staroscia (obnizenie zdolnosci do podziatu), czy

zmianami w dynamice cyklu komoérkowego.

Niedawno opublikowano badania dotyczace proliferacji limfocytow CD4 i
CD8 pochodzacych od zdrowych os6b w podesztym wieku, wykonane technikag DCT
(ang. Dividing cell tracking), pozwalajaca na zbadanie parametrow cyklu
komoérkowego z réwnoczesnym okresleniem fenotypu badanych komérek (102,

103). Badania te potwierdzily, ze globalna efektywno$¢ proliferacyjna (catkowita
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liczba powstajacych komérek) jest obnizona u oséb starszych, natomiast komorki T
jeszcze zdolne do podziatu, dziela si¢ szybciej, a jedynie przejscie z fazy Gy do fazy
G; nastgpuje w nich z opo6znieniem. To ostatnie zjawisko jest bezposrednio
skorelowane z poziomem ekspresji CD28 na badanych limfocytach. Wspomniane
wyzej podobiefistwa pomiedzy wlasciwosciami limfocytéw T oséb chorych na
R.Z.S. 1 zdrowych oséb w podesztym wieku sugeruja, ze dopuszczalna jest hipoteza,
iz komorki os6b chorych na R.Z.S. beda zachowywaly si¢ podobnie do limfocytéw

zdrowych starszych oséb takze w odniesieniu do dynamiki ich proliferacji.

Poziom  proliferacji limfocytéw CD4" zalezy od rodzaju stymulatora,
poziomu produkcji cytokin, wspdtistnienia choréb modulujacych odpowiedz

immunologiczna i od wieku (104).

Badania zdolnosci proliferacyjnej i czynnosci limfocytéw T w wyniku
stymulacji in vitro, takie jak m.in. ocena wbudowania trytowanej tymidyny,
produkcji niektérych cytokin, czy ,,sygnatu wapniowego” przeciwcialem anty-CD3,
wskazuja na obnizenie, opisanych powyzej, parametréw (zmniejszenie liczby
TRECs, czy skrécenie telomeréw) w limfocytach T oséb chorych na R.Z.S,

sugerujac zmniejszenie zdolnosci proliferacyjnych (105).

U o0s6b zdrowych w podesztym wieku rowniez obserwujemy, takie cechy jak
np. zmniejszenie liczcby TRECs, czy skrécenie telomeréw, a takze obnizenie
zdolnosci proliferacyjnych, co uwazane jest za zjawisko fizjologiczne, zwiazane ze
starzeniem si¢ organizmu. Obserwacja identycznych wtasciwosci limfocytéw T os6b
cierpigacych na reumatoidalne zapalenie stawOw, moze wigc sugerowac istnienie

zjawiska przyspieszonego starzenia uktadu immunologicznego (102).

Powyzsze r6znice w potencjale proliferacyjnym limfocytéw T, pochodzacych
od chorych na R.Z.S., moga czgsciowo wynika¢ ze zmienionych proporcji
zasadniczych subpopulacji limfocytéw T u tych oséb. Stwierdzono migdzy innymi,
ze stymulacja limfocytéw T od chorych na R.Z.S. przy uzyciu przeciwcial anty-CD3
i cytokin, ktérych rolg jest ‘polaryzacja’ odpowiedzi komoérkowej w kierunku
fenotypu Th1 lub Th2, prowadzi do zaburzenia tej polaryzacji z przewaga fenotypu
Th1 i nadprodukcja cytokin dla niego charakterystycznych, np. y-IFN, co zaprzecza
teorii, ze komérki T os6b chorych na R.Z.S. wykazywaly wyltacznie ‘starcze’

obnizenie funkcji. (106).
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Obnizenie zdolnosci do proliferacji jest kojarzone z wspomniana powyzej
utratg przez cze$¢ limfocytéw T antygenu CD28, oraz z obnizona zdolnos$cia
ulegania apoptozie (3,51,52). Wykazano, ze u chorych na R.Z.S. odsetek komérek
CD4 pozbawionych CD28 moze sigga¢ nawet 40% wszystkich krazacych
limfocytéw CD4" i ponad 70% limfocytéw CDS8", podczas gdy u zdrowych
odpowiednio 5 i 35%. Taka sytuacja moze by¢ przyczyna zaburzen funkcji

limfocytéw T oséb chorych na R.Z.S.

Pomimo wcze$niej wspomnianej regulacji genu CD28 poprzez sekwencje o i
B i stwierdzonej zaleznosci pomiedzy poziomem TNF, a ekspresja CD28, nie znamy,
jak dotychczas, mechanizméw powstawania komérek CD4" pozbawionych ekspresji
CD28; nie wiadomo czy naleza one do oddzielnej linii rozwojowej, czy powstaja z
komoérek wykazujacych poczatkowa ekspresje antygenu CD28. Wsréd badaczy
zajmujacych sie¢ immunologia przewaza poglad, ze limfocyty ktére nie wykazuja
ekspresji CD28 powstaja z limfocytéw CD4"CD28" pod wptywem ich aktywacji lub
proliferacyjnego starzenia, w wyniku czego uwazane sa one za komorki ‘stare

immunologiczne’ (26,107).

Samo stwierdzenie wspomnianych podobienstw wlasciwosci proliferacyjnych
i innych czynnosci limfocytéw CD4" od 0s6b chorych na R.Z.S. i zdrowych oséb w
podesztym wieku nie wyjasnia jednak mechanizmu(éw) tych podobienstw i
zwlaszcza ,.przyspieszonego starzenia” komérek CD4" od chorych na R.Z.S.
Stwierdzenie, ze istotny mechanizm kontroli proliferacji, jakim jest poziom ekspresji
CD28, zalezny od prawidtowej interakcji pomiedzy okreslonymi sekwencjami DNA
w obrgbie minimalnego promotora genu CD28 a pewnymi biatkami jadrowymi,
prawdopodobnie wystegpuje takze jako element regulujacy ekspresj¢ genu receptora
RARP2, nalezacego do mechanizméw bezposrednio kontrolujacych proliferacje
réznych typéw komérek sugeruje, ze by¢ moze w limfocytach CD4" istnieja takze
inne, analogicznie regulowane geny, ktérych ekspresja jest istotna dla poziomu

proliferacji tych komorek.
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2. CEL PRACY

Celem pracy byta:

Ocena aktywnos$ci proliferacyjnej limfocytéw CD4* o0séb chorych na R.Z.S., w

poréwnaniu ze zdrowymi.
Préba identyfikacji mozliwych genéw koregulowanych z CD28 i ocena poziomu ich
ekspresji w limfocytach CD4" 0s6b chorych na R.Z.S., w poréwnaniu ze zdrowymi

ochotnikami w podobnym wieku.

Poszukiwanie zwiazku mozliwych zaburzen ekspresji badanych genéw w

limfocytach CD4" z zaburzeniami cyklu komérkowego u chorych na R.Z.S.
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3. MATERIALY I METODY.

3.1. Charakterystyka badanych os6b.

Do grup badanych zakwalifikowano 40 oséb chorych na reumatoidalne
zapalenie stawéw (33 kobiet, 7 mezczyzn, Sredni wiek 47,09+16,28 lat, zakres od 21
do 98) oraz 30 zdrowych oséb (21 kobiet, 9 mezczyzn, sredni 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 obowigzujacych
kryteriéw (American College of Rheumatology, ACR) (108). U pacjentéw oceniano
stan kliniczny: okreslano bolesnos¢ dla 28 stawdéw (wspdtczynnik TEN28), obrzek
dla 28 stawow (SW28) oraz wizualng analogowa skale bdélu (WAS). W
szczegllnosci, u wszystkich chorych oznaczano wskaznik DAS-28 (wedlug
kryteriéw ustalonych przez The European League Against Rheumatism (EULAR)
(109), co pozwolito na oceng stopnia aktywno$ci choroby w momencie badania.
Czas trwania choroby wynosit od 2 miesigcy do 22 lat ($rednio 3,2 lata). 21 chorych
poddano badaniom bezposrednio po rozpoznaniu choroby (przed podjgciem leczenia
farmakologicznego), natomiast pozostali w momencie opisywanych badan
przyjmowali gtéwnie metotrexat, encorton, a takze anty-TNFa (Remicade™) w
dawkach typowych dla leczenia R.Z.S. Zdrowi ochotnicy rekrutowali si¢ sposrdd
studentéw, pracownikéw, rodzin. Stan zdrowia oséb w wieku powyzej 65 lat
oceniano w kierunku spelniania kryteriow ‘protokotu Seniora’ (110). Z obydwu grup
badanych wykluczono osoby wykazujace cechy ostrego procesu zapalnego, trwajacej
infekcji, chorujace na cukrzyce i inne choroby ukladu dokrewnego, a takze na
nowotwory i/lub choroby przewlekte uktadu krazenia, oddechowego i
wydalniczego.

W ramach oceny stanu klinicznego u chorych na R.Z.S. wykonano
podstawowe badania hematologiczne (morfologia krwi) oraz badania okreslajace
uogdlniony stan zapalny, takie jak: stezenie biatka C-reaktywnego w surowicy (CRP)
i odczyn opadania krwinek czerwonych po 1 godzinie (OB). Wigkszos¢ z
podstawowych badan laboratoryjnych (morfologia krwi) nie wykazywato odchylen

od wynikéw prawidlowych; jedynie stwierdzono istotnie podwyzszony poziom
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ptytek krwi (R.Z.S. 338,76+119,62(odch.stand.), zdrowi 256,78+42,09 p=0,007

N_4= 20 Ngrzs = 38), co jest zgodne z wczesniejszymi obserwacjami (111).

PBMC wyizolowane metoda
flotacji w gradiencie ptynu

Izolacja limfocytéw CD4"

—)

Hodowla na

24 dotkowej ptytce z
jednoczesna stymulacja
przeciwcialem antyCD3

-CFSE

+CFSE

s33t
(111
]

11

120 h

; !
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Znakowanie
antygenami
powierzchniowymi

1341

Oznaczanie

cytometryczne

aktywnosci

enzymatycznej B RT-
glukuronidazy PCR

Western
Blotting

Real Time-
PCR

RT-
PCR

Cytometria
przeptywowa

Ryec.5. Schemat procedur do§wiadczalnych.
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3.2. Izolacja jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej od

0s6b zdrowych oraz pacjentéw z R.Z.S.

Ogdlny schemat procedur doswiadczalnych pokazano na Ryc. 5.

Jednojadrzaste komoérki krwi obwodowej (PBMC) izolowano jatowo metoda
flotacji na gradiencie ptynu do izolacji limfocytéw. Krew zylna pobrang na EDTA
wirowano w gradiencie gesto$ci Histopaque™ 1077 (Sigma Chemical Co., USA),
nastepnie pobierano warstwe limfocytéw i monocytéw, odptukiwano ptyn izolacyjny
i zawieszano w kompletnym srodowisku hodowlanym RPMI 1640 (Sigma Chemical
Co., USA) zawierajacym 10% surowicy ptodowej cielecej (FCS, Sigma Chemical
Co., USA), 2 mM L-glutaminy (Sigma Chemical Co., USA), 50 U/ml penicyliny
oraz 50 pg/ml streptomycyny (Sigma Chemical Co., USA). Komoérki liczono przy
uzyciu kamery hematologicznej Burkera oraz oceniano zywotno$¢ komorek przy

uzyciu metody barwienia bigkitem trypanu (Sigma Chemical Co., USA).

3.3. Hodowle komorkowe.

3.3.1. Zakladanie hodowli komoérkowych.

W pracy stosowano nowa metode oceny proliferacji limfocytéw przy uzyciu
cytometrii przepltywowej, okreslang jako DCT (ang. Dividing cell tracking) (60,112).
Metoda ta umozliwia $ledzenie podziatéw komdrkowych za pomoca przyzyciowego
barwnika fluorescencyjnego CFSE (ang. carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester, Sigma Chemical Co., USA), ktéry ma zdolno§¢ wbudowywania si¢ trwale do
komorek i ulega rozcienczeniu w stosunku 1:2 przy kazdym podziale komérkowym
(112) (Ryc.6). Pozwala to zaobserwowac liczbg podziatéw komoérkowych, liczbe
komoérek prekursorowych, ktére odpowiedzialy na stymulacjg, czas trwania
pojedynczego cyklu komoérkowego jak réwniez czas przej$cia limfocytow T
spoczynkowych fazy Gy do aktywnej fazy cyklu G; (112). Réwnocze$nie mozliwe

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

Sterylne, 24-dotkowe, hodowlane ptytki plastikowe (Becton Dickinson,
USA), pokrywano przeciwcialem anty-CD3 (BD Pharmingen USA, lmg/ml) w
stgzeniu 1pg/ml i pozostawiano na 24 godziny w temperaturze 4°C w celu zwiazania
przeciwciala z powierzchnia plastiku (immobilizacji). Po tym czasie nadmiar
przeciwciala usuwano, a dotki przeptukiwano zimnym PBSem. Tak przygotowane
ptytki byty uzywane do hodowli PBMC.

Komérki PBMC nieznakowane lub znakowane 2uM CFSE przez 15 minut w
ciemnos$ci i w temperaturze 37°C zawieszano w kompletnym $rodowisku
hodowlanym 1 nanoszono do dotkéw w plytkach hodowlanych uprzednio
optaszczonych przeciwcialem anty-CD3 oraz do dotkéw nie optaszczonych
traktowanych jako kontrola, w ilo$ci 2x10° /dotek. Komérki inkubowano w
temperaturze 370C, w atmosferze 5% CO, o 100% wilgotnosci. Hodowla
prowadzona byta przez 5 dni (120 godzin), komoérki pobierano z plytki po 72 1 120
godzinach, plukano, liczono, a nast¢pnie oceniano parametry cyklu komérkowego
metoda cytometrii przeptywowej (DCT). Obliczenia dotyczace parametréw
proliferacji na podstawie danych wykonywano programem ,,Progeny © 163"
(autor J.M. Witkowski, AM Gdansk, 60). W celu odréznienia populacji
proliferujacych limfocytéw umozliwiajacego ich dalsza analizg, po zakonczeniu
hodowli zawiesing komorek znakowanych CFSE barwiono zewnatrzkomodrkowo

odpowiednimi kombinacjami przeciwcial 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 cytometryczne;.

3.4. Izolacja limfocytéw CD4".

Izolacja limfocytéw CD4" prowadzona byta po izolacji PBMC oraz (w celu
uzyskania odpowiedniej liczby stymulowanych limfocytéw CD4") po 120 godzinach
hodowli z immobilizowanym przeciwciatem anty-CD3. Komorki oczyszczane byly
dwiema metodami negatywnej selekcji magnetycznej, metoda kolumnowa (za
pomoca separatora kolumnowego MACS, Miltenyi Biotech) i probéwkowa (Dynal
Biotech). Dwéch metod izolacji uzywano, poniewaz po 120 godzinnej hodowli
wielko§¢ komérek uniemozliwiata izolacje metoda kolumnowa (komoérki z trudem
przeciskaty si¢ przez kolumneg, przez co drastycznie zmniejszat si¢ uzysk
izolowanych komoérek). Dlatego tez komérki CD4" po 120 godzinnej hodowli
separowano metoda probowkowa.

Czysto$¢ populacji komérek CD4", pomigdzy tymi dwiema metodami, byta
porownywalna i oscylowala pomigdzy 90-96% (ocena cytometryczna). Badano
rowniez zywotno$¢ komoérek metoda barwienia bigkitem trypanu, ktéra podobnie jak
w przypadku §wiezo izolowanych komérek PBMC wynosita zawsze powyzej 95%.

Na komoérkach CD4", pochodzacych z PBMC (ex vivo, bez hodowli), jak
rowniez po 72h i 120h hodowli, wykonano doswiadczenia celem wykrycia r6znic w
ekspresji badanych genéw. Poniewaz w pilotowych badaniach nie stwierdzono
wptywu 72h i 120h hodowli na poziom ekspresji badanych gendw, dalsze badania
wykonywano na komérkach CD4" wyizolowanych po 120 godzinnej hodowli

(przede wszystkim ze wzgledu na liczebno$¢ uzyskiwanych komérek CD4™).

3.4.1. Metoda kolumnowa negatywnej separacji magnetycznej

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

Zasada tej metody jest bezposrednie wyizolowanie komérek CD4*
pochodzacych z ludzkich PBMC. Pozostale komorki, takie jak np. komoérki B,

monocyty, komérki NK, komérki dendrytyczne i inne sa magnetycznie usuwane
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przy uzyciu koktajlu z przeciwciat: CD8, CD11b, CD16, CD19 i CD56, z ktérymi
tacza si¢ ziarna magnetyczne MACS MicroBeads, co powoduje ze tak wyznakowane
komoérki sa zatrzymywane w siatce ferromagnetycznej w MACS kolumnie w
przylozonym zewngtrznym polu magnetycznym.

Po wyizolowaniu PBMC z krwi obwodowej usuwano supernatant i osad
zawieszano w buforze (PBS, 0,5% albumina z surowicy bydlecej i 2 mM EDTA) na
1 x 10" komérek. Nastgpnie dodawano Hapten—antibody Cocktail i inkubowano
przez 10 min w temp. 6 — 12°C , po wyptukaniu i odwirowaniu komérek dodawano
MACS Anti-Hapten MicroBeads i inkubowano 15 min. w temp. 6 — 12°C.
Wyptukane i odwirowane komérki zawieszano w buforze do izolacji i nanoszono na
uprzednio przygotowana kolumng. Zbierano eluat, jako negatywna frakcje,
reprezentujaca komérki Th CD4". Komérki liczono, plukano i wirowano w celu
zaggszczenia — zawiesiny, cze$¢  komoérek  uzywano do  wybarwienia
powierzchniowego celem sprawdzenia czysto$ci zebranych CD4", natomiast reszte
komérek, po usunigciu supernatantu, poddawano glebokiemu mrozeniu w ciektym

azocie i przechowywano w temperaturze -80°C do dalszych badan.

3.4.2. Metoda probéwkowa negatywnej separacji magnetycznej

(Dynal Biotech, CD4 Negative Isolation Kit).

Podobnie, jak metoda kolumnowa opisana powyzej, metoda probéwkowa
polega na wyseparowaniu ludzkich komérek T CD4 przy uzyciu ziaren
magnetycznych i mieszaniny przeciwcial. Ta mieszanka przeciwciat (CD14, CDI16,
CD56, CD36, CDS8, HLA Class II DR/DP i Glikoforyna A) umozliwia oddzielenie
nieinteresujacych nas komorek, i ziarna magnetyczne maja za zadanie zwiazac sig z
tymi komérkami, co pozwala na oczyszczenie populacji komérek CD4 .

Wyizolowane PBMC z krwi obwodowej zawieszano w buforze PBSu i 0,1%
albuminy z surowicy bydlecej. Nastepnie na 1 x 10’ komérek dodawano 20 ul FCS
(ptodowa surowica cielgca, Sigma Chemical Co., USA) i 20 pl mieszaniny
przeciwcial, inkubowano przez 10 min w temp. 6 — 12°C , po wyplukaniu buforem
PBSu i 0,1% albuminy z surowicy bydlgcej i odwirowaniu komoérek (1300 rpm, 8
min., wirowka MPW 342) dodawano Dynal MicroBeads i inkubowano 15 min. w

temperaturze pokojowej. Po tym czasie zawiesing mieszano i dodawano 2 ml buforu
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do separacji, inkubowano 2 min. w temperaturze pokojowej w statywie
probéwkowym z polem magnetycznym, supernatant odpipetowano do kolejnej
probéwki. Komérki wirowano, liczono i ptukano (jak wyzej), czgs¢ komorek
uzywano do wybarwienia powierzchniowego celem sprawdzenia czystosci
zebranych CD4", reszte¢ poddawano glebokiemu mrozeniu w cieklym azocie i

przechowywano w temperaturze -80°C do czasu dalszych badan.

3.5. Ocena fenotypu badanych komdérek poprzez

znakowanie antygenow powierzchniowych.

Komérki PBMC pobrane jatlowo, tuz po izolacji, jak rowniez po hodowli z
immobilizowanym anty-CD3 lub/i z barwnikiem przyzyciowym CFSE, ptukano
dwukrotnie w PBS (buforowana fosforanami sél fizjologiczna, Sigma Chemical Co.,
USA) poprzez wirowanie przez 7 minut przy 1300 obr./min. (500 g, Eppendorf
Centrifuge 5810R). Prébke do znakowania przeciwciatami stanowito 200 tys.
komérek zawieszonych w 100 pul PBS w probéwkach cytometrycznych (Falcon,
Becton Dickinson USA). Nastgpnie inkubowano komorki przez 30 minut na lodzie z

nastepujacymi przeciwciatami:

- FITC/anty-CD3, PE/anty-CD25, PE/anty-CD28, PE-/anty-CD95, PE-
Cy5S/anty-CD4, PE-Cy5/anty-CD8 (wszystkie wymienione wyzej przeciwciala z
firmy DAKO Cytomation, Dania);

- PE/anty-CD69, PE-/anty-HLA-DR, PE-Cy5/anty-CD1656" (wszystkie
wymienione wyzej przeciwciata z firmy Becton Dickinson USA);

w ilosdci 5 pl na prébke w celu okreslenia cech fenotypowych i oceny zmian ekspresji

antygenéw w wyniku stymulacji.

Kontrolg izotypowa byta mieszanina sprz¢zonych z fluorochromami mysich
immunoglobulin bez swoisto$ci antygenowej (FITC/IgGl + PE/IgG2a + PE-
Cy5/1gG1l, DAKO Cytomation, Dania), uzywana rowniez w ilosci 5 pl na 100 tys.

komorek.

Po uptywie 30 minut komoérki ptukano jednokrotnie w 3 ml PBS (wirowanie

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

cytometrycznej.

3.5.1. Pomiary cytometryczne i analiza wynikow.

Ekspresj¢  powierzchniowa antygenéw badano metoda cytometrii
przeptywowej uzywajac cytometru FACScan (Becton Dickinson, USA). Dane dla
kazdej probki zbierano z 20 000 komérek PBMC uzywajac oprogramowania
CellQuest (BD, USA).

Wyniki analizowano z uzyciem programu komputerowego WinMDI w. 2.9.
(J. Trotter, The Scripps Research Institute, USA) umozliwiajacego ocen¢ odsetka
komérek rézniacych sie¢ fenotypem oraz graficzne przedstawienie dystrybucji

znakowanych komorek.

3.6. Poszukiwanie genéw aktywnych w limfocytach CD4",
zawierajacych sekwencje homologiczne do regulacyjnej

sekwencji a w genie CD28.

Jak juz wspomnialam we wstegpie (pkt. 1.3.1), wykazano Ze obnizenie
ekspresji CD28 wystepujace u os6b w podesztym wieku i u chorych na R.Z.S.
wynika z braku ekspresji specyficznego kompleksu jadrowych biatek regulujacych te
ekspresj¢ przez wiazanie si¢ do odpowiednich miejsc w minimalnym promotorze
genu dla CD28; okreslanych jako a i B (25,58). Obserwacja homologicznej do o
sekwencji w promotorze genu receptora kwasu retinowego RARPB2 kontrolujacego
proliferacj¢ wielu typéw komorek §wiadczy, ze sekwencja ta nie jest unikatowa, i
by¢ moze znajduje si¢ w obszarze promotora lub okolicy regulatorowej innych
genéw, ktorych ekspresja moze by¢ zwiazana z aktywacja i/lub proliferacja

limfocytéw T.
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W celu odnalezienia takich genéw przeszukano baze danych GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) uzywajac programu on-line
NCBI Blast-n (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) pod katem sekwencji
homologicznych do sekwencji a. Wykryto trzy sekwencje o wysokiej homologii do
sekwencji a, zlokalizowane w obszarze promotorowym lub stosunkowo blisko
genow, o ktérych wiadomo, ze ulegaja one ekspresji w ludzkich limfocytach T i/lub
moga mie¢ znaczenie dla badanych zjawisk. Podstawowymi kryteriami byty:
wielko§¢ homologii oraz lokalizacja sekwencji w poblizu genu wskazujaca na
mozliwo$¢ jej udzialu w regulacji ekspresji. Genami tymi sa: znany i opisany

wczesniej RARB-2, GRAP-2, i KLOTHO (patrz nizej).

3.7. Wykrywanie produktu badanych genéw w komérkach
CD4" technikg lancuchowej reakcji polimerazy (RT-
PCR).

3.7.1. Izolacja catkowitego RNA.

Ze wszystkich zamrozonych porcji komoérek (2 mln) izolowano catkowite
RNA za pomocg odczynnika TRIREAGENT (Sigma Chemical Co., USA).
Po zwirowaniu probek (wiréwka Sigma 2K15) z szybkoscia 2,500 rpm (500g) przez
3 min, dodawano 1 ml TRIREAGENT do kazdej probéwki, inkubowano wytrzasajac
w temp. pokojowej przez 5 min, nastgpnie dodawano 200 pl  mieszaniny
chloroformu i alkoholu izoamylowego (24:1, Sigma Chemical Co., USA).
W miedzyczasie przygotowywano nowe probéwki z 500 pl izopropanolu i
przechowywano w temp. -20 °C.

Po zwirowaniu (szybko$¢ 13000 rpm (15000 g) przez 30 min.), zbierano
czysta wodna warstwe gérng (ok. 500 pl) zawierajaca RNA, a wolna od biatka i
DNA, przenoszono do probowek z przygotowanym wczesniej izopropanolem i

. , . 0 . ..
umieszczano probki w temp. — 80°C, co najmniej na noc.
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Po 24 godzinach zwirowywano prébki (temp. 4°C, przez 30 min. z
szybkoscia 13000 rpm (15000 g)), nastgpnie usuwano supernatant. Do osadu
dodawano 1 ml 75% alkoholu etylowego i energicznie mieszano, nast¢pnie probki
odwirowywano (szybko$¢ 13000 rpm, w temp. 4°C przez 10 min.) i usuwano
supernatant powtarzajac powyzsza procedurg. Tak wyptukane prébki RNA suszono
przy uzyciu wiréwki prézniowej (firmy JWElectronic, Polska), w temp. 30°C przez
15 min. do momentu pozostania malej kropli na dnie. Stgzenie uzyskanego RNA
oceniano na podstawie stosunku ggstosci optycznych przy dlugosciach fali 260 nm i

280 nm, przy uzyciu spektrofotometru Biophotometer Eppendorf.

3.7.2. Reakcja syntezy cDNA.

Przy wuzyciu matrycowego RNA, uzyskanego jak w pkt. 3.7.1,
przeprowadzano reakcj¢ syntezy cDNA standardowa technika odwrotne]
transkrypcji, stosujac zestaw Improm-II ™ Reverse Transcription System,
PROMEGA.

Pierwszym etapem jest taczenie matrycowego RNA i primera cDNA oligo-
dT. Prob6éwki  umieszczano w temperaturze 70°C (ThermoBlock TDB-120,
BIOSAN) na 5 min. i po tym czasie natychmiast schtadzano na lodzie przez 5 min.,
nastepnie wirowano przez 10 s, aby zebra¢ kondensat i probki trzymano na lodzie do
momentu dodania mieszaniny z odwrotna transkryptaza.

Drugi etap to odwrotna transkrypcja przeprowadzana przy uzyciu enzymu
odwrotnej transkryptazy, inhibitora rybonukleazy, mieszaniny dNTP, jonéw
magnezu, 5 x buforu do reakcji RT, wody wolnej od RNAz w st¢zeniach zgodnych z
rekomendacja producenta (Improm-II ™ Reverse Transcription System, Promega).
Trzecim etapem jest etap przylaczania enzymu; probki umieszczano w bloku
grzewczym w temperaturze 25°C na 5 min. Czwarty etap zwany wydluzaniem
polega na inkubacji prébek w 42 °c przez 60 min., nastepnie 15 min. w 70°C, aby
zinaktywowacé odwrotng transkryptazg. Wytworzone cDNA przechowywano w

temperaturze -20°C do czasu wykonania tancuchowej reakcji polimerazy.
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3.7.3. Lancuchowa reakcja polimerazy (PCR).

Lancuchowa reakcje polimerazy ze starterami dla badanych genow:
KLOTHO, GRAP-2, RAR-B2 (produkcja: DNA-Gdansk II) oraz [-aktyny
(PROMEGA) jako genu referencyjnego, prowadzono w termocyklerze Master
Cycler Personal (Eppendorf), uzywajac nastgpujacych odczynnikéw: bufor
polimerazy DNA wolny od jonéw Mg2+, roztwér MgCl, PCR mieszanina
nukleotydéw (DTP), matryca oraz termostabilna polimeraza Taq 1 Hx0 w
stgzeniach zgodnych z rekomendacja producenta (zestaw do PCR, PCR Core
System, PROMEGA). Liczba cykli oraz odpowiednia temperatura przylaczania
zostaly wytypowane po wcze$niejszym przeprowadzeniu do$wiadczenia, w ktérym
wykonano reakcje PCR uwzgledniajac gradient temperatur i stosujac rézng ilos¢
powtdrzen cyklu dla poszczegdlnych gendow (w aparacie Master Cycler Gradient,
Eppendorf). Zastosowana liczba powtdrzen cyklu byta charakterystyczna dla
poszczegdlnych starteréw i gwarantowata wykladniczy przebieg amplifikacji.

Ostatecznie stosowano nastgpujace warunki reakcji: wstgpna denaturacja
94°C przez 10 min., nastepnie 32 cykle dla genéw KLOTHO i GRAP-2, a 30 cykli
dla genu RARP2 - 94°C, 30 s, temperatura przylaczania 55°C, 30 s, temperatura
wydtuzania 72°C, 30 s, po ostatnim cyklu: terminacja 72°C  przez 10 min,,
zakonczenie reakcji w 4°C.

Sekwencje starterow dla KLOTHO, GRAP-2 i RARP2 zostaly
zaprojektowane z pomoca programu Primer3 Input (http:/frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi) (Tab.1). Swoisto$¢ starteréw dla ludzkich genéw
zostala potwierdzona za pomoca programu NCBI BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). W przypadku B-aktyny zastosowano parg
starteréw oferowanych przez PROMEGA, USA).

Do oceny produktow RT-PCR zastosowano metod¢ rozdzialu
elektroforetycznego w 2% zelu agarozowym (agaroza- Sigma Chemical Co., USA) z
bromkiem etydyny (2 pl 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; dopelnione woda do 11, pH=8,3).
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Gen sekwencje starterow

B-aktyna P 5° CACCTTCACCGTTCCAGTTT 3
L 5 GTCCACCTTCCAGCAGATGT ¥

KLOTHO L SGCTTTCCTGGATTGACCTTG ¥
P 5> TGTAACCTCTGTGCCACTCG ¥

RARp2 P 5° GGGTCAATCCACTGAAGCAT ¥

L 5 CTGGGAAAAAGACCAACAGCY®

GRAP-2 P 5 CACTTCAAGGTCATGCGAGA ¥
L 5 TTCATCGAAGGTCGGATTTC ¥

Tab. 1. Sekwencje zastosowanych starteréw

P - sekwencja sensowna

L-sekwencja antysensowna

3.7.4. Elektroforeza agarozowa.

Préobki nanoszono w ilosci 12 ul/studzienkeg, réwnocze$nie prowadzono
rozdziat wzorca masowego 50-3000bp (Sigma Chemical Co., USA).
Elektroforetyczny rozdzial produktéw prowadzono w aparacie do elektroforezy w
zelu agarozowym SUBMINI prod. Kucharczyk Techniki Elektroforetyczne, przy
stalym napigciu 100 V przez 40-60 minut. Po przeprowadzeniu elektroforezy
fluorescencj¢ indukowano $§wiattem UV i zbierano w aparacie do archiwizacji zeli
GDS-8000 System (UVP Bioimaging System, WIk. Brytania). Uzyskane obrazy

zapisywano komputerowo w formie cyfrowej i analizowano densytometrycznie.

3.7.4.1. Analiza zeli

Analiza densytometryczna, umozliwiajaca oznaczenie aktywno$ci gendw,

zostala 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 ekspresj¢ genu B-aktyny (referencyjnego), jako standard (100%) do

ktérego poréwnywano poziom ekspresji pozostatych gendw.

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

W pracy zostala zastosowana metoda PCR w czasie rzeczywistym przy
uzyciu barwnika fluorescencyjnego SYBR Green I, taczacego si¢ z mniejsza bruzda
dsDNA, ale nie wiazacego si¢ z ssDNA. W celu analizy ilo$ciowej uprzednio
przygotowano krzywe wzorcowe dla relacji migdzy iloscia DNA a wielkoS$cia

sygnatu fluorescencyjnego dla kazdego z badanych genéw.

3.8.1. Krzywe wzorcowe

3.8.1.a. PCR

Celem uzyskania produktéw niezbednych do wykonania krzywych
wzorcowych, tancuchowa reakcje polimerazy ze starterami dla badanych genéw
prowadzono, uzywajac nastgpujacych odczynnikéw: startery (jak w Tab.1, 2,5 uM),
bufor polimerazy DNA wolny od jonéw Mg2+, roztwér MgCl,, PCR mieszanina
nukleotydéw, matryca oraz termostabilna polimeraza Taq i H,0, stosujac warunki
reakcji opisane w  punkcie 3.7.3. Nastgpnie dokonywano rozdziatu
elektroforetycznego otrzymanych produktéw w 2% zelu agarozowym, analogicznie

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

Zel agarozowy zawierajacy interesujace nas DNA rozpuszczano w roztworze
R7S zawierajacym sole chaotropowe. W nastgpnej fazie dodawano izopropanol i
prébke nanoszono na minikolumng z zywica krzemionkowa. DNA przechodzac
przez zloze wiaze si¢ z nim, podczas gdy zanieczyszczenia przeptywaja wolno przez
kolumng. Pozostato$ci zanieczyszczen usuwano podczas ptukania. Tak uzyskane
DNA wymywano z kolumny woda i uzywano, bez dodatkowych procedur
oczyszczania. Wzorcowe DNA  przechowywano w 4°C  do momentu

przeprowadzenia Real Time PCR.

3.8.2. Oznaczanie poziomu ekspresji genéw (PCR w czasie

rzeczywistym).

PCR w czasie rzeczywistym ze starterami dla genow: KLOTHO, RAR-B2,
GRAP-2 oraz genu referencyjnego B-aktyny , prowadzono w aparacie LightCycler
ROCHE, uzywajac zestawu odczynnikéw firmy ROCHE (Light Cycler FastStart
DNA Master SYBR Green I). Na wstgpie w pilotowych doswiadczeniach
zoptymalizowano warunki reakcji: stgzenie MgCl,, temperaturg przylaczania, ilo$¢
matrycy, a takze liczbe cykli. Po ustaleniu optymalnych warunkéw reakcji dla
wszystkich badanych prébek przygotowano mieszaning reakcyjna zawierajaca: 1 pl
Master SYBR Green I (10x stgz.), MgCl, o stezeniu 3 mM_ odpowiednie startery
(2,5 uM), 1ul matryca (badane cDNA lub produkt uzyskany w p. 3.9.1.c) i H,0 (do
9ul catkowitej objetosci). Reakcje prowadzono stosujac nastgpujace warunki:
aktywacja 95°C przez 10min., amplifikacja: 40 cykli: 95°C przez 10 s; 55°C przez 5
s; 72°C przez 10 s; chtodzenie: 40 °c przez 30s. Wyniki reakcji zapisywano i

analizowano za pomoca programu LightCycler Software 4.05.
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3.9. Potwierdzenie obecnosci lub braku biatka Klotho w

=

izolowanych limfocytach CD4™ pacjentéw z R.Z.S.
0sob zdrowych technika Western Blotting.

3.9.1. Uzyskiwanie materialu biatkowego.

Wczeséniej wyizolowane immunomagnetycznie i zamrozone w -80°C komérki
CD4" zawieszano w 25 ul buforu lizujacego (300mM NaCl, 50mM Tris pH7,6,
0,15% Tryton X-114 (Sigma Chemical Co., USA), 0,5mM MgCl,, zawierajacego
inhibitory proteaz o stgzeniu 10uM (jodoacetamid 18mg/ml, leupeptyna 10mg/ml,
aprotynina 10mg/ml, PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) 20mg/ml) i przez
godzing inkubowano na lodzie. Nastgpnie probki wirowano przy 14000 obr/min
przez 4 min. Supernatant (20 pl) zbierano do osobnych probéwek, dodawano 0,5 pl
10% SDS i tak przygotowany material byt natychmiast uzywany do elektroforezy

poliakrylamidowej i testu Western Blot, badZ przechowywany w -20°C.

3.9.1.a. Oznaczanie ste¢zenia biatka metoda Bradford.

Oznaczanie biatka w prébkach wykonywano standardowa metoda Bradford,
stosujac odczynnik Bradford (Sigma Chemical Co., USA) zgodnie z procedura
opisana w (113) i odczytujac wartosci ekstynkcji przy dlugosci fali 450nm, potem
przy 590nm, przy uzyciu aparatu BioPhotometer (Eppendorf). Krzywa wzorcowa

sporzadzono uzywajac roztworéw 0,1%, 0,01%, 0,001% BSA.
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3.9.2. Elektroforeza poliakrylamidowa SDS-PAGE.

W pracy wykorzystano metodg elektroforezy z SDS wedtug Laemmli (114).

Przygotowywano zel poliakrylamidowy: Zel rozdzielajacy 10% i zaggszczajacy
4,5%, w nastgpujacy sposob: zel dolny, rozdzielajacy w wyniku potaczenia
akrylamidéw (Sigma Chemical Co., USA): 2,5 ml buforu dolnego (1,5mM Tris/HCI
pHS8,8, woda), 3,3 ml 30% mieszaniny akrylamidow/bisakrylamidéw, 4,1 ml H,0,
0,1 ml 10% SDS (BioRad), 0,05 ml 10% nadsiarczan amonu (APS) (Sigma Chemical
Co., USA), 0,005 ml TEMEDu (BioRad); 4,5 % zel gérny zaggszczajacy: 1,25 ml
buforu gérnego (0,5M Tris/HCl pH 6,8, woda), 0,75 ml 30% mieszaniny
akrylamidéw/bisakrylamidéw, 2,8 ml H,0, 0,05ml 10% SDS, 0,03 ml APS, 0,005 ml
TEMEDu.

Bialko z limfocytéw CD4" przygotowane jak w pkt.3.9.1. (z okolo 2,5 min
komoérek odpowiadajace 3ug biatka/studzienke), oraz standard biatkowy (Precision
Plus Protein ™ Standard, All Blue, BioRad) mieszano w stosunku 1:1 z buforem
obciazajaco-lizujacym (0,5mM Tris-HCI, 10% glicerol, 10% SDS, 5% p-2-
merkaptoetanol, 1% bigkit bromofenolowy) i umieszczano w probdéwkach
Eppendorfa, w bloku grzewczym w 100°C na 5 min., celem denaturacji. Na dotek
nanoszono proby w ilosci 20 pl/studzienkg. Rozdzial prowadzano w buforze
elektrodowym (25mM Tris/HCl, 192mM glicyna, 0,1% SDS, pHS8,3, woda), przy
napigciu 100V, przez okolo 1 godzing przy uzyciu aparatu do elektroforezy
poliakrylamidowej (Mini Protean II'™ firmy BioRad). Po dojsciu czota barwnika
(blekitu bromofenolowego) na ok. 1 cm od konca zelu, konczono elektroforezg. Po
elektroforezie wyjmowano ostroznie zel i przygotowywano do przeprowadzenia

transferu.

3.9.3. Western Blotting

Po zakonczeniu elektroforezy zel poliakrylamidowy wyjmowano z aparatu i
po usunigciu zelu gérnego, formowano tzw. ,kanapke” (ang. sandwich). Pierwsza

warstwa to bibuta (Extra Trick Blot Paper, Criterion™ Size, BioRad), nastgpnie
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btona nitrocelulozowa (PROTRAN NITROCELLULOSE, 0,45um,
Schleicher&Schuell), nastgpnie zel poliakrylamidowy, ktory obficie polewano
buforem transferowym (25mM Tris/HCI, 192mM glicyna, 5% metanol, pH=8,3), a
wszystko to przykrywano kolejng bibulg i polewano buforem transferowym. Calos¢
przykrywano pokrywa gérna aparatu (Semi Dry-Transfer, BioRad) i wiaczano prad
20V na 15 min.

Po zakonczeniu transferu, wyjmowano btong¢ nitrocelulozowa z aparatu i
ptukano w roztworze ptuczacym (PBS z 0,05% Tween 20) przez 5 min. Wszystkie
ptukania i inkubacje wykonywano w temperaturze pokojowej z jednoczesnym
wytrzasaniem. Btong umieszczano w buforze blokujacym biatko (3% odtluszczone
mleko w proszku w PBS z 0,05% Tween 20) na 1 godzing, w 37°C. Po blokowaniu
ptukano w roztworze ptuczacym (PBS z 0,05% Tween 20) — 6 razy, po okoto 5 min.,
kazdorazowo zmieniajac roztwdér. Nastgpnie umieszczano btong na cala noc w temp.
4°C, w roztworze specyficznych przeciwcial: Klotho (Rabbit Anti-Mouse KL
affinity pure 2ug/ml w 5 ml — firmy GENTAUR) lub B-aktyny (Mouse monoclonal
to beta actin — Loading Control — firmy ABCAM 0,5mg/ml, rozcieficz. 1:1000). Ze
wzgledu na to, Ze nie istnieje, jak dotychczas przeciwciato przeciwko ludzkiemu
Klotho zastosowano produkowane przeciwcialo przeciwko mysiemu Klotho, na
podstawie informacji producenta o homologii rozpoznawanego epitopu do
odpowiedniego fragmentu ludzkiego biatka, a takze po przeprowadzeniu pilotowych
oznaczen Western blot w obfitym w biatko Klotho materiale z ludzkiej nerki, w
ktérym wykazano obecno$¢ produktu o spodziewanej masie czasteczkowej. Nadmiar
przeciwcial odmywano przez szesciokrotne ptukanie w 200 ml 0,1 % BSA w TBS,
po 10 min. Nastepnie inkubowano w roztworze przeciwcial anty-IgG powiazanych z
peroksydaza chrzanowa, przez 1 godzing (Rabbit Polyclonal to Mouse IgG H&L
(HRP), 2mg/ml, rozciencz. 1:2000 — firmy ABCAM). Odmywano nadmiar
przeciwcial ptuczac w buforze ptuczacym przez 10 min., a nastepnie pigc razy w 200

ml PBS po 10 min.

Btong inkubowano w roztworze wywotujacym (Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate — PIERCE) przez 5-10 min. w temperaturze
pokojowej. Koncowym etapem byta ekspozycja btony nitrocelulozowej na kliszy

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

aktywnosci beta-glukuronidaz.

Beta (B-) glukuronidaza nalezy do grupy enzyméw z rodziny glukozydaz
(115,116). B-glukozydazy biora udziat w syntezie i degradacji oligo- i
polisacharydéw (117), ktére sa zaangazowane w systemy walki z patogenem
(118,119), detoksykacji (120,121), kontrole transdukcji sygnalu (122) i zmiany
hormonalne (123). Ze wzgledu na to, ze biatku Klotho przypisywana jest aktywnos¢
B-glukuronidazy, a takze na brak danych odno$nie aktywno$ci B-glukuronidaz w
limfocytach T chorych na R.Z.S., w pracy oznaczano catkowita aktywnos$¢ beta-
glukuronidaz oraz aktywno$¢ beta-glukuronidazowa przypisywana biatku Klotho.

Aktywnos$¢ B-glukuronidaz w limfocytach T oznaczano cytometrycznie,
stosujac di-pB-D-glukuronid fluoresceiny (FDGIcU) jako substrat, ktérego hydroliza
powoduje wzrost fluorescencji badanych komoérek (124) Pigédziesiat pl zawiesiny
oczyszczonych limfocytéw CD4" o stezeniu 4x10%ml zawieszano w 1 ml PBS,
zawierajacym 11 mM glukoze (Sigma Chemical Co., USA) i 4% FCS (medium
barwiace) i preinkubowano 10 min. w temp. 37°C przed dodaniem substratu. Aby
wykazaé, ze obserwowana fluorescencja to wynik specyficznej hydrolizy substratu
przy udziale B-glukuronidazy, czgs¢ probek komérek inkubowano przez 30 min. w
temp. 37°C  ze specyficznym inhibitorami B-glukuronidaz: 5 mM  14-
disacharolaktonem (Sigma Chemical Co., USA) uwazanym =za inhibitor B-
glukuronidazowej aktywno$ci biatka Klotho (125) lub 0,3 mM chlorochina (Sigma
Chemical Co., USA) — uniwersalnym inhibitorem B-glukuronidaz (126), po czym do
wszystkich préobek dodawano substrat (ImM fluorescein-di-f-D-glukuronid, Sigma
Chemical Co., USA) i inkubowano 60 minut w temp. 37°C. Po tym czasie
przerywano reakcje, 10-krotnie rozcienczajac komdrki lodowatym medium
barwiacym i dokonywano odczytu cytometrycznego.

Calkowita aktywnos¢ beta-glukuronidaz odpowiadata réznicy pomigdzy
fluorescencja komorek inkubowanych z FDGIcU bez udziatu inhibitoréw a
fluorescencja komorek inkubowanych bez substratu, natomiast aktywno$¢ beta-
glukuronidazowa przypisywana biatku Klotho stanowitla réznica pomigdzy
maksymalna fluorescencja komérek inkubowanych z FDGIcU a ich fluorescencja

obserwowana w obecnos$ci 1,4-disacharolaktonu. Wreszcie za catkowita aktywno$¢
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B-glukuronidaz przyjeto réznice migdzy fluorescencja komoérek inkubowanych z
FDGIcU bez udziatu inhibitorow i fluorescencja obserwowana w obecnosci
chlorochiny. Komoérki przetrzymywano na lodzie do momentu odczytu na
cytometrze, aby unikna¢ wycieku produktu fluorescencyjnego. Bezposrednio przed
odczytem, komérki wirowano (1300 obr./min. przez 7 minut, wiréwka Eppendorf
Centrifuge 5810R) i zawieszano w 300ul $wiezego medium barwiacego

wzbogaconego 1ug/ml jodku propidyny, celem odréznienia martwych limfocytow.

3.11. Analiza statystyczna.

Analizg statystyczna wynikow wykonano przy uzyciu programu
statystycznego Statistica 7.1.( Stat Soft Inc.). Ze wzgledu na zaobserwowane
odstepstwa od zatozen o normalnos$ci rozktadu wynikéw, do analizy oprdcz testu T

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

4.1. Poréwnanie fenotypu limfocytow krwi obwodowej osob

chorych na R.Z.S. i zdrowych.

Fenotyp limfocytéw od os6b zdrowych i chorych na R.Z.S. badano zaréwno
w komoérkach spoczynkowych (ex vivo), jak i po 120-godzinnej stymulacji
immobilizowanym anty-CD3.
Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic pomigdzy odsetkiem subpopulacji
CD4"CD28" i CD4"CD28 u 0s6b zdrowych i 0séb cierpiacych na reumatoidalne
zapalenie stawow (Ryc.7). Zaobserwowano jednak wyrazna, chociaz statystycznie
nieznamienna tendencje spadkowa dla CD4'CD28" i odpowiednio tendencje
wzrostowa dla CD4'CD28  pojawiajaca si¢ u oséb chorych, co jest zgodne z
wczesniejszymi doniesieniami (18, 51,52,) Szczegélowe zestawienie statystyczne dla

obu badanych grup przedstawiono ponizej w Tabeli 2.
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Rycina 7. Brak statystycznie istotnych réznic w odsetku komérek CD4" posiadajacych na swojej
powierzchni czasteczke CD28 i komérek bez CD28, w grupie oséb zdrowych i chorych na R.Z.S.
p=0,8, N,¢= 26, Nrzs=41.
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% CD4"CD28" % CD4"CD2§
GRUPA
.Zakres mediana Zakr €s mediana
min - max min - max
ZDROWI
n=26 87,26 — 99,76 97,67 0,24 — 12,74 2,32
R.ZS. 62,30 — 99,98 92,30 0,02 37,7 7.70
n=41

Tab.2. Poréwnanie proporcji (%) komérek CD4" bez ekspresji CD28 (CD4"CD28") i wykazujacych tg

ekspresje (CD4"CD28%), u 0séb zdrowych i pacjentéw z R.Z.S.

W populacji limfocytéw CD8", stwierdzono nie tylko brak istotnych réznic w

proporcji  komoérek CD8'CD28" i CD8'CD28 pomiedzy grupa pacjentéw z

reumatoidalnym zapaleniem stawow,

a osobami zdrowymi,

ale takze brak

zauwazalnych tendencji do zréznicowania tych wartosci. Nalezy podkresli¢ bardzo

znaczny rozrzut wartosci odsetkowych populacji CD28", a w przypadku komérek

CD8" takze CD28" ( Tabela 3, Rycina 8).
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Rycina 8. Brak réznic w proporcji komérek CD8" posiadajacych antygen powierzchniowy CD28 i
komdérek CD8" charakteryzujacych sig brakiem tego antygenu w grupie oséb chorych na R.Z.S. i os6b
zdrowych. p=0,66 N,4= 20, Nrzs= 30.

% CD8+CD28+ % CD8+CD28-
GRUPA
'Zakres di Zakres di
min - max | mediana min - max mediana

ZDROWI | 1410-96,00

59,50 4,00 — 85,89 40,50
n=20
R.ZS. 38,78 — 91,70 61,49 6.30 — 81,21 38,51
n=30

Tab. 3. Poréwnanie odsetka komérek CD8*CD28" i CD8*CD28 u o0s6b zdrowych i chorych na
R.ZS.

Badajac odsetki komoérek wykazujacych ekspresje antygendéw aktywacyjnych
stwierdzono istotnie podwyzszony (dwukrotnie wyzszy niz u zdrowych o0s6b)
odsetek komérek HLA-DR™ w obrebie populacji limfocytéw CD3" u oséb chorych
na R.Z.S. (Ryc. 9).
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Rycina 9. Istotny wzrost odsetka komérek CD3*HLA-DR" u oséb z R.Z.S. w poréwnaniu do

zdrowych ochotnikéw. p = 0,0028, N4, = 25, Ngzs = 40.

Podobnie, w populacji limfocytéw CD4" 0s6b chorych na R.Z.S. wykazano

znamiennie podwyzszony odsetek komérek CD4"CD25" (Ryc. 10).
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Rycina 10. Znamienny wzrost odsetka komérek CD4"'CD25% u 0séb z R.Z.S. w poréwnaniu do

zdrowych ochotnikéw. p=0.017 N4, = 20, Nrzs = 26.
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W przypadku komérek o fenotypie CD4"CD69" (komérki w stadium
wczesnej aktywacji), zaobserwowano obnizenie odsetka tychze w grupie o0s6b

chorych w poréwnaniu do zdrowych, na granicy istotnosci (Ryc. 11).

odsetek komorek CD4+CD69+

O Mediana

0 25%-75%

-1 T Min.-Maks.
zdrowa RZS

Rycina 11. Granicznie istotny spadek odsetka komérek CD4"/CD69* u 0s6b z R.Z.S. w poréwnaniu
do zdrowych ochotnikéw. P = 0,056, N4, = 25, Nrzs = 25.

4.2. Por6wnanie dynamiki proliferacji limfocytéow CD4" u

0s6b zdrowych i chorych na R.Z.S.

Dynamike proliferacji komérek CD4" u 0séb zdrowych i pacjentéw z R.Z.S,
badano cytometryczng metoda oceny proliferacji DCT po 72 i 120 godzinnej
stymulacji przeciwciatem anty-CD3.

Przyktadowe cytogramy znakowanych CFSE i anty-CD4 komérek PBMC
osoby chorej na R.Z.S. i zdrowej po 120-godzinnej stymulacji przedstawiono ponizej

(Ryc. 12).
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Rycina 12. Limfocyty CD4" pochodzace od osoby chorej na R.Z.S dzielg sig szybciej w trakcie 120 —
godzinnej stymulacji anty-CD3 zgodnie z protokolem DCT niz komoérki osoby zdrowej (kontrola).
Liczby 0-9 oznaczaja kolejne pokolenia komorek; strzatki wskazuja na pokolenia o najwyzszej

liczebnosci komoérek. Przykladowy cytogram.

Wykazano zmiany wartosci dynamicznych parametrow proliferacji
limfocytéw CD4" 0s6b chorych na RZS w poréwnaniu do ludzi zdrowych. W
szczegllnosci  zaobserwowano wydluzenie okresu pomigdzy rozpoczgciem
stymulacji (kontakt komérek z immobilizowanym przeciwcialem anty-CD3) a
poczatkiem pierwszego podziatu (czasu przejécia z fazy Gy 2 Gi), z jednoczesnym
skréceniem czasu poszczegdlnych cykli komérkowych, w poréwnaniu do wielkosci

tych parametréw uzyskanych dla limfocytéw pochodzacych od zdrowych oséb.

Ze wzgledu na to, ze populacja CD4" od oséb zdrowych i chorych
charakteryzuje si¢ rézna proporcja komoérek wykazujacych ekspresj¢ antygenu
CD28, co mogloby by¢ przyczyna obserwowanych réznic w dynamice proliferacji,
poréwnano w/w parametry podzialéw limfocytéw CD4*CD28" i limfocytéw
CD4"CD28’, u 0s6b zdrowych i 0s6b chorych na R.Z.S.

Wykazano istotnie statystyczne skrécenie cyklu komérkowego zaréwno dla komoérek
CD4*CD28", jak i CD4"CD28 0s6b chorych na R.Z.S. w poréwnaniu do komérek
0s6b zdrowych (Ryc. 13).
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Rycina 13. Statystycznie znamienne skrécenie cyklu komérkowego w komoérkach CD4+CD28+ i
CD4+CD28- (N,q4; = 24, Nrzs = 20) u 0séb chorych na R.Z.S. w poréwnaniu do oséb zdrowych; test
Manna-Whitneya.

U os6b chorych na R.Z.S. stwierdzono nieistotne wydtuzenie czasu przejscia
z fazy Gy G; w komoérkach CD47CD28* . w poréwnaniu do 0s6b zdrowych (Ryc.
14). Natomiast w komérkach CD4*CD28™ nie zauwazono réznic dotyczacych czasu

przejscia z fazy Go=> G; w obu badanych grupach (Ryc. 14).
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Rycina 14. Nieznamiennie wydtuzony czas przejécia z fazy Gy G, w komérkach CD4*CD28" o0s6b
chorych na R.Z.S.w poréwnaniu do komoérek od oséb zdrowych N4, = 20, Nrzs = 21; brak istotnych
réznic w czasie przejicia z fazy Go=> G; komérkach CD4*CD28 w grupie os6b chorych na R.Z.S. i

0s6b zdrowych, test Manna-Whitneya.

49



Grupg badanych 0s6b (chorych na R.Z.S. i zdrowych) podzielono ze wzgledu
na wiek i zbadano czas przejscia z fazy Go do G; w komoérkach CD4"CD28" i
CD4"CD28" Potwierdzono, wczesniej opublikowane obserwacje (102), ze komorki
CD4"CD28" 0s6b zdrowych w podesztym wieku maja wydluzony okres przejscia z
fazy Go do G, oraz stwierdzono, ze komérki milodych chorych na R.Z.S wykazuja
wydtuzenie czasu przejscia Go=>G; powodujace, ze parametr ten nie rézni si¢ dla
nich od obserwowanego dla limfocytéw pochodzacych zaréwno od zdrowych oséb
w podesztym wieku jak i od starszych chorych. Stymulowane in vitro komorki
zdrowych os6b w podesztym wieku potrzebuja istotnie wigcej czasu, aby przej$¢ z
fazy Gp do G; w poréwnaniu do limfocytéw osdb starszych chorujacych na R.Z.S.
Natomiast w przypadku komérek CD4°CD28 nie stwierdzono istotnych réznic ze

wzgledu na wiek w obrebie obu badanych grup (Ryc. 15).
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Rycina 15. A. Statystycznie istotnie wydtuzony okres przejscia z fazy Gy do fazy G, dla komérek
CD4"CD28" u zdrowych 0s6b starszych w poréwnaniu do zdrowych miodych oraz brak takiej réznicy
dla komérek os6b chorych na R.Z.S. B. Brak istotnych statystycznie zmian dotyczacych czasu
przejscia z fazy Gy do G; w komérkach CD4+CD28- zaréwno ze wzgledu na rozpoznanie, jak i na

wiek.
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Kolejnym poréwnywanym parametrem proliferacji byla $rednia liczba
podziatow, jakim ulegala dzielaca si¢ komérka w danej populacji. Stymulowane in
vitro i odpowiadajace proliferacja komérki CD4"CD28" pochodzace od chorych
wykonuja $rednio znamiennie wigcej podzialéw zaréwno po 72-godzinnej, jak i po
120-godzinnej hodowli niz limfocyty os6b zdrowych; natomiast w przypadku
komérek CD4"CD28 od os6éb cierpiacych na R.Z.S., po 72-godzinnej hodowli
stwierdzono niezamienny statystycznie wzrost liczby podzialéw w poréwnaniu do

limfocytéw os6b zdrowych 1 brak réznic po 120-godzinnej hodowli (Ryc. 16).
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Rycina 16. Istotnie wyzsza liczba podzialéw na komoérke po 72 (test Studenta, p = 0,02) i 120
godzinach hodowli (test Studenta, p = 0,03) w komérkach CD4+CD28+ (gdrne panele) u oséb
chorych na R.Z.S. w poréwnaniu do oséb zdrowych. Nieistotnie podwyzszona liczba podzialéw na
komérke po 72 godzinach hodowli w komérkach CD4*CD28" u 0s6b chorych na R.Z.S. i brak zmian
dotyczacych komoérek CD4"CD28 po 120-godzinnej hodowli pomiedzy grupa oséb zdrowych a
osobami chorymi na R.Z.S (n.s.); test T studenta, N,3,=25 Ngrzs=25.
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Réwnoczesnie oznaczano liczbe prekursoréw, czyli komérek ktére w czasie
stymulacji podzielity si¢ co najmniej 1 raz, dajac zywe potomne komorki.
Stwierdzono, ze liczba prekursoréw w 1 milionie limfocytéw CD4" jest istotnie
wyzsza po 72 i 120 godzinach hodowli w$réd komérek CD4 CD28" u 0séb z R.Z.S.
w poréwnaniu do oséb zdrowych. Natomiast w populacji CD4°CD28 nie
stwierdzono réznic w liczbie prekursoréw pomigdzy osobami zdrowymi i chorymi

na R.Z.S. (Ryc.17).
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Rycina 17. Liczba prekursoréw jest znamiennie wyzsza po 72 godzinach (p = 0,03) i 120 godzinach
stymulacji (p= 0,01) wéréd komérek CD4*CD28" (gérne panele) i nie rézni si¢ (p=0,9, n.s.) w
populacji CD4*CD28" (dolne panele) oséb chorych na R.Z.S. w poréwnaniu z komdrkami oséb

zdrowych, N,4=25 Ngrzs=25, test T Studenta.
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Stosowany do obliczania wartosci dynamicznych parametréw proliferacji
program Progeny™ pozwolit takZze na obliczenie odsetka komdrek dzielacych sig¢ w
badanej populacji, jednak nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic wielkosci
tego wspoOlczynnika ani. w$réd komérek CD4"CD28" ani tez CD4"CD28 pomigdzy

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

4.3. Analiza ekspresji badanych genéw metoda PCR.

Po przeszukaniu (patrz pkt. 3.6.) bazy danych GenBank pod katem sekwencji
homologicznych do sekwencji alfa (a) w minimalnym promotorze genu CD28,
wykryto trzy sekwencje o wysokiej homologii do a, zlokalizowane w lub
stosunkowo blisko obszaru promotorowego gendéw, ulegajacych ekspresji w ludzkich
lub mysich limfocytach T. Genami tymi sa: KLOTHO, gen powierzchniowej pB—
glikozydazy (glukuronidazy), ktérego mutacja u myszy prowadzi do przedwczesnego
starzenia, skrdcenia czasu przezycia, zaburzen czynno$ci osteoblastow i
osteoklastow 1 limfopenii (127-133) (ekspresja genu KLOTHO w ludzkich
limfocytach T nie zostata jak dotychczas opisana); GRAP-2, kodujacy wykryte w
ludzkich komodrkach krwi biatko adaptorowe, w limfocytach T biorace udzial w
transdukcji sygnatow stymulacyjnych pochodzacych z kompleksu TCR-CD3
(134,135); znany i opisany wczesniej RARB-2 (Retinoic acid receptor 2), gen dla
wyrazanego m.in. w ludzkich limfocytach T receptora dla kwasu retinowego (136)

(Ryc.18).
Miejsce o . ACGTTATATCCTGTGTGAAAT
KLOTHO: GCTCTATATCCTGTGTCCACA
RARB2: ATCTTTCATTCTGTGTGACAG

GRAP-2: TTIGTGCACTCCTGTGTGTATAC

Ryc. 18 Sekwencje o wysokiej homologii do sekwencji alfa genu CD28 (Miejsce a), zlokalizowane w
obszarze promotorowym genéw KLOTHO, RARP2 i GRAP-2. Identyczne nukleotydy w

poréwnywanych sekwencjach pogrubiono.
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Poziom ekspresji badanych genéw: GRAP-2, RARB2 i KLOTHO oceniano
technika RT-PCR w immunomagnetycznie oczyszczonych limfocytach CD4",
pochodzacych od oséb zdrowych i chorych na R.Z.S. Jako gen referencyjny

stosowano B-aktyng.

Wykazano, ze ekspresja genu KLOTHO (na poziomie mRNA) jest
niewykrywalna metoda RT-PCR w immunomagnetycznie izolowanych limfocytach
CD4" (czysto$¢ fenotypu 96% sprawdzona cytometrycznie) — nie stwierdzono jej w
komoérkach Zadnej z 14 oséb chorych na R.Z.S. niezaleznie od wieku, wobec
wykrycia go u wszystkich badanych (14 os6b) w komérkach CD4" 0s6b zdrowych
(Ryc. 19, Ryc. 20).

W limfocytach CD4" pochodzacych od tych samych 14 badanych oséb
chorych na R.Z.S ekspresja genu RARB2 byta $rednio nieco obnizona w poréwnaniu
do poziomu ekspresji tego genu w komoérkach os6b zdrowych, jednak obserwowane
réznice nie byly statystycznie istotne; brak réznic ekspresji zaobserwowano dla genu
GRAP-2 (Ryc. 19, 21 22).

Ani czas trwania choroby, ani tez poziom jej aktywnosci (DAS-28), ani
wreszcie stosowana terapia nie mialy istotnego wplywu na poziomy ekspresji

badanych genéw.

ZDROWI R.Z.S.
1 2 3 4 1 2 3 4

Rycina 19. Poréwnanie ekspresji genéw KLOTHO, RARB2 i GRAP-2 w limfocytach 4
przyktadowych oséb chorych na R.Z.S. i 4 0s6b zdrowych. RT-PCR.
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Rycina 20. Brak ekspresji genu KLOTHO u pacjentéw z R.Z.S. w stosunku do zréznicowanej

ekspresji tego genu u os6b zdrowych. Wielko$¢ ekspresji KLOTHO wystandaryzowano jako odsetek

poziomu ekspresji f-aktyny, ocenianego densytometrycznie i wyrazono jako mediang oraz 25 i 75

percentyle. p=0,0006, N = 14, test Manna-Whitneya.
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Rycina 21. Nieistotne statystycznie obnizenie ekspresji genu RARB2 u 0s6b z R.Z.S. w poréwnaniu

do os6b zdrowych. Wielko$¢ ekspresji RARB2 wystandaryzowano jako odsetek poziomu ekspresji -

aktyny, ocenianego densytometrycznie i wyrazono jako mediang oraz 25 i 75 percentyle. p=0,3,

N = 8, test Manna-Whitneya.
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Rycina 22. Brak réznic w poziomie ekspresji genu GRAP-2 u 0s6b chorych na R.Z.S. w zestawieniu
z badana grupa oséb zdrowych. Wielko$¢ ekspresji GRAP-2 wystandaryzowano jako odsetek

poziomu ekspresji f-aktyny, ocenianego densytometrycznie i wyrazono jako mediang oraz 25 i 75

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

4.4. Analiza ekspresji badanych genéw metoda PCR w

czasie rzeczywistym (Real Time PCR).

Chcac sprawdzi¢, czy brak ekspresji genu KLOTHO w limfocytach CD4*
od chorych na R.Z.S. wykazany metoda PCR wynika z rzeczywistej inaktywacji
genu, czy moze poziom transkrypcji jest tak niski, ze metoda tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR) jest za mato czuta, uzyto PCR w czasie rzeczywistym (Real Time
PCR). Ekspresja dwoch pozostatych genéw (GRAP-2 i RARB2) w komoérkach CD4*

od chorych i zdrowych o0sdb zostata réwniez przebadana ta metoda.

W przypadku ‘genu starzenia’ KLOTHO, czula metoda Real Time PCR
wykryto bardzo niska (w poréwnaniu do ekspresji genu p-aktyny) ekspresje w
limfocytach CD4" nawet u oséb zdrowych; aktywno$¢ KLOTHO w komérkach
CD4" u o0s6b chorych byla jednak takze widoczna, ale znamiennie nizsza w

poréwnaniu do ludzi zdrowych. (Ryc. 23).
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Rycina 23. Istotne statystycznie obnizenie ekspresji genu KLOTHO wykryte metoda PCR w czasie
rzeczywistym w komérkach CD4" 0s6b chorych na R.Z.S. Klotho % - wielko$é¢ ekspresji KLOTHO
wyrazona jako odsetek ocenianej analogicznie ekspresji genu B-aktyny. Test Manna-Whitneya,

Ngrzs = 14, Noo= 14, p=0,036.

Stwierdzono réwniez réznice w ekspresji genu KLOTHO w limfocytach
CD4" ze wzgledu na wiek os6b badanych i rozpoznanie, a w szczegdlnosci wyzszy
poziom ekspresji genu KLOTHO u 0séb zdrowych mlodych w poréwnaniu do os6b
zdrowych starszych i podwyzszona ekspresj¢ u oséb chorych mtodych w poréwnaniu
do 0s6b chorych starszych. Stwierdzono réwniez wyzsza aktywno$¢ genu dla oséb
mtodych zdrowych w poréwnaniu do oséb mtodych chorych i 0séb zdrowych
starszych w poréwnaniu do chorych starszych (Ryc. 24). Mozna wigc stwierdzi¢, ze
wraz z wiekiem spada poziom ekspresji genu KLOTHO zaréwno u os6b zdrowych,
jak i chorych, z tym, Ze u os6b chorych ten spadek jest znacznie wigkszy. Poziom
ekspresji genu KLOTHO u o0s6b milodych chorych jest zblizony do ekspresji
KLOTHO o0s6b zdrowych starszych (Ryc. 24).
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Rycina 24. Poréwnanie ekspresji genu KLOTHO badanej technika PCR w czasie rzeczywistym i
wyrazonej jako odsetek ekspresji genu B-aktyny (%) ze wzgledu na wiek i rozpoznanie 0séb badanych
(mtodzi - do 35 roku zycia, starsi powyzej 35 roku). n = 14. p ,4,=0,09, p rzs = 0,03,

P miodzi = 0,04, P arsi = 0,026,

Powyzsze wyniki sugerowaly mozliwo$¢ istnienia korelacji pomiedzy
aktywnos$cia ekspresji genu KLOTHO w limfocytach T, a wiekiem. Wykazano
istnienie ujemnej korelacji, ale jedynie dla os6b zdrowych, podczas u chorych na

R.Z.S. nawet w bardzo mtodym wieku ekspresja genu byta bardzo niska (Ryc. 25).
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Rycina 25. Istotna, ujemna korelacja pomigdzy poziomem ekspresji genu KLOTHO a wiekiem
wystepuje tylko dla badanych oséb zdrowych. (czarne kropki, r =-0.51, p=0.025), dla R.Z.S.(biale
kropki , r=0.05, p=0.87).
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W przypadku genu RARP2, wyniki otrzymane technika PCR czasu
rzeczywistego byly zgodne z uzyskanymi metoda RT-PCR. Wykazano niezamiennie
nizsza ekspresjc RARB2 w limfocytach CD4" u oséb z R.Z.S. w stosunku do 0séb
zdrowych (Ryc. 26).
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Rycina 26. Niezamiennie nizsza ekspresja genu RARP2 w komoérkach CD4+ u chorych ze
zdiagnozowanym R.Z.S. w poréwnaniu do os6b zdrowych, wykryta technika Real Time PCR;

p=0,35 N,q; = 10 Ngzs = 13, test Manna-Whitneya.

Ze wzgledu na znaczny rozrzut wynikow dokonano ich powtdrnej analizy
dzielac badanych na dwie grupy wiekowe. Zaobserwowano réznicg (istotnie
statystyczne) w ekspresji RARP2 pomigdzy grupa oséb zdrowych milodych i
zdrowych starszych 1 brak réznic w obrgbie grupy chorych ze wzgledu na wiek

(Ryc. 27).
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Rycina 27. Poréwnanie ekspresji genu RARP2 (wyrazonej jako % ekspresji p-aktyny, Real Time
PCR) wzgledem zalezno$ci od wieku i rozpoznania w obregbie grup badanych. n = 12, p,q; = 0,03,

Prmiodzi=0,06.

Badania technika PCR czasu rzeczywistego ekspresji genu GRAP-2 w
limfocytach CD4" nie wykazaty réznic w obrebie grup badanych, chorych na R.Z.S.
i zdrowych. Wyniki byly wysoce heterogenne (Ryc. 28). Po podziale na grupy
wiekowe, zaobserwowano jedynie obnizenie ekspresji genu GRAP-2 w komoérkach
CD4" ludzi zdrowych w podesztym wieku w poréwnaniu do komérek mtodych oséb

zdrowych (Ryc. 29).
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Rycina 28. Brak réznic w ekspresji genu GRAP-2 w limfocytach CD4" u 0s6b chorych na R.Z.S. w

poréwnaniu ze zdrowymi osobami. Test Manna-Whitneya, p = 0,49, N = 12.
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Rycina 29. Brak réznic w poziomie ekspresji genu GRAP-2 ze wzgledu na wiek, jedynie
obserwowalne obnizenie nieistotne ekspresji genu GRAP-2 w komérkach CD4* ludzi zdrowych w

podesztym wieku w poréwnaniu do komérek mtodych oséb zdrowych. p,g;=0,07.

Skoro zaobserwowano znaczace zmiany poziomoéw ekspresji dotyczace
genéw KLOTHO i RARP2, prébowano znalez¢ zalezno$¢ pomigdzy tymi dwoma.
Okazalo sig, Ze istnieje istotna dodatnia korelacja pomiedzy ekspresja genu

KLOTHO i RARB2 w limfocytach CD4" (Ryc. 30)
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Rycina 30. Korelacja migdzy ekspresja genu KLOTHO a RARR2 z komoérek CD4" dla os6b chorych
na R.Z.S. i zdrowych. p = 0,00002, n=19

Stwierdzono takze, ze poziom ekspresji genu GRAP-2 dodatnio koreluje z

ekspresja genu KLOTHO (Ryc. 31)
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Korelacja: r = 0,55382
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Rycina 31. Istotna korelacja migdzy ekspresja genu GRAP-2, a genu KLOTHO w limfocytach CD4".
p=0,009, n=14.

Zaobserwowano réwniez dodatnig korelacje (ale o mniejszym poziomie
statystycznej istotnosci) pomiedzy poziomem ekspresji genu GRAP-2, a RARB2
(Ryc. 32)
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Rycina 32. Korelacja miedzy ekspresja genu RARB2 a ekspresja genu GRAP-2 w limfocytach CD4".

p=0,01, n=16.

Stwierdzenie powyzszych zalezno$ci, sugerowato mozliwos¢ wspdlnego
czynnika, od ktérego zalezy ekspresja badanych genow.

Poniewaz obnizenie ekspresji genu KLOTHO (zmniejszenie ekspresji w
komoérkach CD4" u 0s6b starszych i cierpiacych na R.Z.S.), jest analogiczne do

zmniejszenia ekspresji czasteczki CD28 obserwowanego w tych samych grupach,
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postanowiono sprawdzi¢ czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy ekspresja genu KLOTHO i
CD28 w limfocytach CD4™.

Zaobserwowano znamienna, dodatnia korelacj¢ pomiedzy poziomem
ekspresji CD28 ocenianej cytometrycznie jako $rednia fluorescencja znakowanych
komoérek CD4"/CD28", a ekspresja genu KLOTHO u 0séb chorych na R.Z.S. (Ryc.
33). Nie stwierdzono takiej zalezno$ci w przypadku komérek oséb zdrowych,
prawdopodobnie ze wzgledu na niewielkie zmiany w poziomie ekspresji CD28 w tej

grupie badane;j.
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Rycina 33. Korelacja pomiedzy ekspresja ($rednia fluorescencja) CD28" na komoérkach CD4", a
ekspresja genu KLOTHO u chorych na R.Z.S.. p=0,005, n=14

4.5. Korelacja ekspresji genu KLOTHO i antygenow
aktywacyjnych.

Moje weczesniejsze wyniki (patrz ryciny 9, 10, 11) wykazuja znamienne
réznice w poziomie antygendw aktywacyjnych u oséb zdrowych i chorych na R.Z.S.
Postanowiono wigc sprawdzi¢, czy istnieje jakakolwiek zalezno$¢, pomigdzy
ekspresja tych antygenéw, a ekspresja genu KLOTHO, ktéry, jak niedawno
wykazano, moze mie¢ wptyw na aktywnos$¢ proliferacyjna poprzez interferencj¢ z

biatkami p21/p53 (137).
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Stwierdzono istnienie dodatniej, statystycznie znamiennej korelacji pomigdzy
ekspresja genu KLOTHO, a odsetkiem limfocytéw CD4" HLA-DR" (Ryc. 34) a
takze odsetkiem komérek CD4"CD69" (Ryc. 35).
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Rycina 34. Istotna dodatnia korelacja migdzy ekspresja genu KLOTHO i odsetkiem komdrek
CD4"HLA-DR" . p = 0,0054, n=24.
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Rycina 35. Dodatnia korelacja migdzy ekspresja KLOTHO a odsetkiem limfocytéw CD4" z

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

Nie stwierdzono natomiast korelacji pomigdzy ekspresja genu KLOTHO, a

antygenem aktywacyjnym CD25 (Ryc. 36).
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Korelacja: r = 0,01735
0.45

0.40
(o]
0.35
0.30
, 025
®
2 o020
o
0.15 |
. S
0.10
© e} o] o0
0.05
© O -y ;
ool 00070 SRR

-0.05

8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40

CD4+CD25+ "0 95% p.ufnosci

Rycina 36. Brak korelacji pomigdzy poziomem ekspresji genu KLOTHO a odsetkiem komérek
CD4'CD25". n=22,p=0,9.

4.6. Analiza ekspresji bialka Klotho metoda Western
Blotting.

Wiedzac, ze istnieje duza réznica pomigdzy ekspresja genu KLOTHO
pomigdzy grupa chorych na R.Z.S. a grupa zdrowych, oceniang na poziomie
mRNA, postanowiono sprawdzi¢, czy istnieja réznice w poziomie biatka Klotho

pomigdzy tymi grupami.

Wykazano (metoda Western blot) obecnos¢ formy btonowej biatka
Klotho, zaréwno w limfocytach CD4" 0s6b cierpiacych na R.Z.S., w komérkach
0s6b zdrowych, jak i w kontroli pozytywnej (lizat z tkanki nerki). [los¢ wykrytego
bialka Klotho w limfocytach CD4" u 0s6b zdrowych byta niska (5-10 krotnie
nizsza niz z analogicznej ilosci catkowitego biatka pochodzacego z homogenatu
ludzkiej nerki). W komoérkach CD4" o0s6b chorych ilo$¢ biatka Klotho byta
znaczaco nizsza w poréwnaniu do limfocytéw CD4" oséb zdrowych. Co
interesujace, zar6wno w materiale z ludzkiej tkanki nerki i limfocytéw CD4*
0sOb zdrowych stwierdzono pojawienie si¢ drugiego prazka o masie okoto 58
kDa; prazek ten odzwierciedla prawdopodobnie forme sekrecyjna biatka Klotho
(138). Formy tej nie zaobserwowano w probkach pochodzacych od os6b chorych
(Ryc.37).
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Rycina 37. Znaczacy spadek iloéci biatka Klotho pochodzacego z limfocytéw CD4" od pacjentéw z
R.Z.S. w poréwnaniu do ludzi zdrowych. A, reprezentatywne wyniki ilosci biatka Klotho i aktyny, w
komérkach CD4" pochodzacych od przykladowej osoby zdrowej i 2 przyktadowych cierpigcych na
R.Z.S. Jako kontrole pozytywna zastosowano ilo§¢ biatka Klotho z tkanki nerki. B, Analiza
statystyczna . Ilo§¢ bialka Klotho w 1 milionie komérek CD4+ przedstawiono w umownych
jednostkach densytometrycznych. Znaczacy spadek ekspresji biatka KLOTHO w komérkach chorych
na R.Z.S. w poréwnaniu z osobami zdrowymi (§rednia + SD; p =0,033, test T Studenta dla danych

niezaleznych, n = 4).
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4.7. Porownanie aktywnosci B — glukuronidazy
przypisywanej KLOTHO, w komérkach CD4" od os6b
zdrowych i chorych na R.Z.S.

Ostatnio wykazano, ze KLOTHO moze wykazywa¢ enzymatyczng
aktywno$¢ B-glukuronidazy (126). Technika cytometrii przeptywowej wykazatam
znamienny spadek calkowitej aktywnosci [-glukuronidazy i aktywnos$ci f-
glukuronidazy KLOTHO, w limfocytach CD4" pacjentéw z R.Z.S i spadek tych

aktywnos$ci powiazany z podesztym wiekiem (Ryc. 38).

Zdrowy R.Z.S. B olukuronid
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Rycina 38. Zmiany aktywno$ci enzymatycznej przy braku i w obecnosci inhibitoré6w beta-
glukuronidaz, chlorochiny (CQ) i 1,4 disacharolaktonu (DSL) u mtodej osoby zdrowej i u mlodej
osoby ze zdiagnozowanym R.Z.S. Reprezentatywne histogramy analizy cytometrii przeplywowej
catkowitej (chlorochino—wrazliwa (CQ)) i specyficznej dla KLOTHO (disacharolaktono—wrazliwa
(DSL)) aktywnosci B-glukuronidazy uzyskanej z oczyszczonych limfocytéw CD4" od 0s6b zdrowych
i chorych na R.Z.S. glukuronid — intensywno$¢ fluorescencji substratu dla enzymu niczym nie
traktowanych komérek CD4*; CQ — fluorescencja komorek traktowanych 0,3mM chloroching; DSL

fluorescencja komérek traktowanych SmM disacharolaktonem.

Poréwnano catkowite (wrazliwe na chlorochine) i Klotho-zalezne (wrazliwe

na disacharolakton) aktywno$ci [-glukuronidazy (124,126) w oczyszczonych
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limfocytach CD4" 0s6b chorych na R.Z.S. i oséb zdrowych. Zauwazono, ze obie
aktywnos$ci B-glukuronidaz, catkowita i Klotho-zalezna, sg istotnie obnizone w
limfocytach CD4" 0s6b chorych na R.Z.S., w poréwnaniu do komérek CD4" oséb
zdrowych.(Ryc. 39, 40) Proporcja tego ostatniego (aktywnos¢ B-glukuronidazy
potencjalnie zwigzana z KLOTHO) w catkowitej aktywnos$ci enzymu w limfocytach
CD4" byta réwniez istotnie obnizona w komoérkach pacjentéw z R.Z.S. Aktywno$é
B-glukuronidazy przypisywana KLOTHO znaczaco koreluje z ilo$cia produktu
mRNA genu KLOTHO.

Dodatkowo, obie aktywnos$ci, catkowita i aktywno$¢ B glukuronidazy
przypisywana KLOTHO, istotnie statystycznie, ujemnie koreluja z wiekiem, ale
tylko w obrebie grupy zdrowych oséb; brak takiej korelacji w komdrkach pacjentéw

zR.ZS. (Ryc. 41)
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Rycina 39. Istotne statystycznie obniZenie aktywnosci enzymatycznej B-glukuronidazy zaleznej od

Klotho (hamowanej 1,4-disacharolaktonem), w limfocytach CD4+ oséb chorych na R.Z.S. (test
Manna-Whitneya, p = 0,0007, n=12.
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Rycina 40. Znamienny statystycznie spadek catkowitej aktywnosci enzyméw z grupy p-glukuronidaz

hamowanej chloroching stwierdzony u os6b chorych na R.Z.S. (test Manna-Whitneya, p = 0,002,

n=12).
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Rycina 41. . Ujemna korelacja catkowitej i zaleznej od Klotho aktywnosci B-glukuronidazy w

limfocytach CD4" z wiekiem w obrebie grupy oséb zdrowych. Brak istotnej korelacji dla chorych na

R.Z.S.

Wreszcie, wykazano takze istneinie korelacji pomigdzy poziomem ekspresji

genu KLOTHO a aktywnoscia KLOTHO, jako B-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 pomigdzy ekspresja KLOTHO na poziomie mRNA, a aktywnoscia

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

Nie stwierdzono natomiast istotnej korelacji

pomigdzy aktywnos$cia

KLOTHO, jako B-glukuronidazy w komérkach CD4", a poziomem ekspresji CD28,

zaréwno w grupie zdrowych, jak i chorych oséb.
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5. DYSKUSJA

Dotychczasowe prace, w ktérych badano zdolno$¢ limfocytéw T pacjentow
chorych na R.Z.S. do proliferacji in vitro wskazuja na obnizenie tej zdolnosci.
Badania te, wykonywano zwykle za pomoca oceny wbudowania 3H-tymidyny.
Réwnoczesnie jednak w przebiegu tej choroby zdarzaja si¢ okresy nasilonej
aktywnosci proliferacyjnej limfocytéw, manifestujace sig¢ jako powigkszenie weziow

chtonnych (limfadenopatia).

W niniejszej pracy, w ktorej do oceny parametréw proliferacji stosowatam
cytometryczna technike DCT, wykazatam przede wszystkim, Ze podzialy mitotyczne
stymulowanych przeciwcialem anty-CD3 in vitro limfocytéw CD4" 0s6b cierpiacych
na R.Z.S. rozpoczynaja si¢ znamiennie p6zniej w poréwnaniu do komoérek 0s6b
zdrowych, co wynika z wydtuzenia czasu od stymulacji do wejscia komodrek w cykl
podziatowy (Go=>G;) i moze moze by¢ odpowiedzialne za opisywana wczesniej
uposledzona zdolno§¢ komoérek do wbudowania 3H-tymidyny w prébie
proliferacyjnej limfocytéw od oséb z R.Z.S. zwykle oceniang po 48 godzinach
stymulacji, gdy — wedlug moich badan — wiele komérek T 0s6b chorych znajduje sig
jeszcze w fazie Gy (rozdz.1.5.) (99,139-141). Wykazatam jednak réwniez, ze czas
trwania pojedynczego cyklu podzialowego jest znamiennie krotszy, natomiast
érednia liczba podziatéw na komérke dzielaca sie wyzsza w limfocytach CD4" u

chorych, niz w limfocytach zdrowych os6b.

Dzigki zastosowaniu metody DCT wykazano, ze w warunkach optymalne;j
stymulacji in vitro immobilizowanym anty-CD3 tylko stosunkowo niewielki
odsetek dojrzatych limfocytéw od oséb zdrowych ulega stymulacji, konczacej sig
podziatem. Spory odsetek limfocytow dzieli si¢ tylko raz, natomiast nieliczne,
zaledwie ok. 10%, powyzej pigciu razy w trakcie testu trwajacego do 120 godzin.
Zatrzymanie podzialéw u wigkszo$ci stymulowanych limfocytéw spowodowane jest

inicjacja programowanej $§mierci (AICD) (142).

Zmiany te, dotyczace kinetyki proliferacji limfocytéw CD4" wykazane u
0s6b z R.Z.S. odnosza si¢ przede wszystkim do komérek CD4*CD28". Wiadomo, ze

u chorych na R.Z.S. nie tylko proporcja tych komérek ulega pewnemu obnizeniu, ale
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przede wszystkim obniza si¢ poziom ekspresji CD28 na tych limfocytach CD4", na
ktérych jest on jeszcze wykrywalny (18,31,32) (co potwierdzaja takze moje

prezentowane wyzej wyniki).

Poréwnujac grupe oséb mtodych, chorych na R.Z.S. i grupg oséb zdrowych
w podesztym wieku, stwierdzitam, ze dynamika podziatéw limfocytéw CD4" jest w
nich podobna, co moze §wiadczy¢ o przyspieszonym starzeniu si¢ komodrek uktadu
immunologicznego u chorych. Uprzednio dowiedziono, ze cykl komoérkowy
limfocytéw CD4" pochodzacych od zdrowych w podesztym wieku ulega znacznemu
skréceniu (okoto 18 godzin/podziat w przypadku komérek od zdrowych, mlodych
0s6b w poréwnaniu do okolo 12 godzin/podzial limfocytach os6b w podesztym
wieku). Badania wskazuja, ze pod wzgledem S$redniej diugosci telomerow w
limfocytach CD4", liczby TRECs, jaki i dynamiki proliferacji limfocytéw CD4"
osoba z R.Z.S. w wieku 20 lat ma parametry poréwnywalne do os6b zdrowych w

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

Wspomniana wyzej mniejsza liczba czasteczek CD28 na powierzchni
limfocytu CD4" jest mozliwa przyczyna dtuzszego przejscia z fazy Gy do fazy Gy, co
zgodnie z teoria sumowania si¢ sygnaléw aktywacyjnych (144, 145) moze
doprowadzi¢ do wolniejszej aktywacji. Zgodnie z wiedza na temat znaczacej roli
kostymulacji przy udziale czasteczki CD28 we wlasciwym rozpoznawaniu i
aktywacji limfocytéw T, wydaje sig, Zze obnizenie jej ekspresji na limfocycie T przed

sygnatem aktywujacym, moze doprowadzi¢ do wadliwego procesu aktywacji.

Istnieja prace, w ktdérych stwierdzono brak réznic w dynamice proliferacji
limfocytéw T krwi obwodowej pacjentéw ze zdiagnozowanym R.Z.S. i 0s6b
zdrowych (146). Przyczyna moze by¢ kilka czynnikéw, jedna z mozliwosci jest
rézny poziom ekspresji CD28 na powierzchni badanych limfocytéw, co wydaje si¢
mie¢ wpltyw na proliferacje. Ponadto, jak wspomniatam wyzej, dotychczasowe
badania proliferacji limfocytow T wykonywane byly metoda wbudowania
radioaktywnej tymidyny i oceniaty przede wszystkim syntez¢ DNA (99-101), albo
metoda wbudowania Br-dU i mierzyly odsetek proliferujacych komérek w catej puli
badanych komoérek (146). Istotne jest rowniez to, ze prowadzone dotad badania nad
proliferacja limfocytéw in vitro, dotyczyly czasu do 72 godzin, co moglo dawac
zmniejszenie syntezy DNA dla limfocytéw T od pacjentéw z R.Z.S., biorac pod

uwage dlugo$¢ trwania fazy Go=>G. Jak udowodnitam, limfocyty CD4* pochodzace
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od pacjentow z R.Z.S., moga rozpoczyna¢ cykl komérkowy po 2 dniach, w

poréwnaniu do rozpoczetego cyklu u zdrowych 1-2 dni wczesniej.

W badanych przeze mnie grupach, zaréwno pacjentéw, jak i zdrowych,
zaobserwowatam zmiany dotyczace proporcji limfocytéw CD4"CD28*, CD4'CD28§"
(niezamienne statystycznie zmniejszenie odsetka komoérek CD4'CD28" na
powierzchni limfocytéw CD4" u chorych na R.Z.S., w poréwnaniu do komérek
CD4" od 0s6b zdrowych). W zadnej z powyzszych grup nie stwierdzilam istotnych
réznic w odsetkach komérek CD4"CD28", poréwnujac ten odsetek w stosunku do
wszystkich limfocytéw krwi obwodowej, jak i wobec komérek CD4". Wczesniej
opisywano gromadzenie si¢ komérek CD4"CD28 we krwi oséb chorych na R.Z.S.
(25). Czg$¢ autoréw zajmujacych si¢ tym tematem, nie zgadza si¢ jednak z
wystepowaniem zwigkszonej proporcji komérek CD4" bez ekspresji CD28 we krwi
obwodowej pacjentéw z R.Z.S. (100). Ten rozdzwigk pomigdzy autorami moze
wynika¢ z wyboru réznych pacjentéw do badan. Pacjenci nie stanowia jednorodne;]
grupy, zaréwno pod wzgledem aktywnos$ci choroby, jej klinicznego zaawansowania
czy czasu trwania, co moze mie¢ znaczenie dla proporcji limfocytéw CD4" z

ekspresja, czy bez ekspresji CD28.

W reumatoidalnym zapaleniu stawdw, przynajmniej w niektérych okresach
tej choroby dochodzi do nadmiernej aktywacji limfocytéw. Z opublikowanych
danych wiadomo, ze w wyniku aktywacji klonéw limfocytéw T przez stymulacje
przeciwcialem anty-CD3 in vitro, moze dochodzi¢ do obnizenia powierzchniowej
ekspresji czasteczki CD28 (58). Wiadomo réowniez, ze aktywacja limfocytéw T przy
udziale przeciwciala anty-CD3 wywoluje obnizenie ekspresji czasteczki CD3 (37).
Niedawno réwniez opisano, ze utrata czgsci czasteczek CD4 przez stymulowane
limfocyty T, jest zalezna od aktywacji (147).

Obok réznic w odsetku komoérek CD4* posiadajacych antygen CD28,
wykazatam istotny statystycznie wzrost odsetka komoérek CD4"/HLA-DR' i
CD4"CD25" u 0s6b z R.Z.S. w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw, co wskazuje
na toczacy si¢ proces aktywacji tych komorek.

W tej ostatniej subpopulacji limfocytéw CD4" moga si¢ znajdowa¢ komorki
regulatorowe CD4"CD25".

Dane na temat istnienia regulatorowych komérek CD4"CD25" we krwi

obwodowej uzyskano poczatkowo u zwierzat doswiadczalnych na modelach choréb
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autoimmunizacyjnych, gdzie wykazano, ze zmniejszona liczba tych komoérek we
krwi obwodowej, powoduje przyspieszenie pojawienia si¢ objawdw, natomiast
pozbycie si¢ komérek CD4"CD25" u myszy doprowadzito do wystapienia wielu
choréb autoimmunologicznych: zapalenie zotadka, czy zapalnie tarczycy (148-150).
Doswiadczenia na zwierzgtach umozliwily uznanie tych komoérek za komorki
supresorowe, ktore sa odpowiedzialne za utrzymywanie tolerancji na wlasne
antygeny (151), i ktére moga regulowa¢ choroby autoimmunologiczne swoiste
narzadowo (152). Ostatnie badania sugeruja, ze komérki CD4*CD25" petnig funkcije
w kontroli rozwoju choréb autoimmunologicznych u ludzi (153). Na podstawie
badan, w ktérych wykazalam, ze u os6b chorych na R.Z.S. jest znamiennie
podwyzszony odsetek komérek CD4'CD25" w poréwnaniu do ludzi zdrowych
(rozdz. 4.1., Ryc. 10), mozemy upatrywa¢ jedna z przyczyn zmian dynamiki
proliferacji limfocytéw CD4". Nalezy jednak podkresli¢, ze stwierdzenie fenotypu
CD4" CD25" nie jest wystarczajacym kryterium do uznania limfocyta za komérke

regulatorowa, co utrudnia interpretacje tych wynikéw.

Obok komérek CD4"CD25", badalam takze procent komérek CD4"CD69".
Zaobserwowalam obnizenie odsetka tych komdrek w grupie oséb chorych, na
granicy istotno$ci, poréwnujac do oséb zdrowych. To zjawisko moze by¢
spowodowane wygasnigciem wczesnej aktywacji (CD69 jest antygenem wczesnej
aktywacji) i przeksztalceniem si¢ jej w aktywacje przewlekla, sugerujaca pojawienie

si¢ choroby autoimmunologicznej.

W powyzszej pracy wykazatam, Ze istnieje S$cisty zwiazek pomigdzy
obnizeniem ekspresji CD28 na limfocytach CD4" a obnizeniem ekspresji genéw
takich jak KLOTHO i RARP2 u oséb ze zdiagnozowanym reumatoidalnym
zapaleniem stawOw. Do dnia dzisiejszego niewiele wiadomo o regulacji transkrypcji
genu CD28, niemniej jednak zostat zidentyfikowany fragment DNA, ktéry pelni
funkcj¢ minimalnego promotora dla tego genu CD28 (25), niezbg¢dnego dla jego
transkrypcji.

W obrgbie minimalnego promotora genu dla CD28 znaleziono sekwencje
DNA, ktére wykazuja specyficzng aktywno$¢, ktéra wiaze biatka z ekstraktow
jadrowych pochodzacych z limfocytéw posiadajacych CD28" (25). Aktywnosci te
nazwano alfa (o) i beta (B) i wykazano, ze istnieje dodatnia korelacja pomigdzy

fenotypem powierzchniowym CD28", a wystgpowaniem obu tych aktywnosci
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wiazacych w ekstraktach jader komorkowych (25). W limfocytach krwi obwodowe;j
o fenotypie CD28" a takze w klonach komoérek o takim fenotypie stwierdzono brak

tych aktywnosci (25).

Zlokalizowanie sekwencji, ktére odpowiadaly tym aktywnosciom w obrgbie
minimalnego promotora genu dla CD28 (25) prowadzilo w kierunku stwierdzenia o
ich kluczowej funkcji w procesie transkrypcji genu CD28; na tej podstawie

zdefiniowano ich rolg jako sktadowej inicjatorowej dla transkrypcji genu CD28 (57).

W pracy szukatam odpowiedzi na pytanie, czy w ludzkich limfocytach CD4*
sa obecne i aktywne geny posiadajace homologiczna sekwencj¢ dla lepiej poznanej
sekwencji a promotora genu CD28, oraz, czy ich aktywno$¢ ma wptyw na cykl

komérkowy tych komorek .

Badania sekwencji gendw RARP2, KLOTHO, GRAP-2 (analiza
komputerowa bazy GENBANK), wykazaly ze w regionach promotorowych tych
genéw znajduja si¢ miejsca homologiczne do miejsc wiazacych a w regionie
promotorowym genu CD28, ktérych aktywno$¢ jest niezbgdna dla prawidlowej
ekspresji tego ostatniego. Réwnolegle zmiany poziomu ekspresji gendw RARP2,
KLOTHO i GRAP-2 moga wskazywa¢ na wspdlna regulacje ich poziomu
transkrypcji w limfocytach CD4" oraz jej zalezno$¢ od ekspresji CD28 lub istnienie
wspolnego czynnika kontrolujacego ekspresje wszystkich czterech genow.

W pracy wykazatam, Ze istnieje ré6znica w ekspresji genu RARP2 zaréwno,
pomigdzy grupa oséb zdrowych mtodych i zdrowych starszych i w zalezno$ci od
stanu klinicznego (wyzsza ekspresja u oséb zdrowych w poréwnaniu do oséb z
R.Z.S.). Nie zauwazylam réznic w obrgbie grupy chorych ze wzgledu na wiek.
Natomiast zaobserwowatam obnizenie ekspresji tego genu u starszych o0s6b
zdrowych w poréwnaniu do 0s6b zdrowych mtodych i u 0s6b chorych w poréwnaniu

do 0s6b zdrowych.

Poczatkowo, szczeg6lnie interesujacy ze wzgledu na ewentualne powiazania
z patogeneza R.Z.S., wydawal si¢ by¢ wcze$niej opisany gen RARB-2 (ang. Retinoic
Acid Receptor 2).

Jedna z aktywnych biologicznie form witaminy A (ktéra jest stymulatorem
uktadu immunologicznego, a jej brak jest zwiazany z obnizeniem odporno$ci na

infekcje (154)), jest ATRA (ang. All trans retinoic acid), ktéry wiaze si¢ do
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receptoréw kwasu retinowego. Wczesniejsze badania udowodnity, Ze po
zastosowaniu ATRA nastapilo zatrzymanie cyklu komoérkowego w fazie G i
indukcja apoptozy w ludzkich limfocytach biataczkowych T. Zatrzymanie cyklu w
fazie G, spowodowane byto aktywacja p21wafl i zahamowaniem ekspresji cykliny
D1 (155). Wykazano, ze w komérkach B, kwas retinowy hamuje mechanizm cyklu

komérkowego, odpowiedzialny za przejscie z fazy G do fazy S (156).

Kwas retinowy 1 jego pochodne sa znanymi czynnikami

antyproliferacyjnymi, wywotujacymi réznicowanie komorek, stosowanymi w
hemato-onkologii. Jest wigc wielce prawdopodobne, ze w przypadku R.Z.S. jego
dziatanie nie ogranicza si¢ jedynie do hamowania kolagenozy, ale moze by¢ bardziej
og6lne 1 prowadzi¢ m.in. do zahamowania proliferacji limfocytow T. Ponadto kwas
retinowy dziatajac jako czynnik antyproliferacyjny powoduje zahamowanie
proliferacji limfocytéw T poprzez indukcje enzyméw niespecyficznych proteaz-
kalpain. Wiadomo, ze kwas retinowy wptywa na proliferacj¢ i réznicowanie
szerokiej réznorodnosci transformowanych i rozwijajacych si¢ komdrek (63). Kwas
retinowy petni gtéwna role w kontroli proliferacji i réznicowaniu normalnych i
transformowanych komérek i w regulacji potencjalu morfogenicznego podczas
réznicowania zarodkowego (136,157- 159).
Retinoidy reguluja transkrypcje gendéw poprzez zaktywowane receptory kwasu
retinowego (RARy)/receptory retinowe X (RXRy). W genie RARP zidentyfikowano
trzy izoformy, RARB1, RARB2 i RARB3. RARPB1 i RARP2 sg wygenerowane przez
alternatywny splicing (160). Z trzech receptoréw RAR (a, B, 7y), RARB2 jest
uwazany za gen supresorowy w procesie transformacji nowotworowej, obnizenie
jego ekspresji lub catkowita utrata prowadzi do opornosci komérek nowotworowych
na leczenie retinoidami (161,162).

Pojawia si¢ coraz wigcej doniesien potwierdzajacych, ze ekspresja genu
RARBP2 jest bardzo obnizona w niektérych formach nowotworéw wystepujacych u

ludzi (163), ale potencjalne przyczyny redukcji tej ekspresji sa wciaz nieznane.

Jezeli we krwi chorych na R.Z.S. wykazano wzgledny niedobdr retinoidéw
(164), a retinoidy reguluja transkrypcje genu RARP, to obnizenie ekspresji genu
RARP2 u chorych na R.Z.S. moze by¢ wtasnie tego wynikiem. Konsekwencja
mogtaby by¢ niewrazliwo$¢ komoérek CD4" na retinoidy i przyspieszenie ich

proliferacji (skrécenie cyklu komdrkowego) co ma miejsce u 0s6b chorych na R.Z.S.

76



Kolejnym, badanym przeze mnie genem, byl GRAP-2. Badania prowadzone
nad aktywnoscia genu GRAP-2 wykazaly, ze ekspresja tego genu w limfocytach
CD4" jest wysoce heterogenna, i nie zauwazytam istotnych réznic w ekspresji tego
genu, ani u oséb zdrowych, ani u 0s6b z R.Z.S. Grap, czasteczka adaptorowa, jest
specyficznie wyrazana gtéwnie w limfocytach T. Bialko to jest cztonkiem rodziny
Grb-2 biatek, oddziatuje na $ciezki kostymulacyjne w komdrkach T (134, 135),
bierze udziat w transdukcji sygnaléw pochodzacych z $ciezki Ras- MAPK (165).
Biatko kodowane przez ten gen zawiera jedna domeng¢ SH2 i 2 domeny SH3 (166).
Domena SH2 zawiera biatko fosfataz¢ tyrozynowa, ktdéra petni funkcj¢ w negatywne;j
regulacji dazac do obnizenia sygnalowania receptoréw cytokin, receptora kinaz
tyrozynowych i receptora kompleksow systemu immunologicznego (167). Domena
SH2 moze wiaza¢ si¢ do pozostalych receptoréw fosotyrozynowych lub innych
biatek adaptorowych takich jak SHC. Natomiast domeny SH3 wiaza si¢ do ,,Ras
Exchange factor SOS”, ale moga réwniez wiazac¢ si¢ do innych biatek adaptorowych
takich jak GAB1 i GAB2.

Ostatnie prace sugeruja, ze biatka adaptorowe, takie jak Shc, LAT i przede
wszystkim Grap, odgrywaja gtéwna rol¢ w transdukcji sygnatéw od kompleksu
TCR/CD3 limfocyta poprzez taczenie réznych enzyméw w specyficzne kompleksy
wielobiatkowe (168,169). Te biatka sa powszechnie wyrazane np. Shc, lub sa
przyporzadkowane limfocytom i leukocytom, jak Grap i LAT (170). Czasteczka
Grap, specyficznie wyrazana w limfocytach (135), wiaze si¢ w nich z biatkami
p36/38 (LAT), Shc, PLC-yl i Fyn po aktywacji komérek T (171). Badania
genetyczne i molekularne sugeruja, ze Grap pelni negatywna rolg regulatorowa
uczestniczac w odpowiedzi mitogennej limfocytéw poprzez zahamowanie transmisji

sygnatu poprzez Sciezkg Ras-Erk.

Grap pelni funkcje w pozytywnej, badz negatywnej selekcji podczas
limfopoezy komérek T. Rola Grap w obnizeniu produkcji II-2 i proliferacji
limfocytéw sugeruje, ze ta mala czasteczka petni gléwna rol¢ w regulacji

odpowiedzi immunologicznej (166, 172).

GRAP-2 pelni role negatywnego regulatora wewnatrzkomoérkowej
sygnalizacji stymulowanych receptoréw komérek T (TCR) przez obnizenie sygnatu

regulacyjnego, przekazywanego poprzez $ciezke Ras/Erk. (166, 172).
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Pomimo istniejacych, cytowanych wyzej doniesien dotyczacych wptywu
GRAP-2 na proliferacje komérek T, na podstawie moich badan nie znalaziam
bezposrednich dowodéw na wplyw zmian ekspresji genu GRAP-2 na zmiany
dynamiki proliferacji limfocytéw CD4" oséb chorych na R.Z.S. Ekspresja genu
GRAP- 2 jest wysoce heterogenna w obrgbie obu badanych grup.

KLOTHO, po przeprowadzonych badaniach okazat si¢ niezwykle
interesujacym genem. Nazwa genu pochodzi od jednej z Mojr, greckich bdstw losu.
Gen ,,KLOTHO”, odkryto w roku 1997. Japoniscy uczeni zaobserwowali wéwczas,
ze u myszy pozbawionych bialka kodowanego przez ten gen rozwijata sig
miazdzyca, osteoporoza, rozedma ptuc i inne schorzenia charakterystyczne dla
starosci.

Od pewnego czasu wiadomo, ze ten gen pelni podobna funkcje takze u ludzi.
Wystepuje w kilku odmianach, réznigcych si¢ wlasciwo$ciami kodowanego biatka,
co wplywa na ryzyko choroby wiencowej, osteoporozy czy udaru (173).

Kodowane przez gen KLOTHO biatko dziata jak hormon zapobiegajacy
starzeniu. L.aczac si¢ z powierzchnig komoérki hormon, blokuje mechanizm zwigzany
ze szlakiem insuliny i insulinopodobnego czynnika wzrostu— 1(174).

Wiadomo, ze zahamowanie wspomnianego szlaku wydtuza zycie robakéw, muszek i

myszy (174). By¢ moze podobnie jest z ludzmi.

Najwigksza ekspresja KLOTHO wystepuje w nerce i mézgu (175). Produkt
tego genu jest powierzchniowa B-glukuronidaza, ktérej mutacja u myszy prowadzi
do przedwczesnej starosci, skrocenia czasu przezycia, mnogich zaburzen czynnosci

osteoblastéw i osteoklastéw, a takze limfopenii (127).

Typ dziki 30
klotho gene __:;
mutant “i —
.g. Bl
>A KOO 4530
I'f
-

Rycina 43. Brak ekspresji genu KLOTHO ma udzial w starzeniu (176).
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KLOTHO petni gtéwna role w regulacji  rownowagi wapniowej i
fosforanowej poprzez negatywng regulacje¢ syntezy aktywnej witaminy D (177). Gen
KLOTHO posiada dwa transkrypty wytworzone przez aktywne skladanie na
poziomie RNA (178). Zewnatrzkomdrkowa domena biatka KLOTHO zawiera dwa
wewngtrzne powtorzenia, ktére wyrazaja sekwencje homologiczna do B-glukozydazy

z bakterii i roslin (127, 179, 180).

Ludzkie KLOTHO wykazuje 86% podobienstwo aminokwasu z biatkiem
mysim i jest kodowane przez gen, ktory rozciaga si¢ na ponad 50 kb na chromosomie

13q12 (138).

In vivo biatkko KLOTHO obniza produkcje NO, redukuje ci$nienie krwi i

zapobiega fibrozie okotonaczyniowej w modelu szczurzym (181).

Defekt w ekspresji genu KLOTHO u myszy ma przetozenie na starzenie si¢ u
ludzi, w postaci krétkiej przezywalnosci, bezptodnosci, stwardnieniu tgtnic, atrofii
skornej, osteoporozie i rozedmie u o0s6b wykazujacych ekspresje wariantu
polimorficznego tego genu (182 — 184). Biatko KLOTHO chroni system naczyn
wiencowych poprzez stymulacj¢ $rédbtonka do produkcji NO (droga humoralna)
(185). Dodatkowo, biatko to moze regulowa¢ limfopoeze komdrek B i wptywac¢ na
mikrosrodowisko hematopoezy (183). Stwierdzono, ze starzenie i choroby polaczone
z wiekiem sg powiazane ze zmniejszeniem ekspresji KLOTHO (180, 186), ale
mechanizm obnizenia nie jest jasny. Do czasu moich badan w literaturze nie bylo
informacji na temat ekspresji KLOTHO w ludzkich limfocytach T i jej znaczenia dla

tych komérek.

Zebrane wyniki moich do$§wiadczen zmierzaja w kierunku stwierdzenia, ze
mozliwa przyczyng reumatoidalnego zapalenia stawdw jest starzenie si¢ limfocytéw
CD4" (187, 188). Mechanizmy starzenia si¢ komérek T, pomimo usilnych staraf, sa
trudne do uchwycenia (189-191). Uwaza sig, ze wiele genéw jest prawdopodobnie
zaangazowanych w proces starzenia (192), ale tylko kilka z nich ma potwierdzony
wplyw na ten mechanizm. Jednym z tych wybrancéw jest KLOTHO, ktdry jest
powiazany ze starzeniem zaréwno u myszy i u ludzi (127-133), i ktérego produkt

biatkowy zostat ostatnio nazwany ,.hormonem starzenia” (174, 178).

W mojej pracy przedstawitam, ze ekspresja KLOTHO na poziomie mRNA w

spoczynkowych ludzkich limfocytach CD4" zmniejsza si¢ proporcjonalnie do
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postepujacego starzenia i jest silnie obnizona w komoérkach CD4" pacjentéw z

reumatoidalnym zapaleniem stawow, niezaleznie od wieku pacjentow.

Wykazatam réwniez redukcj¢ poziomu biatka Klotho i spadek aktywnosci
KLOTHO, jako p-glukuronidazy w limfocytach pacjentéw z R.Z.S. Ani na
aktywno$¢ transkrypcyjna genu KLOTHO, ani na aktywno$¢ enzymatyczna
KLOTHO, jako B-glukuronidazy w limfocytach T pochodzacych od pacjentéw, nie
miato wptywu leczenie farmakologiczne lub poziom aktywnosci choroby, badany
przez DAS28. Moim zdaniem, te dane wskazuja, ze fenomen obnizenia ekspresji
KLOTHO i aktywnos$ci enzymatycznej jest charakterystyczny dla choroby samej w

sobie, powiazany raczej z jej mechanizmem, niz bedacy jej konsekwencja.

Moje obserwacje sugeruja, ze redukcja aktywnos$ci enzymatycznej KLOTHO
jest co najmniej czeg$ciowo zalezna od obnizenia aktywnos$ci transkrypcyjnej genu
KLOTHO i zdolnosci mRNA KLOTHO do translacji; jakkolwiek brak znaczacych
powigzan pomigdzy ta aktywnoscia a poziomem mRNA KLOTHO w komoérkach
0os6b z R.Z.S., sugeruje to istnienie innego czynnika wplywajacego na enzym,

chociazby w przypadku komérek pochodzacych od pacjentow.

Jak wykazatam, spadek ekspresji KLOTHO na poziomie mRNA koreluje z
poziomem ekspresji CD28 na komérkach CD4", zaréwno w limfocytach zdrowych i
limfocytach od pacjentéw z R.Z.S. Ostatnio wykazano, Ze obnizenie ekspresji CD28
na komédrkach oséb chorych na R.Z.S. jest powiazane z wptywem czynnika
martwicy nowotworu (TNF) na czynnik inicjatorowi/regulatorowy (zwany miejscem

af}) w regionie promotorowym genu CD28 (18, 193).

Przeprowadzony pilotowy (nie pokazany w tej pracy) test ruchliwosci
elektroforetycznej (EMSA), gdzie uzyto prébki DNA o sekwencji identycznej z
miejscem o promotora genu CD28 i znalezionej w okolicach genu KLOTHO
sekwencji homologicznej do a wykazat, ze ludzkie limfocyty CD4" zawieraja biatka
jadrowe wiazace si¢ do obydwu sekwencji i ze masa molekularna komplekséw a-
DNA i homolog a-DNA sg prawie identyczne. Te obserwacje moga sugerowac
mozliwos¢, ze obydwa geny, KLOTHO i CD28 sa koregulowane w limfocytach
CD4".

Réwnolegte zmiany poziomu ekspresji genéw RARP2, KLOTHO i CD28

moga wskazywacé na wspolna regulacj¢ poziomu transkrypcji wszystkich trzech w
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limfocytach CD4" oraz jej zalezno$¢ od wspdlnej przyczyny, by¢ moze od dziatania
TNF. Brak takiej zaleznosci dla GRAP-2 moze wynika¢ z nieco mniejszej, niz w
przypadku KLOTHO i RARP2, homologii sekwencji znalezionej w/przy promotorze

tego genu do sekwencji o z promotora genu CD28.

KLOTHO istnieje w formie blonowej (1012 aminokwaséw) i/lub sekrecyjnej
(549 aminokwaséw), wynikajacej z alternatywnego splicingu tego genu (138).
Udowodniono, ze ilo$¢ sekrecyjnej formy biatkka KLOTHO maleje w ludzkiej

surowicy wraz z wiekiem (178).

Moje obserwacje dotyczace zmniejszenia aktywnosci Klotho zwiazanej z
komorka moga w jakim$ stopniu ttumaczy¢, ze nizsze poziomy biatek zwiazanych z

komoérka powinny produkowa¢ mniejsza ilos¢ formy sekrecyjne;j.

Pomimo istnienia szeregu powiazan w wielu procesach biochemicznych w
procesie starzenia, wilaczajac metabolizm fosforanu i hamowanie sygnalizacji
insulina/IGF-1 (174) bezposredni wplyw poprzez aktywno$¢ enzymatyczng
KLOTHO, jako B-glukuronidazy pozostaje w wigkszo$ci nieznany. Wykazano, ze
ten enzym hydrolizuje i aktywuje kanal TRPV5 przewodzacy jony K' (194) i
hydrolizuje B-glukuronidy sterydéw (126). Kanaty nalezace do rodziny TRPV sa
obecne w btonach komoérek T i moga by¢ zaangazowane w aktywacj¢ komorek
uktadu immunologicznego (195). Mozliwy brak ich aktywacji powiazany z
obnizeniem lub nawet zniesieniem aktywnosci KLOTHO moze by¢ jedna z przyczyn
uposledzenia aktywacji komérek T zaréwno u zdrowych starszych ludzi, jak i os6b

chorych na R.Z.S.

Ostatnio zasugerowano, ze aktywno$¢ KLOTHO, hydrolizujac glukuronidy
sterydow, zmienia réwnowage w kierunku wzrostu pozioméw niezwiazanych,
aktywnych form hormonéw sterydowych (126). Jesli udziat w tym procesie bratby
kortyzol i jego pochodne, bezposrednie dziatanie KLOTHO dawaloby efekt
przeciwzapalny (poprzez podniesienie pozioméw glukokortykoidu) i jednocze$nie
spadek aktywnosci KLOTHO powinien wigza¢ si¢ by¢ moze z nasileniem procesow
zapalnych, jakie obserwujemy zaréwno u os6b w podesztym wieku jak i u chorych

na R.Z.S.
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Niski stopien, czgSciowego subklinicznego zapalenia ostatnio zostal
zapostulowany jako typowa cecha zwigzana ze starzeniem = systemu
immunologicznego (196).

Réznica polegajaca na obecnosci ekspresji genu KLOTHO w komoérkach
CD4" zdrowych oséb, a niesamowicie niskiej ekspresji tego genu w limfocytach
CD4" o0s6b chorych na R.Z.S., moze mie¢ zwiazek z opisywanym fenotypem
przedwczesnej staro$ci proliferacyjnej (ang. proliferative senescence) limfocytéw od

0s6b chorych.

Najnowsze badania na ludzkich fibroblastach potwierdzaja, ze obnizenie
ekspresji KLOTHO dramatycznie indukuje przedwczesne starzenie proliferacyjne
tych komorek, co jest jednocze$nie zwigzane z podwyzszeniem produkcji p21.
Natomiast to podwyzszenie jest powigzane z zatrzymaniem cyklu komérkowego w
fazie G1/S.

Uszkodzenie p53 w fibroblastach z uszkodzonym KLOTHO (stworzone
komoérki MRC-5) przywraca normalny wzrost i potencjat replikacyjny. Wyniki
zaprezentowane w tej, jedynej jak dotychczas, pracy wiazacej dzialanie KLOTHO z
proliferacja komodrek potwierdzaja, ze KLOTHO reguluje starzenie komorkowe

przez zahamowanie $ciezki pS3/p21 ( 137).

Podsumowujac, obserwowane u chorych na reumatoidalne zapalenia stawdw
zaburzenia proliferacji limfocytéw moga by¢ zwigzane z obnizona aktywnoscig
dwoéch genéw: RARP2 i KLOTHO, regulowanych przez mechanizm, od ktérego
zalezy takze regulacja ekspresji CD28.
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6. PODSUMOWANIE

W reumatoidalnym zapaleniu stawow obserwuje sig:

- obnizenie ekspresji CD28 na limfocytach CD4" krwi obwodowej,

- zmiany dynamiki podziatéw komodrkowych in vitro, przede wszystkim
wydluzenie czasu przejscia z fazy Go do G; i skrécenie pojedynczego cyklu
komérkowego,

- redukcje ekspresji i funkcji genu KLOTHO, uczestniczacego w procesie
starzenia si¢ komorek i ekspresji genu RARB2, wplywajacego hamujaco na cykl

komérkowy.

W genach RARPB2, KLOTHO i GRAP-2 istnieje sekwencja homologiczna do

regulatorowej sekwencji a, obecnej w promotorze genu CD28.
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7. WNIOSKI.

1. Podobna dynamika podziatéw limfocytéw CD4" 0séb zdrowych w podesztym
wieku i os6b mtodych cierpiacych na R.Z.S. §wiadczy o przyspieszonym starzeniu

komoérek uktadu immunologicznego u chorych.

2. Wydtuzenie czasu przejscia z fazy Gy do G; cyklu komdérkowego moze wigzac sig

z obnizeniem ekspresji CD28 w limfocytach CD4" 0s6b chorych.

3. Spadek ekspresji RARB2 moze by¢ przyczyna skrécenia cyklu komérkowego
limfocytéw CD4" od pacjentéw z R.Z.S.

4. Bardzo niska ekspresja i czynno$¢ genu KLOTHO w limfocytach CD4" u chorych

na R.Z.S. moze si¢ wigza¢ z przedwczesnym starzeniem uktadu immunologicznego.
5. Obecnos$¢ sekwencji homologicznej do regulatorowej o z promotora genu CD28 i

réwnoczesne obnizenie ekspresji CD28, KLOTHO i RARP2, sugeruje mozliwo$¢

wspoOlnej regulacji ekspresji tych gendw.
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9. STRESZCZENIE

W dostegpnej literaturze fachowej istnieja znaczne rozbiezno$ci, dotyczace
wiasciwosci (w tym zmian fenotypu i dynamiki proliferacji), a takze przyczyn
zaburzen czynno$ci limfocytéw T oséb chorych na reumatoidalne zapalenie stawow
(R.Z.S.). Podnoszona jest mozliwos¢ przedwczesnego starzenia si¢ limfocytow T,
jako jednej z przyczyn lub konsekwencji choroby, na co istnieja czgSciowe dowody
do$wiadczalne. Jednym ze zjawisk nalezacych zaréwno do obrazu R.Z.S., jak i do
procesu starzenia si¢ limfocytéw T, jest czgSciowa lub catkowita utrata ekspresji
zasadniczej czasteczki ko-stymulatorowej — CD28, niezbgdnej dla prawidlowej
proliferacji tych komérek. W niniejszej pracy, postanowitam poréwna¢ parametry
dynamiki proliferacji in vitro a takze przesledzi¢ wielkos¢ ekspresji wybranych
genéw mogacych wplywaé na dynamike proliferacji limfocytéw T CD4" oséb
chorych na R.Z.S i zdrowych w r6znym wieku.

Do oceny parametréw proliferacji zastosowatam cytometryczna technike
DCT i wykazatam, ze podziaty mitotyczne stymulowanych przeciwciatem anty-CD3
in vitro limfocytéw CD4"CD28" (ale nie CD4"CD28") o0s6b cierpiacych na R.Z.S.
rozpoczynajq si¢ znamiennie p6zniej w poréwnaniu do komérek os6b zdrowych, co
wynika z wydtuzenia czasu od stymulacji do wejscia komoérek w cykl podziatowy
(Go>G)) i jest analogiczne do uprzednich obserwacji dotyczacych zdrowych os6b w
podesztym wieku, dla ktérych wykazano zalezno$¢ tego parametru od poziomu

ekspresji CD28.

Wykazatam réwniez, ze czas trwania pojedynczego cyklu podzialowego jest
znamiennie krétszy, natomiast $rednia liczba podzialéw na komdrke dzielaca sie
wyzsza w limfocytach CD4" u chorych, niz w limfocytach zdrowych oséb. Réwniez
w tym przypadku zjawiska dotyczace komodrek os6b chorych na R.Z.S. sa

analogiczne do obserwowanych u zdrowych oséb w podesztym wieku.

Powyzsze obserwacje moga $wiadczy¢ o przyspieszonym starzeniu si¢
komérek uktadu immunologicznego u chorych. Potwierdza¢ to moze moja
obserwacja w badanej grupie chorych na R.Z.S. niezamiennego statystycznie

zmniejszenia odsetka komérek CD4"CD28" i wzrost CD4"CD28°, w poréwnaniu do
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0s6b zdrowych, analogicznego do opisywanego przez innych autoréw u zdrowych

0s6b w podesztym wieku.

Wykazalam takze, istotny statystycznie wzrost odsetka komérek CD4*/HLA-DR"
i CD4"CD25" i obnizenie odsetka limfocytéw CD4"CD69" w grupie os6b chorych z
R.Z.S. w poréwnaniu do zdrowych ochotnikéw, co wskazuje na toczacy si¢ proces

aktywacji limfocytéw T u tych chorych.

W pracy wykazalam, Ze istnieje $cisty zwiazek pomigdzy obnizeniem ekspresji
CD28 na limfocytach CD4" u 0s6b ze zdiagnozowanym reumatoidalnym zapaleniem
stawéw a obnizeniem ekspresji gendw wybranych na podstawie obecno$ci w ich
obszarze promotorowym lub regulatorowym sekwencji DNA homologicznej do
sekwencji ,,alfa” (o) obecnej w minimalnym promotorze CD28 i niezbgdnej dla jego
prawidlowej ekspresji. Geny te to: KLOTHO (,,hormon starzenia” o aktywnosci -
glukuronidazy), RARP2 (receptor kwasu retinowego) i GRAP-2 (czasteczka

adapterowa w procesie transdukcji sygnatu w limfocytach T).

Wykazatam, ze ekspresja KLOTHO na poziomie mRNA w spoczynkowych
ludzkich limfocytach CD4" zmniejsza si¢ proporcjonalnie do postgpujacego wieku u
0s6b zdrowych, natomiast jest bardzo silnie obnizona (ponizej zakresu
wykrywalno$ci technika RT-PCR i na granicy wykrywalnos$ci technika PCR czasu
rzeczywistego) w komorkach CD4" pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem

stawOw, niezaleznie od ich wieku.

Wykazatam réwniez, redukcj¢ poziomu biatka Klotho i spadek aktywnosci
Klotho, jako B-glukuronidazy w limfocytach pacjentéw z R.Z.S. Ani na aktywno$¢
transkrypcyjna genu KLOTHO, ani na aktywno$¢ enzymatyczna Klotho, jako B-
glukuronidazy w limfocytach T pochodzacych od pacjentéw, nie miato wptywu

leczenie farmakologiczne lub poziom aktywnosci choroby, badany przez DAS2S.

Jak wykazatam, spadek ekspresji KLOTHO na poziomie mRNA koreluje z
poziomem ekspresji CD28 na komérkach CD4*, zaréwno w limfocytach zdrowych i

limfocytach od pacjentéw z R.Z.S.

KLOTHO jest uwazane za element kontrolujacy proliferacje komorek
poprzez interferencj¢ z systemem biatek p53/p21; dlatego obnizenie jego ekspresji w
komérkach CD4" oséb w podeszlym wieku i chorych na R.Z.S. moze wptywaé na

obserwowane przeze mnie zaburzenia proliferacji tych komérek.
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W pracy wykazatam takze, obnizenie ekspresji genu RARP2 u starszych oséb
zdrowych w poréwnaniu do 0s6b zdrowych mtodych i u 0s6b chorych w poréwnaniu
do oséb zdrowych. Kwas retinowy, bedacy ligandem receptora RARP2, wplywa
hamujaco na proliferacje wielu typéw komorek, a wigc stwierdzenie spadku ekspresji
jego receptora na limfocytach T moze wiazaé si¢ z obserwowanymi zmianami
dynamiki proliferacji (w szczegdlnosci skroceniem cyklu komdrkowego) u chorych
na R.Z.S. a takze zdrowych oséb w podesztym wieku.

Ostatnim badanym w tej pracy genem, byl GRAP-2. Wykazalam, ze
ekspresja tego genu w limfocytach CD4" jest wysoce heterogenna i nie zauwazytam

istotnych réznic w ekspresji tego genu, ani u 0s6b zdrowych, ani u oséb z R.Z.S.
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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 GO 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. 1
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 a 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 a and found it in the KLOTHO (the
‘aging hormone’ with B-glucuronidase activity), RARP2 (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 RARP2. 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 RARB2 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.
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