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1 WSTEP

Przewlekta niewydoln@& nerek (PNN) jest zespotem chorobowym o przewlektym
I postpujacym przebiegu, ktory na skutek @exdzenia funkcji homeostatycznej, wydalniczej
I wewmtrzwydzielniczej nerek prowadzi do nieprawidtowefymkcjonowania wszystkich
narzdow i uktadow, w tym uktadu immunologicznego. Nalevspomnié, ze niesprawn&
uktadu odpornfciowego, wynika nie tylko z pagtujacej niewydolndci nerek i zwazanych
Z nia zaburzé metabolicznych, ale rownieprowadzonego, w schytkowym jej stadium,
leczenia nerkozagiczego. Konsekwengjupaledzenia immunologicznych mechanizmow
obronnych w PNN jest zwkszona cgstas¢ powiktan infekcyjnych, ostabiona odpowigd
na szczepienia, tagodniejszy przebieg choréb autainologicznych oraz lepsze pgyeie

przeszczepionych nag@dw u tych chorych [1], [2].
1.1 Dane epidemiologiczne dotycgce zakaen u pacjentéw z PNN

Infekcje @ druga, pod wzgédem czstasci, po chorobach ukfadu sercowo -
naczyniowego, przyczynzgonéw (13,1 - 35,7 %) oraz ¢ta przyczyra hospitalizacji
u chorych z PNN [3]. Wiksza¢ stanowsy zakaenia bakteryjne i exsto prowadz
do powikiar septycznych. Posocznica jest przyczyd % zgonow z powodu infekcji, a 11 %
chorych leczonych nerkozaptzo przechodzi co najmniej jeden epizod tego zasp.
Smiertelngé z powodu posocznicy jest w tej grupie chorych 10®B00 razy wiksza
niz w populacji ogoélnej [5].

Dostpne dane epidemiologiczne odngosgic na ogot do pacjentéw leczonych
nerkozasipczo i tak: w Polsce 9,9 % zgonow w tej grupie gbbr[6], w Hiszpanii 16 % [7],
a w krajach Ameryki tadgiskiej od 7,1 — 27,6 % [8] bylo napstwem zakzenia.
Wyniki prowadzonego w latach 1995 — 2000 w USA pesdywnego badania HEMO Study
wykazaly,ze powiktania infekcyjne odpowiadaty za 23,1 % zgeri8], a 42,4 % pacjentow
wymagato, co najmniej jednokrotnej hospitalizacjpawodu infekcji. Co wicej w 57,7 %
przypadkow przebieg hospitalizacji byt niepaiimy tzn. zakéczony zgonem, pobytem
w oddziale intensywnej terapiiatlz tez byt diuzszy niz 7 dni [10].

Niewiele natomiast wiadomo o ¢s#céci powiktan infekcyjnych u chorych

z przewleky niewydolndcia nerek leczonych zachowawczo. Badanie przeprowadzon



w populacji szwedzkich pacjentow z PNN w okresiezepdializacyjnym wykazato,
ze zakaenia byty przyczya 4,6 % zgondow [11].

Powyzsze dane wykazayj ze powiklania infekcyjne u pacjentow z przewkekt
niewydolnGcia nerek § czste, charakteryzuj sie ciezkim przebiegiem oraz wysak
smiertelngcia. Pozwala to wyswg przypuszczenie,ze immunologiczne mechanizmy

obronne u tych chorychy sipcsledzone.

1.2 Mechanizmy odpornasci przeciwbakteryjnej

Kluczowa role w odpowiedzi immunologicznej na zalemia bakteryjne,
po przetamaniu barier anatomicznych i czy§ummwych przez wnikajce drobnoustroje,
odgrywaj mechanizmy odporioi nieswoistej. Odporré ta nazywana rownieodporngcia
wrodzony, jest filogenetycznie starsza i w odnéeniu od odpowiedzi swoistej (nabytej)
dziata szybko i selektywnie, receptory rozpozoajdrobnoustrojeasniezmienne w aigu
zycia osobniczego i ulegg dziedziczeniu, nie pozostawia natomiast p&mi
immunologicznej. Najwaniejszym elementem odport nieswoistej jest proces fagocytozy,
w ktérym wyspecjalizowane komorki — fagocyty (korkiGerne) rozpoznaj pochtaniaj

I niszcz mikroorganizmy [12].
1.2.1 Fagocyty

Wsréd  komoérek zdolnych do fagocytozy kluczpwrole w  odporndci
przeciwbakteryjnej odgrywajneutrofile, monocyty i makrofagi.

Neutrofile (neutrocyty, granulocyty olgpochtonne), okygte komorki o srednicy
12 — 15um i wieloptatowym jdrze, powstaj w szpiku kostnym w iléci okoto 13* na dolg.
W krazeniu przebywaj przez 6 - 20 godzin (puladéaca i marginalna), po czym przechadz
do tkanek, gdzie po 1 - 2 dobach uleggpoptozie i $ fagocytowane przez makrofagi. Proces
apoptozy regulowany jest przez szereg cytokin pésksyny. Komorki te posiadajv swojej
cytoplazmie szereg ziarnistm (pierwszo-, drugo-, trzecio- i czwartedowe), gdzie
magazynowaneasbiatka dziatajce bakteriobojczo, bakteriostatycznie, enzymy lwnalne
oraz biatka np. receptorowe, ktdre w szybki spos@tp zostd dostarczone do btony
komérkowej w odpowiedzi na bade powodujce degranulagj Podczas infekcji il&
komorek uwalnianych z rezerwy szpikowej wzrasta etah0 razy (leukocytoza), we krwi

pojawiap Sie rowniez formy niedojrzate (granulocyty agrem pateczkowatym). Na skutek



zahamowania apoptozy wydlbny zostaje czas przgia neutrofiléw (IL-3, [L-15,
endotoksyny) [13], [14], [15], [16].

Monocyty, komorki osrednicy 12 - 20um, oraz ich dojrzate postacie, makrofagi,
tworza uklad fagocytow jednagrzastych. Monocyty po opuszczeniu szpiku pozestaj
w krazeniu przez 2 — 3 dni, a naphie zasiedlaj tkanki i narady, gdzie ulegaj
ostatecznemu z#dicowaniu i dojrzewaniu pod wzglem fenotypowym i czynrgiowym.
Czas przeycia makrofagdéw tkankowych jest dkry niz granulocytow obajtnochtonnych
I wynosi 2-3 miesjce. Procz zdolnwi do fagocytozy drobnoustrojow, martwych komorek
I zniszczonych tkanek, komoérki te, poprzez prezgatantygendéw z udziatem gzteczki
MHC klasy 1l limfocytom Th i wydzielanie cytokin,azestnica w aktywacji i regulacji

mechanizmdéw odporgoi swoistej [17], [12].

1.2.2 Fagocytoza i etapy procesu fagocytozy

Fagocytoza jest procesem, w ktdrym pojedyncza kkenpochtania nierozpuszczalny
materiat casteczkowy osrednicy wekszej nz 0,5 - 1 um. Zjawisko to zostalo po raz
pierwszy opisane przez rosyjskiego badaczaMiecznikowa, ktory w 1880 roku obserwaj
larwy rozgwiazd zwrécit uwagna komorki pochtaniage obcy materiat. Swoje obserwacje
rozszerzyt na organizmy wgze i jako pierwszy wysuh teorig, ze leukocyty migruj
do ogniska zapalnego, aby zniszezlgakterie. Jednocgeie przeciwstawit si teoriom
Virchowa uwaajacego,ze funkcp krwinek biatych jest roznoszenie drobnoustrojéw.

Fagocytoza przebiega wieloetapowo. Rozpoczyrgaosdi rozpoznania i zwkania
drobnoustroju, powoduje to aktywacjszlakéw wewatrzkomorkowych, rozpoezie
wchtaniania cgsteczki i utworzenie fagosomu, z ktdérego po appéniu z ukfadem
lizosomalnym powstaje fagolizosom. Ngstie dochodzi do wewitrzkomorkowego zabicia

pochtongtych drobnoustrojow [13], [12].



1.2.2.1 Chemotaksja, migracja i aktywacja fagocytéw

Zanim dojdzie do procesu fagocytozy, gkzizjawisku chemotaksji, komorkierne g
przychgane do ogniska zapalnego. Czynniki chemotaktyczmeprzez dziatanie
na odpowiednie receptory w btonie komorkowej powedorzemieszczanie gikomorki
w kierunku wzrastagego s¢zenia tych substancji. W miejscu zakaia wysokie ich gtenie
powoduje zmniejszenie ekspresji swoistych receptonda leukocytach i akumulagi
komorek. Lista czynnikow dziakgych chemotaktycznie jest diuga. Do najwigjszych
nalea: fMLP (N-formylometionyloleucynofenyloalanina) poadzenia bakteryjnego,
fragmenty C5a i C3a dopetniacza, LIBTGH3, IL-8 i inne chemokiny. Chemotaktycznie
dziata rownie biatko C- reaktywne (CRP) [12], [18], [17].

Oprocz dziatania ,przyabajcego”, chemoatraktanty, wspoétdzialaj z innymi
cytokinami, chemokinami oraz endotoksynami baktemyji (gtdwnie TN, IL-1, LPS)
wspomagaj migracg komoérek zwekszapc ekspresj molekut adhezyjnych na komérkach
srodbtonka naczy postkapilarnych (selektyna E). Prowadzi to gpmenia z selektynami
na leukocytach (selektyna L), toczenig $eukocytow po powierzchnirédbtonka i ich
aktywaciji. Na skutek aktywacji zglisza st ekspresja i powinowactwo integryn do swoistych
liganddéw na powierzchrrédbtonka, doprowadza to doistej adhezji komorek.

Integryny & heterodimerami zbudowanymi z dwoch podjednostekd typdw) i3
(15 typdw). tacza siec one z czsteczkami immunoglobulinopodobnymi (ICAM, VCAM -1)
na powierzchni komorekrodbtonka, ktore po selektynach i integrynach staadkolejrma
grupe molekut adhezyjnych. Najwaiejsz grum integryn @ integryny z rodziny(32.
Czasteczki biogce udziat w adhezji i migracji fagocytow i ich napgmiejsze ligandy

przedstawiono w Tab. 1.



Tab. 1. Molekuly adhezyjne biogce udziat w adhezji do komoreksrodbtonka i migracii,
ich najwazniejsze ligandy i rozmieszczenie na komorkach [19]16], [20]

Integryna

integryna

o B

integryna

avpB2

integryna

axp:

integryna

aBs

selektyna
L

Inne nazwy

CD11a/CD18

LFA-1

CD11b/CD18
Mac-1

CR3

CD11c/CD18
p150, 95

CR4

CD49d/CD29

VLA-4

CD62L

Ekspresja
na Ligandy
komoérkach
limfocyty B,
limfocyty T,
YW camL, 2,34
monocyty,
neutrofile
ICAM-1
monocyty,
neutrofile C3bi
czynnik X
fibrynogen
ICAM-1
monocyty,
neutrofile
C3bi
fibrynogen
limfocyty B,
limfocyty T, VCAM-1
monocyty,
komorki NK,
eozynofile, _
_ fibronektyna
fibroblasty
monocyty,
neutrofile selektyna E
limfocyty T

na regulujace
komérkach ekspresg
srodbtonek -ekspresja
konstytutywna LPS, IL-15,
TNFa, IFNy
i indukowana
srédbtonek -ekspresja
konstytutywna
i indukowana LPS, IL-1B,
TNFa, IFNy
srédbtonek -ekspresja
konstytutywna
i indukowana LPS, IL-18,
TNFa, IFNy
srédbtonek -ekspresja
indukowana LPS, IL-1B,
TNFa,
srédbtonek -ekspresja
NFa,

indukowana



Aktywacja i adhezja komorek umliwia ostatni etap migracji — diapedez
Aktywowane komorki srodbtonka rozléniaja polaczenia mg¢dzykomorkowe, bitona
komorkowa leukocytéw ulega zgkiszonemu uptynnieniu, ddi czemu zmieniaj one
ksztalt, nasfpnie przy udziale enzymow proteolitycznych traviniatka btony podstawnej
I przechodz do tkanek [19], [16].

Aktywacja fagocytow, oprécz utatwienia procesu ragi, modyfikuje réwnie inne
funkcje tych komorek: fagocyt@z wiasciwosci bakteriobojcze, cytotoksyczég zawartéé
enzymow w lizosomach, wydzielanie cytokin, ekspresiceptoréw. Do najaktywniejszych
czynnikbw pochodzenia bakteryjnego mate LPS, MDP - dipeptyd muramylowy,
a do najsilniej dziatagych cytokin: IFN, IL-2, -4, -8 i inne [12].

1.2.2.2 Rozpoznanie drobnoustroju

Rozpoznanie i zwizanie drobnoustroju przez kom@rkzermp jest wsgpem
do rozpoczcia procesu fagocytozy. Me ono zachodzi bezpdrednio na drodze
mechanizméw nieswoistych, atlz tez za pdrednictwem opsonin, asteczek, ktore
optaszczaj bakterie i 4czac sk z receptorami na powierzchni fagocytéw caympiroces

fagocytozy wielokrotnie bardziej efektywnym.

1.2.2.2.1 PAMP i receptory PRR

Neutrofile i makrofagi na drodze odpowiedzi niesste] rozpoznaj jako obce
czasteczki na powierzchni drobnoustrojow tzw. PAMP tjogen - associated molecular
patterns) przy pomocy receptoréw PRR (pattern neitiog receptors).

PAMP g to czsteczki kluczowe dla przgcia bakterii lub grzybow. Naig do nich
sktadniki scian komorkowych bakterii:  lipopolisacharydy (LPS)peptydoglikany,
lipoproteiny, kwas tejchojowy, lipoarabinomannanatka scian komérkowych grzybéw:
mannany, zymosan; DNA bakterii, fMLP.

Do receptoréw PRR nalg rodzina receptorow TLR (Toll- like receptors), €O
receptory zmiatacze (SRA, MARCO), receptor dla noaynfMLP, receptor dla sktadnikow
dopetniacza CR3 oraz receptory rozpuszczalne: GRP, LBP. Receptory PRR, sv stanie
rozpozna obce czsteczki szybko, ale nieswisie. Tak wegc, aby odpowied
immunologiczna byta adekwatna do stopnia zagma, w celu pobudzenia innych funkcji
komorek zernych wymagany jest udziat dodatkowych bmmv, takich jak: cytokiny,
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czynniki dziatajce chemotaktycznie,aldz tez wymagany jest udziat innych receptoréw.
Na przyktad CD14 na makrofagaciicty st z LPS zwiazanym z w kompleksie z LBP
i dopiero po paiczeniu z TLR4 przekazany jest sygnat stymadyjwydzielanie IL-1, -6 i -8.
Niektore receptory magdziat& w réznych mechanizmach np. CRP utfiwia rozpoznanie
drobnoustroju opsonizag bakter¢ i taczac sk z receptorami RgR oraz aktywuje dopetniacz
na drodze klasycznej, co w rezultacie powoduje opscg przy pomocy skiadowych
dopetniacza [12], [13], [21].

1.2.2.2.2 Uklad dopetniacza i receptory dla dopetniacza

Uktad dopetniacza stanowi grupa ok. 30 biatek, &toraj dziatanie uzupetniage
(dopetniajce) funkcje ukfadu odpordciowego, dziatajc na pograniczu mechanizméw
obrony nieswoistej i swoistej. Ulegapne aktywacji w spos6b kaskadowy poprzez trzy,
w zalenosci od rodzaju obcej substancji, drogi: deoglasyczrm (kompleks antygen —
przeciwciato), alternatywp(spontanicznie na #éych powierzchniach ngciany komérkowe
scian bakterii, grzybéw, kompleksy immunologiczned llektynowy (biatko/lektyna wazaca
mannoz — MBP/MBL). Podstawowym dziataniem ukiadu dopetzia w obronie
przeciwbakteryjnej jest doprowadzenie do powst&impleksu atakacego btor (MAC -
sktadniki C5b-9) i lizy drobnoustroju. Skladowe C3k3b, C4b maj réwniez dziatanie
opsonizujce, C5a i C3a dzialgichemotaktycznie, C5a, C3a, Cdgamafilatoksynami, a Cba
aktywuje komorkizerne [18], [22].

Istnieje wiele receptorow dla sktadnikow dopetneatczaangzowane § one w r@ne
funkcje uktadu immunologicznego. CR1, CR3 i CR4re&xeptory uczestnigze m. in.
w wigzaniu drobnoustrojow do powierzchni komérelernych. Wystpuja zaréwno
na neutrofilach jak i monocytach oraz makrofagach.

Ligandami dla receptora CR1 (CD35 €3b, C4b, Cl1q, MBP. Receptory CR3
(CD11b/CD18) i CR4 (CD11c/CD18), nakee do grupy integryn, wia czastki optaszczone
iC3b, oprécz tego CR3 magbezpdrednio rozpoznawa sktadniki scian komorkowych
bakterii i grzybéw (LPSB-glukan, zymosan), oraz wa@a sie z fibrynogenem, czynnikiem X
uktadu krzepngcia, oraz casteczkami ICAM [13], [21], [23].

Z uwagi na to,ze receptor CR3 natg do receptorow PRR, wymaga dodatkowej
stymulacji. W odpowiedzi na bade aktywujce (LPS, TN, fibronektyna) receptory CR3
ulegap mobilizacji z ziaren drugo-, trzecio- i czwartedpwych i ich ekspresja

na powierzchni granulocytow oltpochtonnych wzrasta nawet dziggokrotnie.
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Aktywacja jest rownie niezlzdna dla rozpocezia procesu internalizacji zadanego z CR3
drobnoustroju oraz indukcji wybuchu tlenowego [18]L].

1.2.2.2.3 Fibronektyna i receptory dla fibronektyny

Fibronektyna to glikoproteina wygtujaca w dwoch formach: osoczowej (plasma
fibronectin — w osoczu i innych ptynach ustrojowydhkomorkowej (cellular fibronectin
- W macierzy pozakomorkowej oraz na powierzchni &ogk). Posiada domenydzace sé
z heparyn, kolagenem, fibrym powierzchmi bakterii oraz szeregiem receptorow
integrynowych. Uczestniczy w procesach adhezji,raufy, wzrostu i rénicowania komérek
[24]. Wiazac sk z powierzchrig drobnoustrojow, a naginie z receptorami na powierzchni
komorekzernych utatwia proces fagocytozy, dziataeyak opsonina.

Receptorami na fagocytach, poprzez ktore rozpazoag casteczki optaszczone
fibronektyr sa asp; (CD49e/CD29) iay B3 (CD51/CD61) [21]. Ponadto fibronektyna dziata
na monocyty i makrofagi niezaleie od dziatania opsonizigego, stymulyc proces
fagocytozy zachodzy przy udziale innych receptoréw. Unlizvia fagocytoz czasteczek
optaszczonych sktadnikami dopetniacza, wzmaga f@ga¢ czasteczek optaszczonych 1gG

oraz bakterii Pseudomonas aeruginosa. [25], [26].

1.2.2.2.4 Immunoglobuliny klasy G i receptory FoyR

Fagocytoza zachodea przy udziale przeciwcial (immunofagocytoza) wgaa
juz zaangaowania mechanizméw obrony swoistej. Najbardziejkigfgnymi opsoninami
sa immunoglobuliny klasy 1gG, ktére eg&cia zmienm wiaza swoiste antygeny
na drobnoustrojach, natomiast ich¢i&Z stale § rozpoznawane przez receptoryyRc
na komorkachzernych. Istnigj trzy typy tych receptorow: FRI, FoyRIl i FcyRIIl oraz ich

podtypy. Najwaniejsze cechy receptorow dla IgG przedstawiono . Pa
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Tab. 2. Receptory F§R, ich ligandy, powinowactwo do poszczegoélnych klagrzeciwciat 1gG
oraz wystepowanie na komorkachzernych

Podtypy Ligandy Ekspresja na fagocytach

monomery IgG N
monocyty, makrofagi;

FoyRI (I9G>19Gs>1gG,>1gGy)
FoyRI _ _ neutrofile — po indukgji IFN,
(CD64) czasteczki opsonizowane przez
G-CSF
CRP lub SAP

kompleksy IgG lub IgG-antygen

FcyRlI 1gG>1gGs> 1gG,=1gG
R FcyRIIAB,C (19G:>19G:> g 9G4 monocyty, makrofagi, neutrofile
(CD32) czasteczki opsonizowane przez

CRP lub SAP

kompleksy IgG lub IgG-antygen

FoyRIll (I9G:=1gGs> 1gG,=IgG,)

FcyRIIIA, B monocyty, makrofagi, neutrofile
(CD16) czasteczki opsonizowane przez
CRP lub SAP
Receptory FgRlI w poréwnaniu do R&RIl i Ill wyrGzniaja sie najwyzszym

powinowactwem do IgG i jako jedyne agh przeciwciata w formie monomerow.
Na granulocytach obegjnochtonnych pojawiaj sic dopiero w wyniku aktywacji komorki,
natomiast na kzacych monocytach receptory tg\wysycone przez monomery IgG. Pomimo,
ze istnief trzy geny dla Fg (FoyRIA, FeyRIB, FoyRIC) to ekspresji ulega tylko produkt genu
FoyRIA.

Receptor FgRIl wystepuje w trzech odmianach. Na fagocytach wpsfa gtdwnie
FoyRIIA i FcyRIIC, ktore maj dziatanie aktywujce proces fagocytozy. ¥eIIB,
przekazujcy sygnaly hamuge aktywagi komorek, ulega ekspresji w niewielkiej §to
I to tylko na monocytach i makrofagach.

Ostatni z receptorow wygiuje w dwoch odmianach. ¥RIIIA obecny jest
na fagocytach jednajrzastych, F¢RIIIB stwierdzany jest tylko na granulocytach
obogtnochtonnych. Najsilniejszym aktywatorem ekspresgieptorow FgR jest IFN;.
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Receptory Fg wyskpuja rowniez na innych, poza fagocytami, komorkach:
limfocytach T, limfocytach B, komdrkach NK, eozyila€h, mastocytach i ptytkach krwi.
Uczestnica w reakcjach ADCC (cytotoksyczém komorkowej zalenej od przeciwcial),
prezentacji antygenow, usuwaniu kompleksow immugicloych, indukuj wytwarzanie
cytokin prozapalnych [13], [21], [12].

1.2.2.3 Pochfanianie

Proces internalizacji, pat¢zonych z powierzchaikomorki zernej drobnoustrojow,
wymaga aktywacji wielusciezek sygnatowych, ktére prowaglaniedzy innymi do zmian
polimeryzacji widkien aktynowych cytoszkieletu ig#tattowania btony komorkowej. Dk
temu maliwa jest zmiana ksztattu komorkiernej. Sposoby pochtaniania asreczek
opsonizowanych 1gG i @steczek optaszczonych sktadnikami dopetniaczanigo sie
od siebie morfologicznie i czynscowo. W pierwszym przypadku wypustki btony
komoérkowe] wysuwaj Sic | otaczay czasteczk, natomiast w drugim - fagocytowana
czasteczka wydaje sizapada w glab komorki zernej. Utworzony w ten sposolegherzyk
nosi nazw fagosomu [27]. Jednocgee zostag uruchomione mechanizmy egzocytozy,
podczas ktérych zawad® ziaren komorki fagocytarnej zostaje uwolniona rewmtrz

oraz do fagosomu (degranulacja wewmna).

1.2.3 Mechanizmy zabijania wewmtrzkomérkowego

Zniszczenie drobnoustroju wewtrz komorki fagocytarnej zachodzi na drodze

mechanizmodw tlenozataych i tlenoniezalenych.

1.2.3.1 Mechanizmy tlenowe

Do najbardziej aktywnych zwikéw bakteriobdjczych nate reaktywne zwizki
tlenowe. Powstaj one w wyniku gwaltownie przebiegaych przemian tlenowych
okreslanych jako ,wybuch tlenowy”(oxidative burst).

Pierwszym etapem tych przemian jest utworzenievahk#go kompleksu oksydazy
NADPH zalenej. W niepobudzonej komorce poszczegdlne skiadbéigo kompleksu
pozostag rozdzielone w rénych kompartmentach: cytoplazmatycznym i btonowysitorfa
komoérkowa, ziarna wydzielnicze i specyficzne). Hkdmja na botce stymuluyce
(m.in. fagocytoza drobnoustroju) doprowadza do pamia aktywnego formy tego enzymu,
ktory katalizuje powstanie aniorodnika nadtlenow€gg) [28].
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W kolejnych reakcjach, niektére z nich przedstawigronizej, powstai: nadtlenek
wodoru (HO,), rodniki hydroksylowe (OB, tlen singletowy 10,), kwas podchlorawy
(HOCI) i chloraminy.

20,+ NADPH [0 #fe N3P, 20, + NADP' + H*

20, + 2 1 DOFTFEY EPERTRE L o Lo

H,O,+ 2 Fé* I - Feé*+ OH + OH

H,0,+ CI' O TEPPPPIF. HOCI + OH

HOCI + H,0, [ -, ‘Oz+ HO + CI+ H'

Aktywacja oksydazy NADPH, do ktorej dochodzi po plonicciu drobnoustroju
zaleey od rodzaju receptorow bimych udziat w procesie fagocytozy. ReceptoyHit
samodzielnie doprowadza do aktywacji oksydazy, mast aktywacja tego enzymu poprzez

receptory FgRIll i CR3 wymaga pobudzenia obu tych receptoréangczénie [29].

1.2.3.2 Mechanizmy pozatlenowe

Jednoczénie zostag uruchomione mechanizmy zabijania niezak od tlenu. Ziarna
komorekzernych, a zwlaszcza granulocytéw adiopchtonnych, zawierajszereg enzymow
i biatek o dziataniu bakteriobdjczym: czynnik baidbojczy zwkkszapcy przepuszczalrio
(BPI), katepsyna G, defensyny, lizozym, elastanéadenaza, laktoferyna i inne [30].

1.2.4 Zakonczenie odpowiedzi nieswoistej

Reakcja zapalna, ktora rozwijag sv przebiegu zakania, w pocatkowej jego fazie
stuzy pobudzeniu mechanizmow obrony nieswoistej i stepisMusi jednak w par zost&
zakaczona, aby unikag cigzkiego uszkodzenia tkanek przez cytotoksyczawartd¢ ziaren
i reaktywne zwiqzki tlenowe uwalniane w przebiegu fagocytozy. Isyoudziat w regulacji
tych zjawisk maj makrofagi, ktére z jednej strony wydzielagzynniki o dziataniu
prozapalnym (m.in. IL-1, IL-6, TN&), z drugiej strony uwalniaj cytokiny wptywapce
hamupco na uklkad immunologiczny (IL-4, IL-10) [27]. Jelnh zasadnicgz role
w zakaczeniu odpowiedzi nieswoiste] i towarzysej jej reakcji zapalnej odgrywa,

indukowany w wyniku fagocytozy, proces apoptozytrafiléw [31].
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1.3 Wplyw zaleznych od przewlekiej niewydolndgci nerek czynnikéw
na funkcje komorek fagocytarnych

Pacjenci z przewlekt niewydolngcia nerek charakteryzaj sie upasledzeniem
mechanizméw odporioi przeciwbakteryjnej, co m. in. wynika z niepratoMego dziatania,
kluczowych w tym procesie, komérek fagocytarnyclos®zegolne funkcje komorek
zernych, bylty przedmiotem wielu bagajednak wiksza¢ z nich dotyczyta pacjentéw
w zaawansowanym stadium choroby, leczonych nerkgza=, co mée uniemdaliwiac
rozr&nienie wpltywu czynnikbw zwizanych z niewydolriwia nerek od zaburze
spowodowanych prowadzonym leczeniem. Ponadto wyyidth badé sa niejednoznaczne
[32].

1.3.1 Toksyny mocznicowe

Toksyny mocznicowe asto substancje, o udowodnionym dziataniu patogennym
ulegapce akumulacji w ustroju w miarprogresji niewydolngci nerek. Efekty toksemii
mocznicowej nasilaj sie w miar postpujacego obnienia filtracji kkbuszkowej i § tylko
czesciowo odwracalne podczas leczenia hemodialdializa otrzewnow [33].

W surowicy i ultrafiltracie osocza pacjentow henaidiowanych (HD) oraz ptynie
dializacyjnym chorych dializowanych otrzewnowo swizono obecrié szeregu substanciji
0 charakterze toksyn mocznicowych, ktére wykazajziatanie modulujce kluczowe
w obronie przeciwbakteryjnej funkcje fagocytow [34]

Polipeptyd GIP | (granulocyte inhibitory protein @) masie czsteczkowej 28 kDa,
wykazupcy homologé z taacuchami lekkimi immunoglobuline i A, hamuje stymulowan
przez fMLP chemotaksj granulocytéw, metabolizm tlenowy i zmniejsza ej@kios¢
proceséw wewitrzkomorkowego zabijania drobnoustrojow. Kolejnyratkiem, ktérego
struktura pierwszokgdowa odpowiada budowig,- mikroglobuliny, jest GIP Il (granulocyte
inhibitory protein 11). Biatko to ma dzialanie znajszajce metabolizm tlenowy neutrofilow,
wykazano réwnig, ze stymuluje monocyty do produkcji ILB1IL-6 oraz TNF.

DIP | i DIP Il (degranulation inhibiting proteinptbiatka wptywajce na zdolng
degranulacji neutrofilow. DIP | ma budewblizona do angiogeniny, z kolei struktura DIP 1l
odpowiada budowie skitadnika D dopetniacza. Wykazamo DIP | hamuje uwalnianie
kolagenazy,zelatynazy i laktoferyny, natomiast DIP Il wptywa rhajaco na sekregj

laktoferyny [35].
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W dializacie z jamy otrzewnowej stwierdzono obegnbiatka, budow zblizonego
do ubikwityny, zmniejszafego zdolné& chemotaksji granulocytow olghochtonnych [36].

Leptyna, biatko zaliczane do toksyn mocznicowyckramniej masie csteczkowej
(16 kDa), oprocz funkcji regulggej stan odywienia zaangsowane jest w procesy
odporndgci i bierze udziat w patogenezie stanu zapalnegaréwno niedgywienie
z towarzyszca hypoleptynemi, jak i przewlekia niewydolni@ nerek ze stwierdzanym
podwyzszonym sizeniem leptyny wiza sie ze zwekszonym ryzykiem infekcji. Badania
in vitro dotycace granulocytow pobranych od zdrowych os6b wykazadyeptyna z jednej
strony stymuluje migragj neutrofilow, z drugiej za- hamuje chemotaktyczne dziatanie
innych substancji (fMLP, IL-8, Cb5a). Stwierdzonowrdiez, ze surowica pacjentéw
z niewydolndcia nerek wykazuje dziatanie hamog migracg granulocytow
obogtnochtonnych eksponowanych na fMLP, w stopniu kgaelym z poziomem leptyny.
Nie wykazano wptywu leptyny na aktywsto fagocytarm, natomiast dane dotygze
produkcji reaktywnych zvazkéw tlenowych g rozbiezne [37], [38].

Udowodniono réwnig depresyjny wptyw p - krezolu na funkckomorekzernych.
W obecndci tej toksyny mocznicowej stwierdzano ufemizory produkcg reaktywnych
zwiazkow tlenowych przez granulocyty i monocyty oraz nigjszenie aktywriei
pozakomorkowej mieloperoksydazy, nie wykazano n&etn wptywu na aktywn@
fagocytara tych komorek [39].

Role cytokin prozapalnych i parathormonu (PTH) réwnigznawanych za toksyny

mocznicowe przedstawiono w dalszeg&z wskpu.

1.3.2 Przewlekly stan zapalny

Stan zapalny towarzyszy przewlektej niewyddkionerek zaréwno w okresie
przeddializacyjnym, jak i po rozpogau leczenia nerkozagiczego. Podwiszone
wyktadniki stanu zapalnego stwierdzaneus25 — 35 % pacjentéw leczonych zachowawczo
[40], [41] i u 40 — 55 % pacjentow hemodializowahnyd2].

Markerami i mediatorami reakcji zapalnej w PNNcytokiny prozapalne, z ktorych
niektore uznawaneasza toksyny mocznicowe (TN#- IL-1B, IL-6) oraz biatko CRP [43].
Poziomy IL-6 i CRP narastaw miar postpujacej utraty funkcji nerek i korelajujemnie
z wielkdscia filtracji kicbuszkowej [41], nie stwierdzono natomiast znamigonebnienia
ich poziomow u pacjentow, ktorzy rozpetizleczenie powtarzanymi hemodializami [44].
Podwyzszenie poziomoOw cytokin prozapalnych, stwierdzanehorych z PNN, wynika

nie tylko z upeéledzonego wydalania tych substancji przez niewyelalerki, ale rownie
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ze zwekszonej ich produkcji. Stymulatorami odpowiedzi @] u chorych z przewlekt
niewydolngcia nerek jest narastgja toksemia mocznicowa, stres oksydacyjny, utajone
ogniska przewleklego zakenia, kontakt z bioniezgodnymi materiatami podczabiegu
dializy, czy te zanieczyszczenia ptynu dializacyjnego [45].

Kluczowa rolg w patogenezie stanu zapalnego w mocznicy odgeyw@gjdujce se
w stanie przewlekiej aktywacji neutrofile, monocytyaz makrofagi tkankowe. Monocyty
sa podstawowyn¥rddiem cytokin prozapalnych [46]. Prozapalne mompéywi obwodowej
charakteryzyj si¢ fenotypem CD14+/CD16+. Podwgzony odsetek tych komorek stwierdza
sig u chorych z ostrym i przewleklym stanem zapalnym etologii infekcyjnej
lub nieinfekcyjnej. Monocyty CD14+/CD16+ cechujedwg/zszona aktywn& fagocytarna,
wzmazona zdolné¢ do produkcji cytokin prozapalnych oraz zkézona ekspresja HLA
klasy Il [47], [48]. Roéwnie u pacjentow z PNN obserwuje; sivyzszy niz u 0sob zdrowych
odsetek tych komérek w populacji fagocytow jeddogastych [49], [50], [51].

Stymulacja granulocytbw oraz w mniejszym stopniu noaytdw w przebiegu
przewlektego stanu zapalnego prowadzi do wzrosttywaiosci kompleksu oksydazy
NADPH, jednoczénie dochodzi do uwolnienia mieloperoksydazy. Praguich enzymow
(reaktywne zwizki tlenowe oraz kwas podchlorawy) wykagzupie tylko dziatanie
bakteriobdjcze, ale po uwolnieniu do tkanek przydap sie do zaburzenia rownowagi
miedzy czynnikami anty- i prooksydacyjnymi i rozwojiresu oksydacyjnego [52], [53].
Stezenie zaawansowanych produktéw oksydacji biatek daded oxidation protein products
— AOPP), uznawanych za jeden z markeréw stresudakgynego, narasta w mé¢grozwoju
PNN, osigajac najwyzsze wartéci u pacjentdw hemodializowanych. [54]. Oprécz ujpein
korelacji z klirensem kreatyniny poziom AOPP dodathkoreluje z markerami aktywacji
monocytow takimi jak neopteryna i TNFPonadto w badaniach in vitro wykazane AOPP
maja zdolnag¢ pobudzania ,wybuchu tlenowego” w neutrofilach i meoytach pacjentow
Z mocznia [55]. Reaktywne zwazki tlenowe moduly rowniez proces zapalny poprzez
aktywacg czynnikéw transkrypcyjnych, co wzmaga ekspresj in. cytokin prozapalnych,
chemokin, receptorow dla cytokin orazsteczek adhezyjnych [56]. Komérki fagocytarae s
zatemscisle zaangzowane w patogenezzapalenia i stresu oksydacyjnego w mocznicy

I stanowi ogniwo hczace oba stany.
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1.3.3 Niedozywienie

Niedazywienie jest rownie cmtym, jak przewlekly stan zapalny, powiklaniem
stwierdzanym u chorych z PNN. Objawy niegienia wystpuja u 30 — 51 % pacjentow
w okresie leczenia zachowawczego oraz u 39 — 6%%kresie leczenia nerkozagtzego
[42]. Do oceny stanu daglwienia stosowane as pomiary antropometryczne, badania
biochemiczne oraz subiektywna ocena stanuywdknia (subjective global nutritional
assessmentSGNA) [42].

Patogeneza zaburzestanu odywienia u pacjentdow z PNN jest bardzo zdna
i wieloczynnikowa [57]. Stenvinkel i wsp. wyidiaja dwa typy niedaywienia w tej grupie
chorych.

Pierwszy typ jest to tzw. ,czyste” niedgwvienie zwhzane ze zmniejszonym
przyjmowaniem skiadnikow energetycznych i biatkalmcie, wynikagcym z braku apetytu
narastajcej niewydolnéci nerek, nieadekwatnej dializoterapii, stosowanyayraniczé
dietetycznych. Typ pierwszy charakteryzuje sibnizeniem katabolizmu biatek, poziom
albumin pozostaje w normie lub jest nieznacznie iy [58].

Typ drugi jest zwizany patogenetycznie z przewleklym stanem zapalnym
(niedazywienie ,zapalne”). Wyrénia sk on znacznie mszymi poziomami albumin,
podwyzszonym katabolizmem biatek oraz, co zmane jest z patogengzpodwyzszeniem
wyktadnikébw stanu zapalnego oraz stresu oksydaggnfb8]. Mediatorami tego typu
niedazywienia % cytokiny prozapalne, ktore stymudujkatabolizm biatek, zwkszap
spoczynkow przemiag materii, reduky syntez albumin, transferyny, zmniejsaagpetyt
oraz motoryk zotadka [59].

Pierwszy typ niedaywienia mana odwréat przez odpowiednie leczenie dietetyczne
i adekwatn dializoterapt, typ drugi mae zosta opanowany dopiero po usgoiu zrodia
stanu zapalnego [58].

Zaobserwowanaze u pacjentéw leczonych zachowawczo, wraz ze spadkitracji
kicbuszkowej, obria st pobdr substratéw biatkowych w diecie, ponadto wyka se
korelacg pewnych wyktadnikow stanu agwienia m.in. poziomu albumin, transferyny,
cholesterolu i BMI z GFR [60], co nie przemawié za tym,ze stan odywienia pogarsza si
w miare progresji niewydolngci nerek.

Niedazywienie jest uznawane za jeden z czynnikOw proweylzh do upéledzenia
immunologicznych mechanizméw obronnych i ekgzapcych ryzyko infekcji w PNN [1],

[4], [32]. Jest to réwnie najczstsza przyczyna niedoboréw odpodcio na swiecie.
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Niedobory immunologiczne wynikgge =z niedaywienia predyspondj zwiaszcza

do zwkkszonej zachorowalBoi na grulice, zapalenia ptuc, biegunki o etiologii wirusowej
i bakteryjnej. Wiadomo, ze niedaywienie wplywa na wiele elementow ukiadu
immunologicznego — m.in. czynf® uktadu dopetniacza, wydzielanie immunoglobulin

wydzielniczych, produkejcytokin oraz funkej komérek fagocytarnych [61], [62].
1.3.4 Zaleznosé¢ migdzy niedazywieniem, zapaleniem i miadzyca

Scisty zwiazek pomgdzy niedaywieniem, zapaleniem i rozwojem powiktaercowo
— naczyniowych obserwowany u chorych z PNN nazwaegpotem MIA (malnutrition —
inflammation - atherosclerosis syndrome). Hypoalim&mia, Ilgdaca powszechnie
uzywanym markerem niedgwienia, ale rownig wykiadnikiem stanu zapalnego, stanowi
w grupie chorych hemodializowanych niezaig czynnik ryzyka zgonu z powodu choréb
uktadu sercowo — naczyniowego [58]. Podegone poziomy cytokin prozapalnych, CRP
i fibrynogenu waza sie z rozwojem powikta sercowo — naczyniowych oraz zkszory
smiertelngcia u chorych z niewydolrigia nerek [59], [63], [64].

Stan zapalny, nadprodukcja cytokin i stres oksypggy procesy w ktorych
uczestnicz komorki fagocytarne, as scisle zaangzowane w patogenez miazdzycy.
Reaktywne zwjzki tlenowe - produkty oksydazy NADPH i mielopergdlazy promuj
peroksydag lipidéw, zwycie tlenku azotu, stymulyjproliferacg i migracg komorek
migsniowki  gtadkiej naczy, doprowadzaj do dysfunkcji komorek srodbtonka
oraz wzmagaj syntez cytokin prozapalnych [52], [44].

CRP, wydzielane w odpowiedzi na dziatanie cytokinzapalnych, wydaje siby¢
nie tylko markerem stanu zapalnego, ale rOwmeze uczestniczy w rozwoju i progresiji
procesu miadzycowego. Zwgksza ono ekspreasjczasteczek adhezyjnych na powierzchni
komorek srodbtonka (ICAM-1, VCAM -1), co ulatwia przyleganleukocytéw, aktywuje
uktad dopetniacza, stymuluje makrofagi do @izonej fagocytozy uszkodzonych komorek
oraz oksydowanych gsteczek LDL, a tate produkcji cytokin prozapalnych [65]. Cytokiny
prozapalne, hamag syntez dzialapcych antyoksydacyjnie albuminy i transferyny
przyczyniaj Sie do rozwoju stresu oksydacyjnego [53].

Tak wigc zwiazki pomidzy niedaywieniem, zapaleniem, stresem oksydacyjnym oraz
rozwojem miadzycy s bardzo ztaone i wielokierunkowe, a goednim ogniwem wielu

interakcji & komorki fagocytarne.
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1.3.5 Zaburzenia opsonizacji

Jak wiadomo optaszczenie drobnoustrojow przy ponuagsteczek immunoglobulin
i sktadowych dopetniacza w znacy sposob zwksza efektywnét procesu fagocytozy.

Jwz przed wielu laty ustalonaze pacjenci z PNN charakteryzaugie obnizonymi
stezeniami sktadowej C3 dopetniacza, prekursorgterzek o dziataniu opsonizaym - C3b
oraz iC3b [66], [67]. Nieprawidiows& ta dotyczy nie tylko chorych dializowanych,
ale pojawia s juz w okresie leczenia zachowawczegog$ClIowo mae tez wigzat Sig
Z problemem niedgwienia [68], [69].

Dane na temat poziomOw immunoglobulin w surowi@cjpntéw z PNN nie as
jednoznaczne. Powszechnie waask, ze poziomy IgG, IgM i IgA u tych chorych mieszcz
sig w zakresie stosowanych norm laboratoryjnych orae odbiegag od poziomow
stwierdzanych u oséb zdrowych [1], [67]. Istaiggdnak doniesienia, w ktorych wykazano
zarowno obnienie [70], jak i podwyszenie poziomow IgG u pacjentdw hemodializowanych
[71].

Nizsze stzenia fibronektyny w surowicy pacjentow z PNN obsgevst u chorych
leczonych zachowawczo, hemodializowanych oraz zialanych otrzewnowo [72], [73],
[74]. Stzenia fibronektyny i sktadowe] C3 dopetniacza korgln aktywndcia fagocytara
monocytow pacjentdw hemodializowanych. Caeej nizsze poziomy fibronektyny wydaj

si¢ wigzat ze zwekszonym ryzykiem zakan u tych chorych [70].

1.3.6 Zaburzenia gospodarki wapniowo — fosforanowej, wtana nadczynnaé

przytarczyc

Zaburzenia gospodarki wapniowo - fosforanowe] w epiegu przewlekiej
niewydolngci nerek charakteryzaj sic wystpowaniem hiperfosfatemii, hipokalcemii,
niedoborem aktywnej formy witaminy D — kalcytriold,25(OH}D3) oraz zwgkszonym

wytwarzaniem parathormonu w przytarczycach [75]bwaenia te wiza sig nie tylko

Z patogeneg osteodystrofii nerkowej i zwkszonym ryzykiem choréb uktadu sercowo
naczyniowego, ale — jak wykazano w wielu badanidokyczicych pacjentéw leczonych
nerkozasfpczo - mag wptyw na funkcg uktadu immunologicznego.

Granulocyty obajtnochtonne pacjentbw z PNN leczonych nerkogasto,
Z towarzyszca hipokalcemi, hiperfosfatemi oraz wy:szymi poziomami PTH cechajsie

podwyzszonym poziomem wevatrzkomérkowego wapnia ([G];) [76]. Dodatkowo
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stwierdza si w tych komérkach mniejazzawartéé ATP, zmniejszony przyrost [G3;
po aktywacji receptora KRIIl, oraz wynikajgca z tych zaburze upcledzora zdolngé
fagocytozy [77]. Ekspozycja granulocytéw na podsaone poziomy PTH ugledza réwnie
zdolna¢ migracji, chemotaksji, z kolei produkcja reaktywhyzwihzkéw tlenowych jest
wzmazona [78], [79]. Wykazana,e efekty immunomodulacyjnego dziatania PTH we waprn
nadczynnéci przytarczyc u pacjentow HD mggost& odwrdcone przez leczenie blokerami
kanatéw wapniowych, normalizagych [C&'];, nie wplywajc jednoczénie na poziom
hormonu [80], [81].

U pacjentow HD ze stwierdzanym niedoborem 1,25(Dkllterapia kalcytriolem
stymuluje produke reaktywnych zwizkow tlenowych przez monocyty i neutrofile [82],
[83]. Immunomodulacyjny wptyw kalcytriolu na mondgykrwi obwodowej oséb zdrowych
wykazano réwnig w badaniach in vitro. Wykazanoze zmniejsza on podstawaw
lub indukowam przez cytokiny prozapalne (IFN TNFa) ekspresj receptoréw FgRI
(CD64), FgRIl (CD32), FgRIIl (CD16) i CR3 (CD11b), z kolei dane na temattywu
na aktywnd¢ fagocytaria tych komaorek g sprzeczne [84], [85], [86].

1.3.7 Niedokrwistos¢, zaburzenia gospodarkizelazowej, leczenie erytropoetys

Przed wprowadzeniem do leczenia niedokrwigtav przebiegu PNN w 1986 roku
ludzkiej rekombinowanej erytropoetyny (EPO) podstaterapii stanowity przetoczenia
koncentratu krwinek czerwonych. &d licznych powikta takiego posipowania
obserwowano rowniewtorna hemosyderagwynikajaca z nadmiernej kumulacjielaza. Stan
ten charakteryzagy sk podwyzszonym sgzeniem ferrytyny wize sk ze zwekszory
czestascia powiktan infekcyjnych, w tym réwnig septycznych [87], [88]. Obecfibzelaza
w srodowisku wzmaga wzrost bakterii, a u pacjentow deializowanych ,przetadowanych”
zelazem stwierdza iupasledzenie aktywngi fagocytarnej neutrofilow oraz produkcji
reaktywnych zwizkow tlenowych [89]. Réwnienadmierne wysycenigelazem laktoferyny
i lizozymu zmniejsza bakteriobdjcze dziatanie tyolalek [90]. Leczenie EPO poprzez
zwzywania magazyndéwzelaza zmniejsza efekt ,przetadowania” i poprawiaj$eipwo
upasledzory funkcje fagocytari neutrofilow [91].

Jednake z drugiej stronyelazo niezbdne jest dla prawidtowej funkcji fagocytow.
Skutkiem jego niedoboru jest ujedzenie procesu fagocytozy, produkcji reaktywnych
zwiazkow tlenowych oraz aktywrioi mieloperoksydazy [90].
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Pacjenci leczeni EPO wymagagazwyczaj deylnej suplementacjizelaza. Jednak
jego podawanie stymuluje produ&cjreaktywnych zwizkéw tlenu, przyczynia ei
do nasilenia stresu oksydacyjnego u pacjentow Hi2 arydaje si wiazat ze zwigkszonym
ryzykiem chorob sercowo — naczyniowych [92]. @lpdza rownie funkcje komorek
fagocytarnych [93], [94].

Czes¢ chorych z PNN leczonych erytropoetywymaga wyszych ni przecetne
dawek leku lub t& rozpoznaje si u nich oporné na leczenie EPO. Jedla wazniejszych
przyczyn zwgkszonego zapotrzebowania na lek jest ostry lubwietdy, jawny lub utajony
stan zapalny [95], [96]. Pacjenci niedostateczrpowviadajcy na leczenie, w poréwnaniu
do reszty chorych, charakteryzujsic wyzszymi markerami stanu zapalnego (CRP,
fibrynogen, ferrytyna) oraz aktywacjkomorek ukiadu immunologicznego. Aktywowane
monocyty i limfocyty Thl s zrédiem cytokin prozapalnych (TNE& [IFNy, 1L-1),
ktOre dziatag hamuaco na erytropoez m. in. przyczyniagic sk do apoptozy komorek
progenitorowych w szpiku [97], [98]. Leczenie EP@yzzynia st nie tylko do hamowania
apoptozy, ale rowniemoduluje czynn& uktadu immunologicznego zmniejszajprodukcg
cytokin prozapalnych (TNG, 11-6) [99].

Jak ju wczeniej wspomniano poszczegoélne funkcje komérzeknych u pacjentéw
z PNN byly przedmiotem wielu bafla jednak dosppne w literaturze dane
sa niejednoznaczne. Wyniki niektérych badavykazup, ze aktywnd¢ fagocytarna tych
komoérek u pacjentéw z PNN jest oboma w stosunku do oséb zdrowych [77], [79], [80],
[100], [101] [102]. Natomiast wielu badaczy nie ®Ewmiza upéledzenia zdolni
do fagocytozy w PNN [103], [104], [105], [106]. Mmiej jednak naley zauwayc,
ze psmiennictwo na ten temat w wgkiszagci odnosi s do pacjentow leczonych
nerkozasipczo, bardzo rna jest te metodologia przeprowadzonych badaPonadto
nie do kaca ustalono jaki jest wpltyw wymienionych pokey, zwiazanych z PNN,

czynnikOw na aktywn@& komorek fagocytarnych.

Biorac pod uwag powyzsze watpliwosci uznano za zasadne peclg bada w celu
oceny funkcji komorek fagocytarnych u pacjentéw @znym stadium zaawansowania
przewlektej niewydolnéci nerek leczonych zachowawczo oraz proby wnignia wptywu
zwigzanych z PNN zaburaanetabolicznych na funkcje tych komérek.
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2 CEL PRACY

Celem niniejszej pracy byta ocena wybranych viekaw stuzacych do oceny
zaburzé ukfadu immunologicznego u pacjentéw wzmgm stadium zaawansowania PNN,

leczonych zachowawczo:

1. Ocena aktywngi fagocytarnej neutrofilbw i monocytow u pacjentow

z PNN w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

2. Ocena zdolngi do syntezy reaktywnych zwzkéw tlenu (wybuchu tlenowego)
neutrofilbw i  monocytow u pacjentow z PNN w  porowna

do grupy kontrolnej.

3. Ocena ekspresiji receptoréw powierzchniowych zaamganych w proces fagocytozy
na powierzchni  neutrofilbw i monocytbw u pacjentbwz  PNN

w porownaniu do grupy kontrolne;.

4. Ocena sizenia opsonin  w surowicy/osoczu krwi pacjentow z PNN

w poréwnaniu do grupy kontrolne;.

5. Ocena wzajemnych zaleosci migdzy wskanikami zwhzanymi z procesem

fagocytozy u pacjentow z PNN.

6. Proba oceny zweku zalenych od PNN zaburze metabolicznych, stosowanego
leczenia oraz innych parametréw klinicznych i ladoryjnych ze stwierdzanymi

zaburzeniami ukladu immunologicznego
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3 MATERIAL

3.1 Charakterystyka grupy badanej

Na prowadzenie badauzyskano zgogd Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw
Bada Naukowych przy Akademii Medycznej w Gku.

Do udzialu w badaniu zakwalifikowano 48 chorych (Btzczyzn i 17 kobiet)
w wieku od 24 do 81 latfedni wiek 58,23 14,43 lat), z przewlekiniewydolndcia nerek
leczonych zachowawczo, znajdeych s¢ pod opiely Poradni Chorob Nerek SPSK nr 1
ACK AMG Ilub hospitalizowanych w Klinice Nefrologii,Transplantologii i Choréb
Wewrtrznych AMG. Wszyscy pacjenci zapoznalig sz informacij na temat celu
prowadzonych bada podpisaliswiadony zgod: na udziat w badaniu.

Do uczestnictwa nie kwalifikowano osob z jawnymnidznie aktywnym procesem
zapalnym, infekcyjnym lub  immunologicznym, leczohyc immunosupresyjnie
lub stosujcych antybiotykoterapi Przyczyny przewlekiej niewydoldoi nerek w badanej

grupie chorych przedstawiono w Tab. 3.

Tab. 3. Przyczyny PNN w badanej grupie chorych

Przyczyna PNN Liczba pacjentéw
Zwyrodnienie wielotorbielowate 10
Nefropatia cukrzycowa 10
Nefropatia cewkowo $rédmigzszowa 8
Przewlekte ktbuszkowe zapalenie nerek 7
Wady uktadu moczowego 2
Nefropatia niedokrwienna 2
Nefropatia nadénieniowa >
Marskas¢ nerki 2
Nieustalona etiologia 5
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W Tab. 4. przedstawiono podstawowe wskki Kkliniczne i laboratoryjne

charakteryzujce badam grupe chorych z PNN.

Tab. 4. Charakterystyka grupy chorych z PNN

Paramelr O aninsdone '~ minmana  makeymaina

Masa ciata [kg] 76,47+ 13,2 44 106
Wzrost [m] 1,69+ 0,09 15 1,89
BMI [kg/m 7] 26,86+ 4,24 15,22 35,46
GFR [ml/min] 27,84+ 15,55 8,03 84,07
Hb [g/dl] 11,95+ 1,89 8,88 17,96
Ht [%] 36,49+ 5,89 25,86 55,22
RBC [T/1] 3,99+ 0,66 2,97 6,16
WBC [G/]] 6,88+ 1,8 3,81 11,94
Neutrocyty [G/]] 4,27+ 1,39 1,88 8,45
Monocyty [G/]] 0,57+ 0,21 0,20 1,38
BUN [mg/dl] 57,74+ 26,29 15 115
Kreatynina [mg/dl] 3,62+ 1,8 1,22 8,39
Wapn [mg/dl] 9,1+£0,71 7,00 10,6
Fosforany [mg/dl] 4,3+1,16 2,5 7,1
PTH [pg/ml] 282,9+ 283,48 31,1 1616
Biatko catkowite [g/I] 73,2+ 6,64 52 84
Albuminy [g/l] 46,6+ 3,72 35 53
Cholesterol catkowity [mg/dl] 205,1+ 53,7 117 364
HDL [mg/dl] 52,4+ 11,92 29 83
LDL [mg/dl] 115,8+ 39,54 57 216
Trojglicerydy [mg/dI] 183,3+ 114,4 57 792
Zelazo jug/dI] 70,4+ 25,48 15 131
Transferyna [g/l] 2,1+0,37 1,21 2,82
Ferrytyna [ng/ml] 208,8+ 307,4 20,08 1889,34
CRP [mg/I] 5,23+ 11,05 0,25 56,78
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PNN rozpoznawano na podstawie podsaonego stzenia kreatyniny lub obaonego
klirensu kreatyniny. Klirens kreatyniny (GFR) wyt&no z formuty Cockoroft — Gault:

41— wiek w latach) x masa ciata w kg
GFR u mzczyzn [ml/min] =

kreatynina w surowicy x 72

(140viek w latach) x masa ciata w kg
GFR u kobiet [ml/min] = x 0,85
kreatynina w surowicy x 72

W ponizej tabeli przedstawiono wyktadniki funkcji wydalagj nerek badanych
pacjentow w zatkenosci od stadium zaawansowania przewlektej chorobgkévg K/DOQI

Clinical Practice Guidelines for Chronic Kidney Base).

Tab. 5. GFR, sgzenie kreatyniny i BUN (srednia + odchylenie standardowe) u pacjentow
w 2, 3, 4 i 5 stadium zaawansowania przewlekieporoby nerek

Stadium Liczba GFR Kreatynina BUN
przewlektej choroby nerek pacjentow  [ml/min] [mg/dl] [mg/dl]

Stadium 2

Uszkodzenie nerek z niewielkim
zmniejszeniem GFR

(60-89 ml/min)

2 75,82+ 11,67 1,35 0,19 22+ 2,83

Stadium 3

Uszkodzenie nerek z umiarkowanym
zmniejszeniem GFR

(30-59 ml/min)

14 40,73+ 7,7 2,24+ 0,83 32,36 9,79

Stadium 4

Uszkodzenie nerek ze znacznym
zmniejszeniem GFR

(15-29 ml/min)

21 22,88+ 3,66 3,58+ 1,18 66,8t 21,05

Stadium 5
Niewydolna¢ nerek 11 12,18+ 2,05 5,88 1,51 80,0% 18,48
( <15 mi/min)
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Najwicksza grupz chorych w populacji badanej stanowili pacjenci ewartym
stadium przewlektej choroby nerek, najmnigjsz chorzy w stadium drugim. Do badania
nie kwalifikowano pacjentow w stadium pierwszym .tza uszkodzeniem nerek,
ale prawidtovg lub zwickszor filtracja kigbuszkowd.

Niedokrwistg¢ z poziomem hemoglobiny pomij 11 g/dl stwierdzano u 15 chorych
(31,25%). Ferrytynemia mniejszazrfi00 ng/ml wystpowata u 19 osob, natomiast wysycenie
transferyny poriej 20% - u 16 chorych. 8 o0sOb leczono przy pomogytr@poetyny,
10 pacjentow otrzymywato dougtsuplementagjzelaza.

Zaburzenia gospodarki wapniowo — fosforanowej dogiycwytacznie chorych z GFR
ponizej 30 ml/min. Hiperfosfatemia > 5,5 mg/dl wggbwata u 8 0sob, iloczyn wapniowo —
fosforanowy > 55 midI® — u 4, natomiast stenie PTH >300 pg/ml stwierdzano u 15 oséb.
Potowa wszystkich pacjentéw leczona bytaglanem wapnia, 20 chorych otrzymywato
Alfakalcydol.

Zaburzenia lipidowe obserwowano &5 chorych. U 22 o0séb stwierdzano
hipercholesterolemj u 27 — podwyszony poziom trojglicerydow. Jednak leczenie
hipolipemizupce przy pomocy statyn prowadzono tylko u 19 oséb.

W grupie badanej znajdowatoesil4 pacjentéw z cukrzyc(28,7%), 3 chorych
Z rozpoznaniem cukrzycy typu 1 i 11 0osob - z cukgzaypu 2. Nefropatia cukrzycowa byta
przyczyra PNN u 10 oséb (20,8%). 12 chorych leczonych bykuling, 1 osoba otrzymywata
doustne leki hipoglikemizage, natomiast 1 pacjent byt leczony diet

Stan odywienia oceniany za pomgcBMI wykazywat obecn& niedowagi
(BMI < 21 kg/nf) u 4 chorych (w 5 stadium przewlektej choroby fgrenadwag
(BMI > 25 kg/nf) lub otytas¢ (BMI > 30 kg/nf) miato 33 chorych.

W badanej grupie nie obserwowano hipoalbuminemiylk@ 2 pacjentow
charakteryzowato sistkzeniem albumin < 40 g/l. Gstszymi zaburzeniami biatkowymi,
stwierdzanymi prawie wygtznie u pacjentow z filtragj kiebuszkows obnizona ponizej
30 ml/min, byty: hipotransferynemia (< 1,91g/l) ebsowana u 11 0s6b i ol#winy poziom
sktadowej C3 dopetniacza (< 0,9 g/l) — u 9 choryCh. wikcej zaburzenia te wygiowaty
rowniez u chorych z nadwag otytoscia.

Mimo, ze uzadnego z chorych wtzonych do badania nie stwierdzano klinicznych
objawoéw infekcji, u 2 pacjentow w 5 stadium przekigg choroby nerek i u 1 w stadium 4
obserwowano podwgzony poziom CRP. Leukocyt@zpowyzej 11 G/l miato 2 chorych,

natomiast ilé¢ neutrocytow przekraczgja 8 G/l — 1 pacjent.
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3.2 Charakterystyka grupy kontrolnej

Grupe kontrolma stanowity 43 zdrowe osoby (27 kobiet i 16atzyzn) w wieku
49,77 £ 13,28 lat. Ochotnikdbw w wkszaci rekrutowano Wrod pracownikéw Kiliniki

Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewtiznych AMG i ich rodzin.
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4 METODY

Wszystkie oznaczenia zostaty wykonane w kiywinej, pobieranej zyty odtokciowej,
po uzyskaniu pisemnej zgody pacjenta. Okoto 15 mii zbieranej byto do odpowiednich,

w zaleznosci od badania, probéwek.

4.1 Odczynniki

4.1.1 PHAGOTEST (ORPEGEN Pharma, Niemcy)
4.1.2 BURSTTEST (PHAGOBURS®(; ORPEGEN Pharma, Niemcy)
4.1.3 Human Fibronectin ELISA (Bender MedSystems, Auktria

4.1.4 Przeciwciata monoklonalne

CD11b PE, klon D12, mysie Ig& K, (Becton Dickinson, Pharmingen, USA)
CD14 APC, klon M5E2, mysie Ig&(Immunotech, Beckman Coulter, Francja)
CD16 APC-Cy7, klon 3G8, mysie Ig(X, (Becton Dickinson, Pharmingen, USA)
CD32 PE, klon 3D3, mysie IgGk, (Becton Dickinson, Pharmingen, USA)
CD49d PE, klon 9F10, mysie Ig(X, (Becton Dickinson, Pharmingen, USA)
CD64 FITC, klon 10.1, mysie IgGk, ( Becton Dickinson, Pharmingen, USA)

Kontrola izotypowa FITC, klon MOPC-21, mysie Ig®&, (BD Pharmingen, USA)
Kontrola izotypowa PE, klon MOPC-21, mysie Ig&, (BD Pharmingen, USA)
Kontrola izotypowa APC, klon G155-178, mysie lg&, (BD Pharmingen, USA)
Kontrola izotypowa APC-Cy7, klon MOPC-21, mysie g, (BD Pharmingen, USA)
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4.1.5 Bufory i roztwory

Bufor PBS bez Cd i Mg®" - barwienia cytometryczne

NacCl 8,59 ¢
NapoHPO, 1,25¢
NaNs 0,98 g

EDTA (dwusodowy) 3,7 g
Woda redestylowana 1000 ml

Ustal pH 7,4, autoklawow@ przechowywaw 4 °© C w ciemngci

Roztwory lizupce erytrocyty oraz utrwalge komérki krwi do barwi@ cytometrycznych

antygenow powierzchniowych:

Roztwor A — lizugcy (60Qul / 50l krwi)
Kwas mrowkowy 0,6 ml

Woda destylowana do 500 ml

Roztwor B — stabilizujcy btony komérkowe leukocytow (240 / 50 pl krwi)

Weglan sodu 159
Chlorek sodu 3,639
Siarczan sodu 7,839

Woda destylowana 250 ml

Roztwor C — utrwalaicy komaorki (100ul / 50ul krwi)
Paraformaldehyd 19
Woda destylowana 100ml

31



4.2 Aparatura

4.2.1 Urzadzenie do lizy i utrwalania komérek Q-Prep, EPT@8munology Work Station
(Coulter, USA)

4.2.2 Cytometry przeptywowe:  Epi€XL (Coulter, USA);
LBRBecton Dickinson, USA)

4.2.3 Komora Laminarna HERAsafeHS18 (Heraeus, USA)
4.2.4 taznia wodna (GFL, Niemcy)
4.2.5 Mieszadto typu vortex Vibrofix VF1 Electronic (Ja&Kundel IKA®- Labortechnik,

4.2.6 Probowki jednorazowe:
Vacuett& zawierajice heparya (Greiner Bio-One GmbH, Austria);
Vacuett® zawierajice KEDTA (Greiner Bio-One GmbH, Austria);
probéwki PS, 4ml, okigtodenne (Medlab Products, Polska);
probowki Falcon, PS, 5ml, adkgtodenne (Becton Dickinson, USA)

4.2.7 Wiréwka 3K15 (Sigma, UK)
4.3 Inne

4.3.1 Program WinMDI Windows Multiple Documentl nterafce for Flow Cytometry) 2.8
do analizy danych pochoglzych z cytometru przeptywowego EpicsXL
(Joe Trotter, The Scripps Institute, USA);

4.3.2 Program FACSDiva 4.0 do zbierania i analizy danpdthodacych z cytometru
przetywowego LSR Il (Becton Dickinson, USA)
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4.4 Ocena aktywndaci fagocytarnej neutrofilow i monocytow

Badanie funkcji fagocytarnej granulocytow odiopchtonnych oraz monocytow
przeprowadzono w heparynizowanej krwi petnej praynpcy zestawu PHAGOTESTirmy
ORPEGEN Pharma metgdcytometrii przeptywowej. Zestaw ten zawiera opgomiane
oraz nieopsonizowane bakterie E. coli znakowandiozganianem fluoresceiny (FITC)
oraz niezhdne odczynniki.

Oznaczenia przeprowadzono zgodnie z instrukcjandyrenta:

1) Heparynizowaa krew peta od pacjenta rozdzielano do czterech probdéwek,

po 100ul do kazdej i schtadzano przez 10 min w temp. 0° C.
2) Do jednej pary prébek dodawano:

a. po 20ul schiodzonego roztworu opsonizowanych bakteriiok.znakowanych
FITC (probowki nr 1 i nr 2);

b. po 20 ul schtodzonego roztworu nieopsonizowanych bakteEicoli

znakowanych FITC (probéwki nr 3i4);

3) Probowki nr 1 i nr 3 inkubowano w #ai wodnej (10 min, 37° C), pozostatesza

przez 10 min w temp. 0° C (kontrole negatywne).

4) Do probek umieszczonych w lodzie dodawano po i0dodowatego roztworu
zatrzymujcego fagocytog Po wymieszaniu, probki byty dwukrotnie przemywane
przy pomocy roztworu ptuaeego (3ml) i odwirowywane (5 min, 250 x g, 4° C).

5) Nastpnie dodawano po 2 ml roztworu liaagego do kadej z probowek

I po wymieszaniu inkubowano przez 20 min w tempewa pokojowe).

6) Po odwirowaniu komorek (5 min, 250 x g, 4° C) i mareniu supernatantu, komérki
przemywano (3ml roztworu ptugeego), ponownie wirowano (5 min, 250 x g, 4° C)
nastpnie dodawano po 20Qul roztworu barwacego fluorescencyjnie DNA

i inkubowano przez 10 min. bez degst swiatta.

W ciagu 1 godziny odczytywano na cytometerze wynikiuteZbieranol500 zdarae
z bramki leukocytarnej. Przy diugm swiatta pobudzajcego 488 nm, (gazowy laser
argonowo-jonowy), odczytywano fluorescendparwnika zwizanego z DNA — bramka
przyzyciowa, zawierajca diploidalne komorki eukariotyczne. Przy tej spulegasci fali

odczytywano fluorescengjFITC, zwhzanego z pochtogiymi przez komorki fagocytarne
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(granulocyty i monocyty) bakteriami. Odczytane w ggposéb dane obejmowaly procerdow
ilos¢ komorek, ktére wykazaty fagocytezoraz srednh intensywnéé fluorescencii,
korelujaca z liczlm pochtonetych bakterii przypadagych na jeda komorke zerm. Analiza
probek klinicznych poprzedzona zostata kalitgagparatu za pomacpréobki kontrolnej,
w taki sposob, aby niespecyficznie fluoryme komorki stanowity mniej nil1% komorek
pozytywnych. Dalsza obrobka danych wykonana byty pomocy programu WinMDI.

Uzyskane wyniki przedstawiono jako:

N ops [%] — odsetek granulocytow fagocydaych opsonizowane bakterie E. coli.

N ops [MFI] - sérednia intensywni& fluorescencji fagocytggych granulocytow/
intensywnd@¢ fagocytozy/ aktywn& fagocytarna

M ops [%] - odsetek monocytow pochtariaych opsonizowane bakterie E. coli.

M ops [MFI] - srednia intensywni fluorescencji wykazugych fagocytoz monocytow/
intensywng¢ fagocytozy/ aktywn& fagocytarna

N nieops [%]
N nieops [MFI] parametry dla oceny zddglrio

M nieops [%] do pochfaniania nieopsonizovemlyakterii
M nieops [MFI]

J

Ponadto po oznaczeniu bezwglej liczby granulocytéw obeijnochtonnych
(N [G/1]) oraz monocytow (N [G/I]) w morfologii krivz podanych potej wzorow uzyskano

bezwzgédna liczbe fagocytupcych komorek.

N ops [G/]] - liczba neutrocytow fagocytagych opsonizowane bakterie E. coli

adds [%] x N [G/I]
N ops [G/l] =

100

M ops [G/I] - liczba monocytéw fagocytagych opsonizowane bakterie E. coli

s [%] x M [G/]

M ops [G/l] =
100
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Z takich samych wzoréw uzyskano réwnidane dotycze bezwzgidnej
liczby granulocytéw i monocytow fagocytigych nieopsonizowane bakterie (N nieops [G/I]
i M nieops [G/I]).
Badania wykonywano w Katedrze Histologii i Immungiio Akademii Medycznej

w Gdaisku, kierowanej przez prof. dr hab. med. AndrzejglMiskiego.

4.5 Ocena zdolndci do syntezy reaktywnych zwazkéw tlenu (wybuchu
tlenowego) neutrofildw i monocytéw

Badanie wybuchu tlenowego (ang. oxidative bursgyliczdolngci do produkcji
reaktywnych zwizkéw tlenu przez granulocyty oktjochtonne i monocyty wykonano
przy wyciu zestawu PHAGOBURSTfirmy ORPEGEN Pharma. Zestaw ten zawiera
czynniki stymulugce: opsonizowane bakterie E. coli, PMA (Phorbol Myistate 13-
Acetate; octan tetradekanoiloforbolu, 12-mirystanid3-octanu forbolu), fMLP (N-formyl-
Met-Leu-Phe; N-formylo-metionylo-leucylo-fenyloaiaa), substrat wykazagy
fluorescengj pod wptywem RFT - dihydrorodamina (DHR) 123 oréezidne odczynniki.

Oznaczenia wykonywano zgodnie z instrgmjoducenta:

1) Petry, pobram na heparyg krew rozdzielano do czterech probowek (5 ml) po (l
do kazdej i inkubowano przez 10 min w temp 0° C.

2) Do probowek dodano:
a. probowka nr 1 — 2@l roztworu opsonizowanych, schtodzonych baktericdi;
b. probowka nr 2 — 2@l roztworu do przemywania (kontrola negatywna);
c. probdéwka nr 3 — 2@l roztworu fMLP (kontrola niska);
d.

probéwka nr 4 — 2@l roztworu PMA (kontrola wysoka).

3) Po wymieszaniu zawaro probek inkubowano je przez 10min wziha wodnej
o temp. 37° C, po czym do #dej probki dodawano 2@l roztworu substratu
DHR 123.

4) Po kolejnej inkubacji (10 min, 37° C) dozkej probéwki dodawano po 2ml roztworu

lizujacego erytrocyty i inkubowano przez 20min w tempatad pokojowe;.

5) Probowki wirowano (5 min, 250 x g, 4° C) i odrzuoasupernatant. Po przemyciu
(3ml roztworu do przemywania), ponownie odwirowywafd min, 250 x g, 4° C)

I odrzucano supernatant.
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6) Do pozostatéci po wirowaniu dodawano 200ul roztworu barwicego
fluorescencyjnie DNA, mieszano i inkubowano prz€znin w temp. 0° C, chrogg

przedswiattem.

Pomiar na cytometrze wykonywany byt wagu 30 min od przygotowania probki.
Zbierano 15000 zdarzez bramki leukocytarnej. Przy diugo fali swiatta absorbowanego
488nm (gazowy laser argonowo — jonowy), odczytywamisg fluorescencji $wiatta
czerwonego (DNA; bramka przyciowa obejmujca diploidalne komorki ludzkie)
oraz zielonego (fluorescencja rodaminy 123 - produleakcji DHR 123 z reaktywnymi
zwigzkami tlenowymi). Zebrane dane obejmowaly procentowlos¢ komédrek
wytwarzagcych RFT orazsrednp intensywné¢ fluorescencji tych komorek, korehgq
z iloscia przemienionego substratu przez pojedynkamorke. Analiza prébek klinicznych
poprzedzona zostata kalibracjpparatu za pomacprobki kontrolnej, w taki sposob,
aby niespecyficznie fluoryzage komorki stanowity mniej ni 1% komorek pozytywnych.
Dalsza obrébka danych wykonana byta przy pomocgnarmou WinMDI.

Uzyskane wyniki przedstawiono jako:

N grer [%] — odsetek neutrocytow syntetyzeych reaktywne zwgzki tlenowe
po pochtongciu bakterii E. coli
N rer [MFI] - srednia intensywnig fluorescencji granulocytéw / intensywdtosyntezy RFT
/ intensywn@é¢ wybuchu tlenowego
M grer [%] — odsetek monocytow wytwaraaych reaktywne zvgzki tlenowe
po pochtongciu bakterii E. coli
M rer [MFI] - $rednia intensywn& fluorescencji monocytow / intensywstosyntezy RFT /
intensywnaé¢ wybuchu tlenowego

Ponadto po oznaczeniu bezwgle] liczby granulocytéw obeijnochtonnych
(N [G/1]) oraz monocytow (N [G/I]) w morfologii knivz podanych potej wzoréw uzyskano

bezwzgédna liczbe komorek produkujcych RFT.

N rer [G/]] - liczba neutrocytow wytwarzggych RFT po pochtorciu bakterii E. coli

rRBF[%] x N [G/]]

Neer [G] =
100
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M rer [G/] - liczba monocytow produkagych RFT po pochtorciu bakterii E. coli

M %] X M [G/]
Meer [G/] =

100

Badania wykonywano w Katedrze Histologii i Immungiio Akademii Medycznej

w Gdaisku, kierowanej przez prof. dr hab. med. AndrzejglMiskiego.

4.6 Ocena ekspresji receptorbw powierzchniowych na powizchni
neutrofildbw i monocytow

Barwienia wykonano w heparynizowanej krwi penejajp@zniej w godzir
od pobrania. Do probowek cytometrycznych przenoszpo 50 pl krwi, a nasgpnie
dodawano 10Qul PBS z 1 % FCS (fetal calf serum) zawieca rozciéczenia odpowiednich
przeciwciat. Nasgpnie probki inkubowano, delikatnie wytigapc w temperaturze pokojowej
przez 30min. Po inkubacji w krwi lizowano erytrogyiraz utrwalano barwienia przy pomocy
QPrep Epics Immunology Workstation zzygiem odpowiednich buforow (A,B,C).
Tak przygotowas krew analizowano w cytometrze przeptywowym (LSR BD, USA).
Azeby wykluczy niespecyficzne wgzanie przeciwcial do badania przygotowand keew
wybarwiors odpowiednimi kontrolami izotopowymi przeciwciat. oipensacja widm
fluorescencji, wykonana przed badaniem cytometryegn zapobiegata ewentualnemu
naktadaniu s widm fluorescencji barwnikdw zastosowanych podczbarwienia.
Bramkowanie monocytéw i granulocytow zostato progyadzone na podstawie obrazu FSS
(ang. forward scatter; rozproszenie czotowe -eaigiswiatta obrazujce wielkag¢é komorki)

I SS (ang. side scatter; rozproszenie boczne eciegiwiatlta obrazujce ilas¢ ziarnistgci
wewnmtrz komorki). Doktadniejsze bramkowanie odpowietingubpopulacji komérkowych
wykonywano na podstawie fluorescencji odpowiednichArwnikow. Wyniki uzyskane

podczas pomiaréw cytometrycznych analizowano zagmmrogramu FACSDiva 4.0.

Uzyskane wyniki przedstawiono jako odsetek komavgkazupcych ekspregjdanej
czasteczki na powierzchni neutrocytow lub monocytowp. (N CD16+ [%]) orazsredni
intensywnd¢ fluorescencji (np. N CD16+ [MFI]), korelyga ze stopniem ekspresji danej

czasteczki na powierzchni fagocyta.

Badania wykonywano w Katedrze Histologii i Immungiio Akademii Medycznej
w Gdaisku, kierowanej przez prof. dr hab. med. AndrzejglMiskiego.
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4.7 Oznaczenie szenia fibronektyny w osoczu

Stezenie fibronektyny w osoczu wykonywano metddélISA przy pomocy zestawu
Human Fibronectin ELISA (Bender MedSystems, Auktriiestaw ten zawiera mikrophgk
ze studzienkami optaszczonymi poliklonalnymi praesatami kroliczymi, skierowanymi
przeciwko ludzkiej fibronektynie oraz niegine odczynniki. Oznaczenie wykonano zgodnie
z instrukcp producenta.

1) Krew pobraa do probowki z EDTA wirowano przez 8 minut przy Bkgci 1500

obrotow/minug, uzyskane osocze krwi przechowywano w temperatudog C.

2) Osocze rozmeano.

3) Osocze rozciczano w stosunku 1 : 10 000 przy pomocy Assay BuffeBS
zawierajcy 1% oraz 10% bydtej albouminy osocza - BSA ), dephego w técie.

4) Za pomog metody seryjnych rozakezen przygotowano standardy, zawieicg

20, 10, 5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,31 ng/ml filektyny.

5) Do kazdego dotka przed naniesieniem roaicieonych probek osocza dodano |10

Assay Buffer.

6) Nastpnie w odpowiednich dotkach ptytki umieszczono Pqubrozcieaczonej probki
osocza.

7) Do kazdego dotka dodawano 5@ zwiazanych z biotya kréliczych poliklonalnych
przeciwciat przeciwko ludzkiej fibronektynie, a hgmie piytie inkubowano

w temperaturze pokojowej przez 2 godziny i gpste trzykrotnie ptukano,

aby usun¢ nadmiar przeciwciat.

8) Do kazdego dotka dodawano 1Q0 roztworu sprzzonej z peroksydagzstreptawidyny

(Streptavidin — HRP), wizacej sk z biotym.

9) Po jednogodzinnej inkubacji w temperaturze pokejow3 x ptukaniu do kadego
dotka dodawano 10gl roztworu substratu reagigjego z peroksydaz

10) Piytke inkubowano przez 10 — 20 minut w temperaturze foke] a nasfpnie
dodawano po 100 ul roztworu zatrzymuggo reakeg enzymatycza do kadego
dotka (Stop Solution — jedno molowy kwas fosforowy)

11) Wyniki reakcji barwnej odczytywano w spektrofotamze przy dtugéci fali 450 nm.

12) Na podstawie odniesienia waito absorpcji danych prébek do waito absorpcji
standardéw wyznaczonoggenie fibronektyny w osoczu krwi (ng/ml).

Oznaczenia wykonywano w Katedrze Histologii i Imrologii Akademii Medycznej

w Gdaisku, kierowanej przez prof. dr hab. med. AndrzejglMiskiego.
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4.8 Pozostate oznaczenia

Oznaczenia pozostatych substancji o charakterzenapsoraz pozostate badania

laboratoryjne wykonywane byly u wszystkich pacjentd PNN, postuguic sk metodami

rutynowo stosowanymi w laboratorium.

Oznaczono:

morfologie krwi

stezenie BUN [mg/dl] i kreatyniny [mg/dl]

parametry gospodarki wapniowo — fosforanowej: fivapatkowity [mg/dl],
fosforany [mg/dl] oraz PTH [pg/ml]

stezenie biatka catkowitego [g/l] oraz albuminy [g/I]

lipidogram: cholesterol catkowity [mg/dl], HDL [mdj], LDL [mg/dl],
trojglicerydy [mg/dl]

parametry  gospodarki zelazowej: zelazo pg/dl], transferyna [g/l],
ferrytyna [ng/ml]

CRP [mg/1]

C3 [g/l]

C4 [g/l]

19G [9/l]

Wszystkie wyej wymienione badania zostaty wykonane w LaboratorCentralnym
SPSK nr 1 Akademickiego Centrum Klinicznego Akaddvwedycznej w Gdasku.
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4.9 Analiza statystyczna

Uzyskane wyniki przedstawiono jakoednie arytmetyczne + odchylenie standardowe.
Hipotez 0 zgodnéci micdzy zbiorem wartci badanej préby
a rozktadem normalnym weryfikowano przy pomocy ueShapiro — Wilka. Wobec tego,
ze wartgci badanych zmiennych nie miaty rozktadu normalndgalalszego opracowywania

wynikéw zastosowano testy nieparametryczne.

Weryfikacg statystycza istotngci roznic migdzy dwiema grupami przeprowadzono
przy pomocy testu U Manna-Whitneya (test dla dwpabb niezalenych), natomiast w celu
oceny r@nic miedzy wieloma grupami zastosowano test KruskalWallisa (test dla wielu
prob niezalenych). Istotné¢ réznic dla zmiennych jak@iowych oceniano przy pomocy
testux® i jego poprawek. Zalmoici miedzy ocenianymi zmiennymi badano przy pomocy

nieparametrycznego wspotczynnika korelacji R Spaaan

Zatozono, ze przeprowadzone analizy wykazywaly istotne stgtystie r@nice
dla p < 0,05. W celu zwkszenia mocy badanych zatesci wprowadzono dodatkowe

kryteria: wysoce istotne (dla p < 0,01) oraz bardsoce istotne (dla p < 0,001).

Wszystkich obliczé dokonano postugag sk programem STATISTICA 7.1 firmy
StatSoft Inc (Tulsa, USA).
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5  WYNIKI

5.1 Ocena aktywndci fagocytarnej neutrofiléw i monocytow

Neutrofile pacjentéw z PNN charakteryzowahe dstotnie statystycznie wgz
w stosunku do grupy kontrolnej, zdokoty do fagocytozy opsonizowanych bakterii E.coli.
Wyzszy byt zarébwno odsetek jak i bezwahha liczba fagocytagych komoérek
orazsredni sygnat fluorescencji. Wyniki te przedstawiamdab.6.

Tab. 6. ZdoIncg¢ neutrocytéw do fagocytozy opsonizowanych bakteriE. coli u pacjentéw
Zz PNN i w grupie kontrolnej

PNN Kontrola p
N ops [%] 86,87+ 17,50 78,56 18,74 p < 0,05
N ops [G/I] 3,69+ 1,54 2,66+ 1,20 p<0,01
N ops [MFI] 424,36+ 162,03 334,6& 112,12 p <0,05

Odsetek monocytow (M ops [%]: 52,9820,95% vs 49,64 19,39% odpowiednio)
oraz bezwzgldna ilgs¢ tych komérek (M ops [G/I]: 0,304 0,19 G/I vs 0,25% 0,103 G/I)
wykazupcych fluorescengjpo fagocytozie opsonizowanych bakterii E. coligdlm chorych
I zdrowych nie ranity si¢. Jednak monocyty pacjentéw z PNN charakteryzowgtystotnie

wyzszym  MFI, czyli fagocytowaly bardziej aktywnie (M p® [MFI]:

192,6+ 101,05 vs 122,8 75,92; p < 0,01; Ryc. 1).
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Ryc. 1. Poréwnanie aktywnéci fagocytarnej monocytéw (M ops [MFI]) w grupie badanej
i kontrolnej
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Po zastosowaniu nieopsonizowanej formy bakteriiole.nie wykazano istotnych
statystycznie rinic migdzy grupami. Nalgy jednak zauway¢, ze zarOwno neutrocyy
jak i monocyty charakteryzowaty ¢sipodwyzszora w stosunku do grupy kontrolnej
aktywnaicia fagocytarm (N nieops [MFI] i M nieops [MFI]), aczkolwiek bytto wyniki

na granicy istotnéi statystycznej (Tab. 7).

Tab. 7. Zdolna¢ neutrocytéw i monocytow do fagocytozy opsonizowanh bakterii E. coli
u pacjentéw z PNN i w grupie kontrolnej

PNN Kontrola p
N nieops [%] 81,11+ 18,84 78,2% 16,95 ns
N nieops [G/I] 3,50+ 1,64 2,96+ 1,19 ns
N nieops [MFI] 680,48+ 196,33 569,4% 180,44 ns (p =0,077)
M nieops [%] 52,98+ 20,95 49,64 19,39 ns
M nieops [G/]] 0,304+ 0,19 0,255 0,103 ns
M nieops [MFI] 182,52+ 98,02 136,19 89,78 ns (p=0,08)

5.2 Ocena zdolndci do syntezy reaktywnych zwazkéw tlenu  (wybuchu
tlenowego) przez neutrofile i monocyty

Okoto 90% neutrofiléw oraz 75% monocytow w grupi@dhnej i kontrolnej
wykazywato zdolné¢ do produkcji reaktywnych form tlenu. Obie grupy m&nity si¢ takze
pod wzgkdem bezwzgidnej liczby neutrocytdw i monocytow syntetyzoych RFT
oraz intensywnéi wybuchu tlenowego neutrocytéw. Stwierdzono nassin obnkona

intensywna¢ syntezy RFT przez monocyty pacjentow z PNN (Tab.8)

Tab. 8. Zdoln&¢ do syntezy RFT przez komérki fagocytarne u pacjertw z PNN
i w grupie kontrolnej

PNN Kontrola p
N qer [%] 90,85+ 14,74 89,88 18,30 ns
N e [G/] 3,794+ 1,38 3,222 1,34 ns
N ey [MFI] 57,03+ 27,23 59,99 21,72 ns
M ey [%] 75,56+ 17,15 74,84 17,45 ns
M ooy [GI] 0,408+ 0,18 0,386 0,14 ns
M [MFI] 24,55+ 6,24 28,1A# 7,13 p<0,01

RFT
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5.3 Ocena ekspresji receptoréow powierzchniowych zaangawanych

w proces fagocytozy na powierzchni neutrofilow i moocytow

Neutrofile oséb z grupy badanej i grupy kontrolmée r&nity pod wzgkdem
ekspres;ji receptorow powierzchniowych zmanych z funkg fagocytarm komorekzernych.

Wyniki te przedstawiono w Tab. 9.

Tab. 9. Poréwnanie ekspresji receptorow powierzchowych zaangaowanych w proces
fagocytozy na powierzchni neutrofilow w grupie badaej i kontrolnej

PNN Kontrola p
N CD16+ [%] 91,17+ 13,13 93,76: 4,13 ns
N CD16+ [MFI] 10609,76t 6081,77 11269,595120,69 ns
N CD32+ [%] 7,43+ 21,14 8,52 22,62 ns
N CD32+ [MFI] 508,45+ 306,9 507,48 223,86 ns
N CD64+ [%] 4,77+ 5,26 4,8# 3,51 ns
N CD64+ [MFI] 442,08+ 282,77 416,3% 159,03 ns
N CD14+ [%] 9,58+ 25,01 8,24+ 24,28 ns
N CD14+ [MFI] 1362,21+ 1222,5 1474,1% 1099,27 ns
N CD11b+ [%] 98,53+ 1,79 98,2°# 2,004 ns
N CD11b+ [MFI] 1818,10+ 1487,8 1131,14 443,93 ns (p = 0,079)
N CD49d+ [%)] 5,10+ 4,27 6,37 11,95 ns
N CD49d+ [MFI] 460,95+ 125,22 484,45 126,96 ns

Ponad 90% granulocytéw u pacjentbw z PNN i u osdbowych wykazywato
na swojej powierzchni obecfo receptora ¥RIlIl (CD16) oraz receptora CR3 (CD11b).
Srednia ekspresja pozostalych receptoréw nie preekta 10% badanych komérek.
Obie grupy badana i kontrolna nieznity si¢ rowniez stopniem ekspresji receptorow [MFI]
na powierzchni neutrocytow, z wykiem wyzszej ekspresji esteczki CD11b u pacjentéw

z PNN (r&nica na granicy istotrdai statystycznej p = 0,079).
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Sredni procent monocytéw wykazgych na swojej powierzchni obedgobadanych
receptorow nie rinit si¢ istotnie w badanych grupach. Wyniki te przedstawias Tab. 10.

Tab. 10. Poréwnanie ekspresji receptorow powierzatiowych zaangaowanych w proces
fagocytozy na powierzchni monocytoéw w grupie badané kontrolnej

PNN Kontrola p
M CD16+ [%] 15,63+ 13,33 12,345,720 ns
M CD16+ [MFI] 3292,20+ 2392,08 3263,8% 2635,22 ns
M CD32+ [%] 30,68+ 42,23 51,0& 47,16 ns (p = 0,052)
M CD32+ [MFI] 433,66+ 241,55 355,22 185,93 ns
M CD64+ [%] 81,14+ 11,702 80,3% 15,72 ns
M CD64+ [MFI] 785,49+ 255,21 802,22 244,19 ns
M CD14+ [%] 76,75% 22,32 80,43 15,51 ns
M CD14+ [MFI] 1231,25+ 1301,1 1416,52 1195,14 p <0,05
M CD11b+ [%] 95,35+ 3,76 96,3% 2,79 ns
M CD11b+ [MFI] 1849,50+ 967,84 1820,2% 882,29 ns
M CD49d+[%] 85,16+ 16,98 87,33 17,22 ns
M CD49d+ [MFI] 636,33+ 188,61 682,62 186,26 ns

Wiekszas¢ receptorow byta obecna na ponad 75% monocytovwgre&s czasteczki
CD16 wykazywato kilkang&ie % monocytow, natomiast CD32 - 30,88 42,23 %
monocytow pacjentow z PNN oraz 51,8647,16% monocytow o0sob zdrowych Znica
na granicy istotnéci statystycznej p = 0,052). Stopieekspresji receptorow [MFI]
na powierzchni monocytow nie it si¢ istotnie pomgdzy badanymi grupami, z watkiem

obnizonej ekspresji asteczki CD14 na monocytach oséb chorych.
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5.4 Ocena sgzenia opsonin w surowicy/osoczu krwi pacjentow z PNN
w poréwnaniu do grupy kontrolnej
Grupa badana i grupa kontrolna niemidy sic pod wzgédem s¢zenia skladnika C3

dopetniacza, gtenia immunoglobuliny klasy G oraz fibronektyny. &wlzono natomiast
istotnie wy:sze stzenie C4 u pacjentow z PNN. Wyniki te przedstawiandab. 11.

Tab. 11. Porownanie sizenia opsonin w surowicy/osoczu krwi pacjentow z PNN
w stosunku do grupy kontrolnej

PNN Kontrola p
C3 [g/1] 1,095+ 0,226 1,06 0,172 ns
C4 [o/l] 0,270+ 0,062 0,204 0,046 p <0,001
lgG [g/1] 11,68+ 2,57 11,7% 1,89 ns
Fibronektyna [g/l] 0,339+ 0,051 0,322 0,079 ns
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5.5 Ocena wzajemnych zalgnosci pomiedzy wskaznikami zwigzanymi

z procesem fagocytozy u pacjentow z PNN i w gruplentrolne;

5.5.1 Zaleznosci miedzy wskaznikami oceniajacymi zdolnasé
do fagocytozy opsonizowanych oraz nieopsonizowanydtakterii E. coli

oraz syntezy RFT przez komorkizerne

W grupie badanej i w grupie kontrolnej wskiki oceniajce zdolnéé
do fagocytozy opsonizowanych bakterii E. coli (dadkei bezwzgtdna ilaé¢ neutrocytow
oraz intensywn& fagocytozy) korelowaty dodatnio z odpowiednimi \&gkikami

swiadczacymi o zdolndci do pochtaniania nieopsonizowanychsteczek (Tab. 12).

Tab. 12. Zalenosci miedzy zdolndcia do fagocytozy opsonizowanych i nieopsonizowanych
bakterii E. coli przez neutrocyty w grupie badaneji kontrolnej

PNN Kontrola
Korelacje
r p r p
N ops [%] vs N nieops [%] 0,882 p <0,001 0,795 p <0,001
N ops [G/l] vs N nieops [G/I] 0,959 p <0,001 0,882 p <0,001
N ops [MFI] vs N nieops [MFI] 0,885 p <0,001 0,785 p <0,001

W grupie pacjentow z PNN wykazano silne dodatnierelazje pomidzy
poszczegblnymi  wskaikami oceniagjcymi zdolnd¢é neutrocytbw do fagocytozy
opsonizowanych oraz nieopsonizowanych bakteriidi. dla przyktad odsetek neutrocytow
fagocytupcych opsonizowane bakterie korelowat nie tylko zogantem neutrocytow
fagocytupcych nieopsonizowane E. coli, ale zak z bezwzgldna iloscia komoérek
wykazupcych zdolné¢ fagocytozy opsonizowanych i nieopsonizowanych ikt

i intensywndcia pochtaniania obu typéw bakterii (Tab. 13).

Tab. 13. Wybrane zalénosci miedzy wyktadnikami aktywnosci fagocytarnej u pacjentow

z PNN
Korelacje N ops [%)] " D
VS
N ops [G/I] 0,679 p < 0,001
N ops [MFI] 0,560 p <0,01
N nieops [G/I] 0,706 p < 0,001
N nieops [MFI] 0,615 p<0,01
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Natomiast u o0séb z grupy kontrolnej odsetek neilidnwf fagocytupcych
opsonizowane i nieopsonizowane bakterie E. colkorelowat z intensywrieia fagocytozy,
badZ tez korelowat ujemne. Przyktadawréznice migdzy grum badam i grupa kontrolm

przedstawiono na Ryc. 2.

Kontrola N nieops [%] vs N nieops [MFI]: r=-0,432; p < 0,05
a PNN N nieops [%] vs N nieops [MFI]: r= 0,496; p < 0,05
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Ryc. 2. Korelacje miedzy odsetkiem neutrocytéw fagytujacych nieopsonizowane E. coli
a intensywndcig fagocytozy w grupie pacjentéw z PNN oraz w grupi&ontrolnej

Zaréwno w grupie badanej jak i kontrolnej odsetélezwzgédna ilaés¢ granulocytow
obogtnochtonnych zdolnych do syntezy reaktywnych azkow tlenowych korelowaty
dodatnio z poszczegdblnymi parametrami ocaniani aktywna¢ fagocytara neutrocytow.
Intensywnd¢ syntezy RFT przez neutrocyty osob zdrowych i chbrigkorelowata dodatnio
z odsetkiem komorek syntetyaaych RFT (Ngrrr [MFI] vs N ger [%]: r = 0,74; p < 0,001
— w obu grupach). W grupie chorych z PNN dodatkomykazano dodatni korelacg
z intensywnécia pochtaniania nieopsonizowanych bakterii E. coli @®r [MFI]
vs N nieops [MFI]: r = 0,489; p < 0,05).

Tak jak w przypadku neutrocytow parametry oceyw@jzdolnéé do pochianiania
opsonizowanych bakterii E. coli przez monocyty ostdrowych i pacjentow z PNN
korelowatly dodatnio z odpowiednimi parametrami oagoymi zdolng¢é do fagocytozy
nieopsonizowanych bakterii przez te komorki. Zat#ci te przedstawiono w Tab. 14.
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Tab. 14. Korelacje medzy zdolndscia do fagocytozy opsonizowanych i nieopsonizowanych
bakterii E. coli przez monocyty w grupie badanej kontrolne;j

PNN Kontrola
Korelacje
r p r p
M ops [%] vs M nieops [%0] 0,834 p <0,001 0,629 p <0,001
M ops [G/l] vs M nieops [G/]] 0,879 p <0,001 0,613 p <0,001
M ops [MFI] vs M nieops [MFI] 0,661 p <0,01 0,712 p <0,001

Odsetek monocytéw zdolnych do syntezy RFT w grupomtrolnej korelowat
dodatnio z odsetkiem monocytow fagocytyich opsonizowane bakterie E. coli
(M Rrer [%] vs M ops [%]: r = 0,412; p < 0,05). Podobnejleznosci nie wykazano

w grupie pacjentow z PNN. Natomiast intensy$¢énsyntezy RFT przez monocyty osob
zdrowych i chorych korelowata tylko z odsetkiem raoytow syntetyzujcych RFT (Ryc. 3),

nie stwierdzono natomiast zygzkéw z parametrami funkcji fagocytarnej monocytow.

Kontrola M get [%] VS M ger [MFI]: 1 =0,665; p < 0,001
PNN M reT [%] VS M ger [MF: 1 =0,372; p <0,05

50

M RFT [MFI]

o _Kontrola
S PNN

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
M RFT [%]

Ryc. 3. Korelacje megdzy odsetkiem monocytow zdolnych do syntezy RFT
a intensywndcia produkcji RFT w grupie badanej i kontrolnej
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5.5.2 Ocena zwizku ekspresji receptorébw powierzchniowych z aktywngcia

fagocytarna oraz zdolndicia do syntezy RFT przez neutrofile i monocyty

Wyktadniki funkcji fagocytarnej neutrocytow orazhiczdolngci do syntezy RFT
w grupie pacjentow z PNN korelowaly w ekszaci ujemnie z ekspresjreceptorow
na powierzchni tych komorek. Wykazano tylko dodatrkorelacje midzy odsetkiem
CR3 (CD11lb+) a
i bezwzgtdna iloscia tych komorek pochtaniagych nieopsonizowane bakterie E. coli.

neutrocytbw wykazucych ekspregj receptora procentem

Natomiast w grupie kontrolnej stwierdzano koretadpdatnie, z wyjkiem ujemnej

intensywai fagocytozy
nieopsonizowanych E. coli. Istotne statystycznieknyprzedstawiono w Tab. 15.

zaleenosci miedzy odsetkiem granulocytow CD64+ a

Tab. 15. Zalegnos¢ miedzy ekspresp receptorow powierzchniowych na neutrofilach
a aktywnoscia fagocytarna i zdolnoscia do syntezy RFT w grupie badanej

i kontrolnej
Korelacje PNN Kontrola
r p r p
N CD14+ [%] vs N ops [%] - 0,484 p <0,05
N CD14+ [%] vs N ger [MFI] 0,571 p <0,05
N CD14+ [MFI]vs N ger [%] - 0,429 p < 0,05
N CD14+ [MFI]vs N ger [MFI] -0,528 p<0,01
N CD32+ [%] vs N ops [%0] 0,691 p<0,01
N CD32+ [%] vs N nieops [%] 0,729 p<0,01
N CD32+ [%] vs N nieops [MFI] -0,491 p <0,05
N CD32+ [%] vs N ger [%0] -0,344 p <0,05
N CD32+ [%] vs N ger [G/]] -0,343 p < 0,05
N CD32+ [MFI]vs N ops [MFI] - 0,485 p < 0,05
N CD32+ [MFI] vs N nieops [MFI] - 0,601 p <0,05
N CD32+ [MFI]vs N ger [%] -0,421 p < 0,05
N CD64+ [%] vs N nieops [MFI] - 0,692 p <0,05
N CD64+ [MFI] vs N nieops [%] - 0,499 p <0,05
N CD11b+ [%] vs N nieops [%] 0,581 p<0,01
N CD11b+ [%] vs N nieops [G/I] 0,491 p <0,05
N CD49d+ [MFI] vs N nieops [MFI] 0,571 p <0,05
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Réwniez zdolng¢ monocytéw do fagocytozy obu typow bakterii orandukcji RFT
korelowata ujemnie z eksprasjreceptorbw na powierzchni monocytow u pacjentoéw
z PNN. Z kolei w grupie kontrolnej wykazano ujenkweelacje m¢dzy ekspresj niektorych
typow receptorow powierzchniowych na monocytachdaliicia do syntezy reaktywnych
zwiazkéw tlenowych oraz dodatnie - ¢dizy ekspregj niektorych receptorow a aktywéma
fagocytarm monocytow, z wyjtkiem ujemnej zalenosci miedzy procentem komorek CD64

pozytywnych a intensywnoia fagocytozy opsonizowanych bakterii E. coli (TaB).1

Tab. 16. Zalenos¢ miedzy ekspresp receptorow powierzchniowych na monocytach
a aktywnoscia fagocytarna i zdolnoscia do syntezy RFT w grupie badanej

i kontrolnej
Korelacje PNN Kontrola
r p r p
M CD14+ [MFI]vs M op s [%] -0,444  p<0,05
M CD14+ [MFIJvs M grer [%] -0,397 p<0,05
M CD16+ [MFI]vs M ops [MFI] - 0,462 p <0,05
M CD16+ [MFI]vs M ger [MFI] -0,514 p<0,05
M CD32+[%] vs M ops [MFI] 0,581 p <0,05
M CD32+ [%] VS M ger [G/]] -0,626 p<0,01
M CD32+[%] VS M ger [MFI] -0,355 p<005 -0502 p<0,05
M CD64+ [%] vs M ops [MFI] -0,474 p<0,05
M CD11b+ [MFI] vs M nieops [MFI] 0,698 p<0,01
M CD11b+ [MFI]vs M ger [MFI] -0,391 p<0,05
M CD49d+ [%] vs M nieops [MFI] - 0,454 p <0,05
M CD49d+ [%]vsS M grer [%] -0,459 p<0,05
M CD49d+ [%] VS M grer [MFI] -0,545 p<0,05
M CD49d+ [MFI]vs M ops [%)] -0,384 p<0,05 0,442  p<0,05
M CD49d+ [MFI]vs M ops [MFI] -0,375 p<0,05
M CD49d+ [MFI]vs M nieops [MFI] 0,588 p<0,05
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5.5.3 Ocena zwjzku stezenia opsonin z aktywnécia fagocytarng

oraz zdolndcig do syntezy RFT przez neutrofile i monocyty

W grupie pacjentow z PNN wykazano korelacjectay stzeniem sktadnikow
dopetniacza a zdolsoia monocytdw do fagocytozy nieopsonizowanych baktricoli, nie
obserwowano natomiagadnych zwazkéw midzy stzeniem IgG i stzeniem fibronektyny
a aktywndcia fagocytarn komaérekzernych.

Stezenie skladnika C3 1 C4 dopeiniacza w surowicy kosglto dodatnio
ze zdolnécia monocytow do fagocytozy nieopsonizowanych bakté&ii coli (C3 [g/l]
vs M nieops [MFI]: r = 0,51; p < 0,05; C4 [g/l] W nieops [MFI]: r = 0,51; p < 0,05).
Wykazano réwnig zwiagzek mkdzy poziomem C3 a bezwzging liczba monocytéw
zdolnych do fagocytozy nieopsonizowanych bakterdaleznos¢ te przedstawiono

na Ryc. 4. W grupie 0osob zdrowych podobnychazkdw nie stwierdzano.

1,0
r=0,48 p <0,05
0,9t o

0,8}

0,7} 5

M nieops [G/]]

0,0 - : : : : :
0,6 08 1,0 12 1.4 16 18 2,0

C3 g/

Ryc. 4.  Zalgnos¢ pomiedzy stezeniem C3 w surowicy a bezwzgtina iloscia monocytow
fagocytujacych nieopsonizowane bakterie E.coli (M nieops [G)l
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Podgrupa 9 pacjentow z PNN z akomym stzeniem skfadnika C3 dopetniacza
(C3 < 0,9 g/l), w stosunku do podgrupy pacjentéwpmawidtowym s¢zeniem C3,
charakteryzowala siistotnie nisz zdolndcia neutrocytow i monocytéw do fagocytozy
nieopsonizowanych bakterii E. coli oraz zsaym s¢zeniem skfadnika C4 i 1gG
w surowicy (Tab. 17).

Tab. 17. Poréwnanie sizenia opsonin oraz zdolnéci do fagocytozy nieopsonizowanych bakterii
E. coli przez neutrofile i monocyty w zalénosci od sizenia C3

C3 < 0,9g¢/l C3>0,9ql p
(N=9) (N=37)
C3 [g/] 0,784+ 0,051 1191+ 0,194 p<0,001
C4 [ofl] 0,223+ 0,042 0,285 0,063 p<0,01
19G [9/1] 10,06+ 1,95 12,15 2,82 p <0,05
Nnieops [MFI] 497,42+ 8587 721,18 191,51 P<005
M nieops [%] 32,35+ 8,99 52,36 14,09 p<0,05
Mieops [G/l] 0,134+ 0,025 0,316 0,189 p<0,01

Mnieops [MFI] 8974+ 4560 203139501  P<005

Co wiccej u pacjentdow z PNN i gteniem C3 < 0,9 g/l obserwowano istotniesziy
w stosunku do grupy kontrolnej odsetek oraz bezgdrgl ilos¢ monocytow zdolnych
do fagocytozy nieopsonizowanych bakterii E. coli (NMeops [%]: 32,35+ 8,99
vs 49,64+ 19,35; p <0,01; M nieops [G/l]: 0,1340,025 vs 0,25 0,103; p < 0,05).

Chorzy podzieleni na podgrupy pod wadgm s¢zenia C4 (pordej i powyzej sredniej
w grupie badanej: 0,27 g/l) #hili sie aktywndacia fagocytarm komorek zernych
oraz zdolnécia do syntezy RFT (Tab. 18). Podgrupa zezestiem C4< 0,27 g/l
charakteryzowala istotnie 28z3 zdolncgcia do fagocytozy opsonizowanych bakterii E. coli
przez neutrofile oraz nieopsonizowanych — przez ougty, a take mniejsa iloscia

monocytow produkuacych RFT.
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Tab. 18. Poréwnanie sgzenia opsonin, aktywndci fagocytarnej oraz syntezy RFT
w zaleznosci  od sgzenia C4 u pacjentow z PNN

C4 <0,27 [g/l] C4 >0,27 [g/1] p
(N=25) (N=22)
C3 [d/] 1,018+ 0,192 1,224 0,246 p<001
C4 [9/] 0,228+ 0,036 0,328 0,044 p <0,001
N ops [%] 82,64+ 17,87 90,78 16,51 p<005
N ops [G/]] 3,191+ 1,31 4,46% 1,83 p<0,05
M nieops [MFI] 147 93+ 93,19 224,02 91,07 p<0,05
M rer [G/1] 0,352+ 0,12 0,465 0,227 p<0,05

Ponadto monocyty pacjentow, u ktorych stwierdzasigzenie C4 < 0,27 ¢l
wykazywaly nisz w stosunku do grupy kontrolnej zdokdo do syntezy RFT
(M ret [MFI]: 24,13+ 6,13 vs 28,1% 7,13; p < 0,05, Ryc. 5).

38
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Ryc. 5. Poréwnanie syntezy RFT przez monocyty pacw z PNN ze sgzeniem
C4<0,27 g/l oraz monocyty oséb zdrowych

53



5.6 Ocena zwizku zaleznych od PNN zaburzéé metabolicznych,
stosowanego leczenia oraz innych parametrow klinicgch
I laboratoryjnych ze  stwierdzanymi  zaburzeniami  ukiadu

immunologicznego

5.6.1 Stopien zaawansowania PNN

W grupie wszystkich badanych pacjentow z PNN zd@nmeutrocytow
do pochfaniania  nieopsonizowanych  bakterii E. colkorelowata dodatnio
ze stzeniem kreatyniny (Kreatynina [mg/dl] vs N nieops/l[Gr = 0,44; p < 0,05)
oraz ujemnie z filtrag kicbuszkow (GFR [ml/min] vs N nieops [G/l]: r = - 0,402,
p < 0,05).

Takie same, ale silniejsze zabesci wykazano w podgrupie pacjentow
z GFR < 30 ml/min (Kreatynina [mg/dl] vs N nieop&/: r = 0,565; p < 0,05
oraz GFR [ml/min] vs N nieops [G/l]: r = - 0,579; $ 0,05). Ponadto w podgrupie tej
zaobserwowano ujemn korelaci miedzy stzeniem kreatyniny a zdoldoia
do fagocytozy nieopsonizowanych bakterii E. colzgr monocyty (Kreatynina [mg/dl]
vs M nieops [G/I]: r = - 0,505; p < 0,05).

U chorych z GFR= 30 ml/min takich zwizkéw nie stwierdzano, obserwowano
natomiast zalnos¢ miedzy stzeniem BUN a odsetkiem monocytow zdolnych
do pochtaniania opsonizowanych bakterii E. coliegrZBUN [mg/dl] vs M ops [%]:
r=0,576; p <0,05).

Réwniez wskaniki swiadczce o zdolnéci do syntezy RFT przez neutrofile
I monocyty wykazywaty zwizek ze stopniem zaawansowania niewydsdnoerek w catej
badanej grupie pacjentow z PNN. Istotne statysfgczkorelacje przedstawiono
w Tab. 19. Odsetek neutrofilow produkcych RFT oraz intensywldé syntezy RFT
przez neutrofile korelowaly ujemnie z filtracjklicbuszkows a dodatnio z poziomem
kreatyniny w surowicy pacjentéw z PNN. Z kolei ingwna¢ syntezy RFT przez monocyty
korelowata ze wszystkimi wyktadnikami funkcji nerek poziomem BUN i kreatyniny

w surowicy krwi, stadium PChN (korelacje dodatroedz GFR (korelacje ujemne).
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Tab. 19. Zaleno$é¢ miedzy stopniem zaawansowania niewydol$oi nerek a zdolndcia
neutrocytéw i monocytow do produkciji RFT w grupie pacjentéw z PNN

Korelacje r p
GFR [mI/min] vs N ger [%] - 0,307 p<0,05
Kreatynina [mg/dl] vs N grer [%] 0,356 p<0,05

GFR [ml/min]vs N .. [MFI] -0,357 p <0,05
Kreatynina [mg/dl] vs N .. [MFI] 0,305 p <0,05
GFR [mI/min]vs \ . [MFI] - 0,387 p <0,05
Stadium PChN vs M ger [MFI] 0,368 p<0,05
BUN [mg/di] vs M ger [MFI] 0,347 p<0,05
Kreatynina [mg/dl] vs .. [MFI] 0,319 p <0,05

Podobne, jednak silniejsze zalesci zaobserwowano u pacjentow z filtracj
kigbuszkows = 30 ml/min (Tab. 20).

Tab. 20. Zalegnos¢ miedzy stopniem zaawansowania niewydol$ai nerek a zdolngcia komorek
zernych do produkcji RFT w grupie pacjentow z GFR= 30 ml/min

Korelacje r p
GFR [ml/min] vs M ger [%] - 0,860 p < 0,001
GFR [mI/min]vs 1 ..; [MFI] -0,670 p <0,05
BUN [mg/dl] vs N ger [MFI] 0,656 p<0,05
BUN [mg/di]vs M .ot [%] 0,802 p <0,01
BUN [mg/dl] vs M .ot [MFI] 0,592 p <0,05
Kreatynina [mg/dl] vs M ger [%)] 0,749 p<0,01

Natomiast w podgrupie chorych z GFR < 30 ml/min stigierdzano korelacji miedzy
wyktadnikami zaawansowania niewydo#ad nerek a zdolniwia komodrek zernych
do produkcji RFT.

W calej badanej grupie chorych z PNN zaobserwowswereg zalenosci migdzy
wyktadnikami funkcji nerek a eksprasjeceptoréw zaangawanych w proces fagocytozy
na komorkaclzernych (Tab. 21). Odsetek monocytow wykazygh na swojej powierzchni

ekspresj receptora CD14, CD64 oraz procent granulocytow £p6zytywnych wzrastat,
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natomiast ekspresja gsteczki CD32 na komérkackernych ulegata zmniejszeniu w mjar

progresji PNN.

Tab. 21. Zalegnos¢ miedzy stopniem zaawansowania niewydol$ci nerek a ekspresg
receptorow na fagocytach u pacjentéw z PNN

Korelacje r p

GFR [ml/min]vs N CD32+ [MFI] 0,353 p < 0,05
GFR [ml/min] vs M CD14+ [%)] -0,392 p<0,01
GFR [ml/min]jvs M CD64+ [%] -0,37 p <0,05
Stadium PChN vs N CD32+ [MFI] - 0,331 p <0,05
Stadium PChN vs M CD14+ [%)] 0,399 p<0,01
Stadium PChN vs M CD64+ [%] 0,377 p < 0,05
BUN [mg/dl] vs M CD32+ [%] -0,336 p < 0,05
Kreatynina [mg/dl] vs N CD64+ [%)] 0,349 p <0,05
Kreatynina [mg/dl] vs M CD14+ [%] 0,321 p <0,05
Kreatynina [mg/dl]vs M CD64+ [%] 0,319 p <0,05

W grupie pacjentéw z PNN wraz ze wzrostem stopamnvansowania niewydolsc

nerek stwierdzano mze stzenia sktadnika C3 dopetniacza w surowicy.

2,0

r=-0,52 p <0,001
18} 5

16}

c3 g/

0,6

kreatynina [mg/dI]

Ryc. 6. Zalenos¢ miedzy stezeniem kreatyniny i sizeniem C3 w surowicy pacjentow
z PNN
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Stgzenie C3 korelowato dodatnio z filtracj kicbuszkoww (GFR [ml/min]
vs C3 [g/l]: r = 0,457; p < 0,05) i ujemnie ze stad PChN (Stadium PChN vs C3 [g/l]:
r =-0,468; p < 0,05), steniem BUN (BUN [mg/dl] vs C3 [g/l]: r = - 0,429; g 0,05)
oraz kreatyninemi (Ryc. 6). Roéwnie sizenie fibronektyny u pacjentéw z PNN korelowato
ujemnie ze szeniem kreatyniny (Ryc. 7).
0,44
0,42 f-._ o r=-0,414 p <0,05

0,40
0,38
0,36 |
0,34
0,32}

0,30 |

Fibronektyna [g/1]

0,28 |
0,26 | o
0,24

0,22

0,20 : : ' : : : : :
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
kreatynina [mg/dI]

Ryc. 7. Zalenosé miedzy sezeniem kreatyniny i fibronektyny u pacjentow z PNN

Podgrupy pacjentéw z GFR 30 ml/min i GFR < 30 ml/min ity sie istotnie

pod wzgtdem niektorych wyktadnikéw funkcji komaorek fagocsiigich, ekspresji receptorow

oraz stzenia C3 w surowicy (Tab. 22).

Tab. 22. Porownanie wskanikow funkcji komérek fagocytarnych, ekspresji recetorow
oraz stezenia C3 w surowicy u pacjentow z PNN w zakmosci od wielkosci filtracii

ktebuszkowe]
GFR 230 ml/min  GFR < 30 ml/min p
(N=16) (N=30)
C3 [g/] 1,251+ 0,246 1,038 0,204 p<0,01
N rer [%] 82,74+ 23,45 94,41 4,95 p<0,05
N rer [MFI] 43,82+ 19,04 61,5% 28,54 p < 0,05
M rer [MFI] 20,53+ 4,95 25,781 6,29 p<0,01
M CD14+ [%] 65,86+ 29,19 81,46 17,11 p<0,01
M CD14+ [MFI] 1402+ 1162,6 1160,5@ 1367, 43 P <005
M CD64+ [%)] 74,42+ 17,41 84,0% 6,63 p < 0,01
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Pacjentow z GFR < 30 ml/min w stosunku do drug@jigrupy chorych cechowato
nizsze s¢zenie C3, wysza zdolné do syntezy RFT przez komorki fagocytarne oragkeay
odsetek monocytow CD14 + oraz CD64+. Pozostatenpetry nie ranity sig istotnie.

Zdolng¢ monocytéw do syntezy RFT u pacjentdw z GBR30 ml/min byta
nie tylko istotnie nisza nt u pacjentow z GFR < 30 ml / min, ale réwnieyta obniona

w stosunku do grupy kontrolnej (Ryc. 8).

42 T T T
40| | u | . * p<0,05
ns ** p<0,01

| 1

36 | *k

34 |
32| -
30 |

28 o

M RFT [MFI]

26 | 0

24 |

22 t

20 t

18 t

16 0 Srednia
14 . . - s . [] Srednia+Btad std
Kontrola GFR>30 ml/min T Srednia+Odch.std
GFR<30 ml/min

Ryc. 8. Porownanie zdolnéci monocytow do syntezy reaktywnych zvaizkow tlenowych w grupie
kontrolnej oraz w podgrupach pacjentow z GFR>30 i < 30 ml/min
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5.6.2 Stan zapalny

Srednie stzenie CRP u pacjentbw z PNN rfi#o sic w zakresie normy
laboratoryjnej, jednak byto ono istotnie #gge ni w grupie kontrolnej (odpowiednio:

5,23+ 11,05 mg/l vs 0,5& 0,33 mg/l; p < 0,05; Ryc. 9).

6

| -

p <0,05

CRP [mg/dl]
w

E% % / . Srednia

Kontrola PNN

Ryc. 9. Poréwnanigredniego stzenia CRP midzy grupa kontroln g i badang

Po podzieleniu pacjentéw na dwie podgrupy w zabéci od stzenia CRP (powsej
I ponizej mediany w grupie badanej: 2,59 mg/l) stwierdzom® chorzy ze sgeniem
CRP > 2,59 mg/l charakteryzowaligswyzszym odsetkiem monocytow CD32+, igya
ekspresj czasteczki CD49d na granulocytach, azalobnizong zdolngcia do syntezy RFT
przez neutrocyty i mszym odsetkiem monocytow produkeych RFT (Tab. 23).

Tab. 23. Pordéwnanie zdolnéci do syntezy RFT przez komorki fagocytarne oraz elpres;ji
receptorow powierzchniowych na komorkachzernych w zaleznosci od sizenia CRP

w surowicy u pacjentéw z PNN

CRP > 2,59 mg/l CRP < 2,59 mg/I p
(N=22) (N=22)
CRP [mg/l] 9,08+ 14,78 1,38 0,62 p < 0,001
N rer [MFI] 46,42+ 14,93 67,95 32,42 p <0,05
M rer [%0] 66,27+ 22,94 80,96 11,14 p <0,05
N CD49d+ [MFI] 481,71+125,1 454, % 134,01 p <0,05
M CD32+ [%] 40,03+ 45,51 25,92 40,91 p <0,05
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Nie wykazano istotnych statystyczniezmic micdzy grum kontrolm i podgrup
pacjentow ze steniem CRP > 2,59 mg/l w zakresie aktyweiofagocytarnej komorek
zernych, stwierdzono natomiast obmima w stosunku do grupy kontrolnej intensywafo
syntezy RFT przez monocyty (Mer [MFI]: 22,63 £ 6,56 vs 28,18 7,13; p < 0,001).
Neutrocyty i monocyty pacjentéw zaszym sg¢zeniem CRP charakteryzowahe sizmazon
w stosunku do grupy kontrolnej zdokets do fagocytozy opsonizowanych bakterii E. coli
(Tab. 24).

Tab. 24. Poréwnanie zdolnéci do fagocytozy przez komérki zerne pacjentow
z CRP < 2,59 mg/l w poréwnaniu do grupy kontrolng

CRP < 2,59 mg/l Kontrola p
N ops [%] 81,86+ 21,49 78,56 18,74 p <0,01
N ops [G/I] 3,07+ 1,21 2,66t 1,20 p <0,01
N ops [MFI] 417,06+ 181,38 334,6& 112,12 p <0,05
M ops [MFI] 156,83+ 91,78 122,8+ 75,92 p <0,01

Ponadto stwierdzonae stzenie CRP w grupie os6b chorych korelowato dodatnio

Z odsetkiem monocytéw prozapalnych CD14+/CD16+ (R{¥S.

60 : :
° r=0,49 p <0,05

50

40 t

CRP [mg/dl]
w
S

M CD14+/CD16+ [%]

Ryc. 10. Zalgnos¢ miedzy sigzeniem CRP a ildcia monocytdw prozapalnych
(M CD14+/CD16+ [%]) u pacjentéw z PNN
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Pacjenci ze gskeniem CRP przekraczgym 2,59 mg/l charakteryzowaligsistotnie
wyzszym, w stosunku do pozostatych chorych, odsetkimonocytow CD14+/CD16+
(15,28+ 11,57 % vs 6,5% 3,22 %; p < 0,01; Ryc.11).
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CRP > 2,59 CRP <2,59 T SredniazOdch.std

CRP [mg/dI]

Ryc. 11. Poréwnanie odsetka monocytdw prozapalnyclu pacjentow PNN w zalénosci
od sezenia CRP

Sredni procent monocytéw CD14+/CD16+ niemd sie istotnie medzy grup, badan
i kontrolm (odpowiednio: 10,4% 8,86 % vs 8,4& 6,13 %). Natomiast 14 o0s6b (35,9 %)
w grupie badanej i tylko 5 oséb (14,7 %) w grupaatkolnej charakteryzowatogsodsetkiem
monocytow prozapalnych przekracggim 10 % wszystkich monocytow, byta toznica
istotna statystycznie (Ryc.12).
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5- B M CD14+/CD16+ >10%

PNN Kontrola

Ryc. 12. Poréwnanie liczby oséb w grupie badanej kontrolnej z odsetkiem monocytow
CD14+/CD16+ stanowjcych > 10% i < 10 % monocytow krwi obwodowe

W grupie pacjentow z PNN wykazano szereg Kkorelatjedzy odsetkiem
prozapalnych monocytow a aktywdoia komoérek fagocytarnych i ekspresjeceptorow
zaangaowanych w proces fagocytozy. Stwierdzono istotraystycznie ujemne korelacje
miedzy procentem monocytow CD14+/CD16+ a zdébtwp do fagocytozy zaréwno
opsonizowanych oraz nieopsonizowanych bakterii Eoli c przez neutrofile
oraz nieopsonizowanych - przez monocyty, azéakdsetkiem fagocytow produlgaych

RFT. Zalenosci te przedstawiono w Tab. 25.

Tab. 25. Zale@nos¢ miedzy odsetkiem M CD14+/CD16+ a aktywnsria komorek fagocytarnych
u pacjentow z PNN

Korelacje
M CD14+/CD16+ [%] r p
VS
N ops [MFI] -0,413 p < 0,05
N nieops [MFI] - 0,543 p < 0,05
M nieops [MFI] - 0,619 p<0,01
N e [%0] -0,512 p<0,01
M e [%0] - 0,390 p <0,05
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Podobne, aczkolwiek bardziej liczne i silniejszaetacje zaobserwowano rowaie
w podgrupie pacjentbw z GFR < 30 ml/min (Tab. 263tomiast u chorych z filtragj

kiebuszkows > 30 ml/min oraz w grupie kontrolnej podobnych zzkiow nie wykazano.

Tab. 26. Zalenos¢ miedzy odsetkiem M CD14+/CD16+ a aktywnscia komorek fagocytarnych
u pacjentdow z GFR < 30 ml/min

Korelacje
M CD14+/CD16+ [%] r p
N nieo;z [MFI] -0,538 p < 0,05
M nieops [%0] - 0,539 p < 0,05
M nieops [MFI] - 0,639 p <0,01
N qer [%6] - 0,533 p<0,01
M ger [%0] - 0,403 p < 0,05
M ey [MFI] - 0,423 p < 0,05

Procent monocytow prozapalnych korelowat nie tylko ekspres receptoréow
Zwigzanych z procesem fagocytozy na powierzchni moegytale rownie wykazano

zaleznosci z ekspregj tych receptoréw na granulocytach (Tab. 27).

Tab. 27. Zalenos¢ miedzy odsetkiem M CD14+/CD16+ a ekspresj receptoréw
powierzchniowych na granulocytach i monocytach paeintow z PNN

Korelacje
M CD14+/CD16+ [%] r p
N CDl\fir [%] 0,409 p < 0,05
N CD32+ [%)] 0,534 p<0,01
N CD64+ [%)] 0,364 p < 0,05
N CD64+ [MFI] 0,491 p<0,01
N CD49d+ [MFI] 0,363 p < 0,05
M CD14+ [MFI] 0,369 p <0,05
M CD16+ [%)] 0,508 p < 0,001
M CD32+ [%)] 0,661 p <0,001
M CD64+ [MFI] 0,523 p < 0,001
M CD49d+ [%] 0,446 p<0,01
M CD49d+ [MFI] 0,360 p < 0,05
M CD11b+ [MFI] 0,419 p < 0,05
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Stwierdzono dodatnie korelacje z odsetkiem grantdee wykazujcych ekspresj

czasteczek CD14, CD 32 i CD64 oraz stopniem eksp@Bp4 i CD49d na tych komorkach.
Natomiast w populacji komorek jedmadyzastych wszystkie badane receptory korelowaty
dodatnio pod wzgdem parametru [%] lub [MFI] z ikwia monocytow CD14+/CD16+.

W grupie kontrolnej procent monocytdbw CD14+/CD16erddowat jedynie z ekspresj

czasteczki CD16 ([%] i [MFI]} na monocytach.

Ponadto podgrupa chorych z odsetkiem monocytow gpamnych > 10 %,

w stosunku do pacjentow z M CD14+/CD16+ < 10%, oeada s¢ wyzszym sgzeniem
CRP (odpowiednio: 11,9% 19,03 mg/l i 2,13+ 1,4 mg/l; p < 0,05), oraz obing
aktywnaicia komoérek fagocytarnych i podvrszory ekspresj niektorych receptorow

(Tab.28).

przez neutrofile oraz nieopsonizowanych

Obniona byta zdoln& do fagocytozy opsonizowanych bakterii

E. coli

- przez oogty (na granicy istotrici

statystycznej) oraz odsetek granulocytow prodadygh reaktywne zwazki tlenowe.

Obie populacje fagocytow wykazywaly wsza ekspresj czasteczek CD32 i CD49d,

a monocyty dodatkowo — CD16 oraz CD64

Tab.

28. Poréwnanie aktywndci
w podgrupach pacjentéw

komorek

fagocytarnych
podwigszonym i

monocytow prozapalnych CD14+/CD16+

N ops [MFI]

M nieops [MFI]
N rer [%0]

N CD32+ [%)]

N CD49d+ [MFI]
M CD16+ [%)]

M CD32+ [%)]

M CD64+ [MFI]
M CD49d+ [MFI]

M CD14+/CD16+

>10%

(N=14)
319,03+ 124,89
134,83+ 46,69
89,54+ 7,73
15,85+ 33,87
521,0+ 142,79
23,61+ 19,31
50,46+ 46,86

913,71+ 294,71
2287,89+ 1234,9

M CD14+/CD16+

< 10%
(N = 25)
455,58 171,62
199,3¢ 100,01
94,4% 6,24
1,12+ 1,81
424,33 104,61
13,42 6,11
15,86 33,24

685,22 206,79
1586,9% 681,81

ekspresji
prawidiowym odsetkiem

receptoréw

ns (p = 0,0527)
ns (p = 0,0518)

p <0 ,05
p <0,001
p <0,05
p<0,01
p <0,001
p <0,05
p <0,05
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W poréwnaniu do grupy osOb zdrowych podgrupa padjyenz podwyszonym
odsetkiem monocytéw pozapalnych charakteryzowajangiszym odsetkiem monocytow
fagocytupcych nieopsonizowane bakterie E. coli (M nieops :[%d8,82 + 14,89
vs 49,64+ 19,39; p < 0,05) oraz obming zdolngcia syntezy reaktywnych zwikdéw
tlenowych przez monocyty (Mer [MFI]: 22,81+ 5,72 vs 27,15 5,89; p < 0,05).

Z kolei podgrupa chorych z prawidlowym odsetkiem nooytow CD14+/CD16+
wykazywata podwyszory w stosunku do oséb zdrowych zdaldéodo fagocytozy

opsonizowanych oraz nieopsonizowanych bakteriiolt.przez komorkizerne (Tab. 29).

Tab. 29. Aktywnos¢ fagocytarna komorek zernychu pacjentow z prawidtowm odsetkiem
monocytow prozapalnych CD14+/CD16+ i u os6b mulvych

M CD<1 ig{,le& Kontrola p
N ops [%)] 89,45+16,93 78,56 18,74 p <0,05
N ops [G/]] 4,24+ 1.8 2,66+ 1,20 p <0,01
N ops [MFI] 455,59+ 171,62 334,68 112,12 p <0,01
M ops [MFI] 208,36+ 113,78 122,8+ 75,92 p <0,001
N nieops [MFI] 749,05+ 198,57 569,4% 180,44 p <0,05
M nieops [MFI] 199,39+ 100,01 136,19 89,78 p <0,01
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5.6.3 Stan odzywienia

Srednia masa ciata pacjentdbw z przewdekhiewydolndcia nerek wynosita
76,47+ 13,2 kg, natomiast wskaik BMI 26,86 + 4,24 kg/ni. Wartdci te nie rénity sie
istotnie od masy ciata i BMI oséb zdrowych. Biompod uwag wskanik BMI prawidtowa
mag ciala miato 11 pacjentow z PNN (22,9%), pozostahahorych charakteryzowata
nadwaga, otyke lub niedowaga (Ryc. 13). Zarébwno masa ciata jaBMI korelowaty
ujemnie ze stadium PChN (r =- 0,3; p <0, 05).

25

20

151

Liczba obs.

101

norma otytos¢ nadwaga niedowaga

Ryc. 13. Stan odywienia chorych z PNN na podstawie wskanika BMI

Pasrod innych ocenianych u pacjentow z PNN parametéonadczicych o stanie
odzywienia takich jak: stzenie biatka catkowitego, albuminy i transferyny oriakcje
lipidogramu, z wyktadnikami zaawansowania PNN kowedto tylko stzenie transferyny
(Transferyna [g/l] vs Stadium PChN: r = - 0,51; p 001) i cholesterolu HDL
(Cholesterol HDL [mg/dl] vs Kreatynina [mg/dl]: r=0,296; p < 0,05).

Wykazano szereg zaleosci migdzy wykiadnikami stanu  agwienia
a aktywndcia fagocytarm i ekspresj receptorow powierzchniowych na powierzchni
komorekzernych, a take stzeniem substancji o charakterze opsonin u pacjentBNN.

Masa ciala korelowata dodatnio z odsetkiem mornawyt fagocytujcych
nieopsonizowane bakterie E. coli (Masa ciata [kg]M nieops [%]: r = 0,421; p < 0,05)
i w podgrupie pacjentow z masiata < 76,47 kgsgednia warté¢ w calej grupie) stwierdzano
istotnie  nkszy odsetek tych monocytow w stosunku do grupy riodme
(M nieops [%]: 45,5 + 14,03 vs 49,64 £ 19,39; p 05). U chorych z masciata

> 76,49 kg obserwowano ggej neutrocytow zdolnych do fagocytozy nieopsoniaoych
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bakterii E. coli (N nieops [G/l]: 4,244 + 1,577 3109 + 1,844; p < 0,05) w stosunku
do pozostatych chorych. Ponadto neutrocyty pacyentd mag ciata < 76,47 Kkg
charakteryzowaly si nizsza zdolnGcia do syntezy reaktywnych zwakow tlenowych
w stosunku do chorych z masiata przekraczaga 76,47 kg (Nrer [MFI]: 51,89 + 31,39
vs 61,15 £ 20,29; p < 0,05) oraz w stosunku do gridgntrolne] (N rer [MFI]:
51,89 £ 31,39 vs 59,99 + 21,72; p < 0,05; Ryc.14).
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Ryc. 14. Poréwnanie zdolnéci do syntezy RFT przez neutrocyty pacjentow z PNN
w zaleznosci od masy ciata oraz w stosunku do grupy kontrolnje

Natomiast zaréwno monocyty chorych z masata < 76,47 kg (Mger [MFI]:
23,65 £ 6,93 vs 28,17 + 7,13; p < 0,01) jak i 76,47 kg (Mgrer [MFI]: 24,6 £ 5,92
vs 28,17 = 7,13; p < 0,05) wykazywaly obmna zdolng¢ syntezy RFT w stosunku
do grupy kontrolnej.

Stezenie biatka catkowitego oraz cholesterolu LDL kowehto z intensywnicia
fagocytozy niopsonizowanych bakterii E. coli przerutrocyty (Biatko catk. [g/l]
vs N nieops [MFI]: r = 0,479; p < 0,05; cholestetd)L vs N nieops [MFI]: r = 0,488;
p < 0,05). Réwniez: stzenie biatka catkowitego, albuminy, cholesterolu koatitego
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i tréjglicerydéw, korelowatly dodatnio ze egeniem substancji o charakterze opsonin,
z wyjatkiem stzenia fibronektyny (Tab. 30).

Tab. 30. Zalenosci migdzy wybranymi wyktadnikami stanu odzywienia a sezeniem substanciji
o charakterze opsonin

Korelacje r p

Biatko catk. [g/l] vs C3 [g/l] 0,395 p<0,01

Biatko catk. [g/l] vs C4 [g/l] 0,304 p <0,05

Biatko catk. [g/l] vs 1gG [g/l] 0,759 p < 0,001
Albumina [g/l] vs C3 [g/l] 0,405 p<0,01
Albumina [g/l] vs 1gG [g/l] 0,383 p <0,05
Cholesterol catk. [mg/dl] vs C3 [g/l] 0,333 p <0,05
Cholesterol LDL [mg/dl]vs C3 [g/l] 0,346 p <0,05

Podgrupa pacjentow zec¢seniem albuminy powiej 46,64 g/l frednia warté¢
w grupie) charakteryzowata ¢siistotnie wyszym sgzeniem skiadnika dopetniacza C3

oraz IgG w stosunku do pozostatych chorych (Tahp. 31

Tab. 31. Poréwnanie sizenia C3 i IgG u pacjentéw z PNN w zalenosci od sizenia albuminy

Albumina Albumina
> 46,64 g < 46,64 g p
(N=25) (N=19)
C3 [g/] 1,191+ 0,244 1,013 0,218 p<0,05
l9G [9/1] 12,58+ 2,81 10,72 2,45 p<0,05

U chorych z hipotransferynemi (< 1,9 g/l) srednie sgzenie I1gG
byto wyzsze ni u pozostatych chorych (odpowiednio: 1342,51 g/l vs 11,1& 2,69 ¢g/l;
p < 0,05). Ponadto pacjenci z obomym stzeniem transferyny charakteryzowalg $stotnie
wyzszym poziomem CRP (10#217,78 mg/l vs 3,9% 8,64 mg/l; p < 0,05).

U pacjentdw charakteryzagych se¢ nizszym sgzeniem albuminy < 46,64 g/l
i u chorych ze steniem biatka catkowitego < 73,2 g/kr¢dnia warté¢ w grupie)
nie obserwowano podwvgzonej aktywngci fagocytarnej komoérekzernych w stosunku
do grupy kontrolnej. Natomiast u chorych zegzehiem cholesterolu catkowitego
nie przekraczagym 200 mg/dl stwierdzono mniefszliczbe monocytéw zdolnych
do fagocytozy nieopsonizowanych bakterii w porownando grupy kontrolnej
(M nieops [G/l]: 0,214 + 0,093 vs 0,255+ 0,103; p <0,01). Podobnie w podgrupie
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pacjentow ze skeniem trojglicerydéw < 150 mg/dl obserwowanozsaly odsetek
oraz bezwzgidmna liczbe¢ monocytow fagocytacych nieopsonizowane bakterie E. coli
w stosunku do oséb zdrowych (M nieops [%]: 454#/%2,47 vs 49,64+ 19,39; p <0,05;
M nieops [G/I]:0,221 0,092 vs 0,255 0,103; p <0,05).

Stezenie albuminy i poszczegdllnych frakcji lipidow kmwalty w wigckszdaci
dodatnio z ekspresjreceptorow zaangawanych w proces fagocytozy na powierzchni
granulocytow obajtnochtonnych oraz w wkszaci ujemnie z receptorami na powierzchni

monocytow. Istotne statystycznie azki przedstawiono w Tab. 32.

Tab. 32. Zalegnosci miedzy wybranymi wyktadnikami stanu odzywienia a ekspresj receptorow
na powierzchni komorek fagocytarnych

Korelacje r p

Albumina [g/ll vs M CD11b+ [%] -0,386 P<0,05
Cholesterol catk. [mg/dl] vs N CD11b+ [%] 0,429 P<005
Cholesterol catk. [mg/dl] vs M CD14+ [%)] -0,453 p<0,01
Cholesterol catk. [mg/dl] vs M CD64+ [%] -0,545 P<0,001
Cholesterol HDL [mg/dl] vs N CD11b+ [%)] 0,514 P<001
Cholesterol LDL [mg/dl] vs N CD49d+ [%] 0411 P<005
Cholesterol LDL [mg/dl] vs N CD11b+ [%] 0,357 P<005
Cholesterol LDL [mg/di] vs M CD14+ [%)] 0,544 P <0,001
Cholesterol LDL [mg/di] vs M CD64+ [%] -0,581 Pp<0,001
Cholesterol LDL [mg/dl] vs M CD49d+ [MFI] 0,357 p <0,05
Tréjglicerydy [mg/dl] vs N cD64+ [%] - 0,387 p < 0,05
Transferyna [g/l] [mg/dl] vs N cD32+ [MFI] 0,505 p < 0,01
Transferyna [g/l] [mg/dl] vs v cD14+ [MFI] 0,325 p < 0,05
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5.6.4 Zaburzenia gospodarki wapniowo — fosforanowej, wtdma nadczynndaé

przytarczyc

Jak ju wczeniej zaznaczono zaburzenia gospodarki wapniowo sfofanowej
dotyczyty wyhcznie chorych w 4 i 5 stadium przewlekiej choroleyak. Zaréwno sgkenie
fosforanéw jak i poziom PTH i iloczyn wapniowo —sforanowy korelowaty dodatnio
z wykfadnikami stopnia zaawansowania przewlekigwyidolngci nerek (stzenie BUN,
kreatyniny, stadium PChN), natomiast dl@zehia wapnia wykazano korelacje ujemne.
W Tab. 33. przedstawiono zafesci miedzy s¢zeniem kreatyniny a wskaikami zaburzé
gospodarki wapniowo — fosforanowej i PTH.

Tab. 33. Zalenosci miedzy wskaznikami zaburzen gospodarki wapniowo — fosforanowej
a skzeniem kreatyniny w surowicy pacjentow z PNN

Korelacje r p
Kreatynina [mg/dl] vs Ca catk. [mg/dl] - 0,599 p < 0,001
Kreatynina [mg/dl] vs Fosforany [mg/dl] 0,579 p < 0,001
Kreatynina [mg/dl] vs Ca x P [md/dI?] 0,438 p <0,01
Kreatynina [mg/dl] vs PTH [pg/ml] 0,635 p < 0,001

Stzenie wapnia catkowitego korelowato dodatnio z$di@ monocytéw zdolnych
do fagocytozy opsonizowanych i nieopsonizowanyckidya E. coli oraz ujemnie z ikzia
granulocytow fagocytacych nieopsonizowane bakterie E. coli. Ponadto Bops [G/I]
dodatnio korelowato ze gteniem fosforandw. Z kolei PTH korelowato ujemnidlascia
monocytow pochtaniagych nieopsonizowane E. coli (Tab. 34).

Tab. 34. Zalenosci miedzy wskaznikami gospodarki wapniowo — fosforanowej a ilécia
fagocytéw pochfaniapcych opsonizowane oraz nieopsonizowane bakterie &oli

Korelacje r p
Ca catk. [mg/dl] vs N nieops [G/I] - 0,394 p <0,05
Ca calk. [mg/dl] vs M ops [G/]] 0,334 p <0,05
Ca calk. [mg/dl] vs M nieops [G/]] 0,493 p<0,01
Fosforany [mg/dl] vs N nieops [G/I] 0,545 p<0,01
PTH [pg/ml] vs M nieops [G/I] - 0,454 p <0,05
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Po podzieleniu grupy badanej na chorych zezestiem wapnia catkowitego

W surowicy powyej i ponizej sredniego stzenia w grupie (9,07 mg/dl) stwierdzono,
ze podgrupa chorych z zszym sgzeniem wapnia charakteryzowatas anniejsz liczba
monocytow zdolnych do fagocytozy opsonizowanycheiopsonizowanych bakterii E coli,
natomiast wiksz intensywndcia syntezy RFT przez komorkierne (Tab.35). Ponadto
chorzy ci mieli nisze stzenia CRP (4,47 + 11,2 mg/l vs 587 + 11,2 mgl/l;
p <0,05) oraz IgG (10,74 = 2,49 g/l vs 12,52 #52g/1; p < 0,05) w surowicy.

Tab. 35. Liczba monocytéwzdolnych do fagocytozy bakterii E. coli oraz intermpwnosé

syntezy RFT przez komorkizerne u pacjentéw z PNN w zatnosci od skgzenia
wapnia w surowicy krwi

Ca catk. > 9,07 mg/dl Ca catk. < 9,07 mg/dl P
(N=25) (N=21)
M ops [G/I] 0,352 + 0,155 0,256 + 0,219 p <0,05
M nieop [G/l] 0,331+ 0,156 0,243 0,212 p<0,05
N rer [MFI] 49,13 + 25,18 63,74 + 27,57 p <0,05
M grer [MFI] 22,32 + 5,93 26,18 + 6,31 p <0,05

W poréwnaniu do grupy osob zdrowych chorzy z PNNstizeniem wapnia
< 9,07 mg/dl wykazywali obnony odsetek i bezwzglina liczbe monocytéw zdolnych
do fagocytozy nieopsonizowanych bakterii (M nieop®c]: 44,32 += 17,07
vs 49,64+ 19,39; p <0,05; M nieops [G/]: 0,243 + 0,21204855 + 0,103; p <0,05).
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Pacjenci ze steniem fosforandw przekracaaym 4,28 mg/dl cechowali gistotnie
wigksz iloscia neutrocytow zdolnych do fagocytozy nieopsonizova@myakterii E. coli
(4,436 £ 1,919 G/l vs 2,828 + 1,253 G/I; p <0,05cRL5).

p < 0,05

N nieop [G/I]
S
|

o Srednia
: : [] Srednia+Btad std
P <4,28 P> 4,28 T Srednia+Odch.std

Fosforany [mg/dl]

Ryc. 15. Poréwnanie iléci granulocytow zdolnych do fagocytozy nieopsonizcanych bakterii
E. coli u pacjentow z PNN w zalgnosci od skzenia fosforanow

U pacjentow z PTH > 300 pg/ml wykazano mnigjs#io$¢ monocytow
oraz wkksz ilo§¢ neutrocytbw fagocytapych nieopsonizowane bakterie E. coli
oraz podwyszony odsetek granulocytow CD64+ oraz monocytow TtD1(Tab.36).

Tab.36. llos¢ fagocytébw zdolnych do fagocytozy nieopsonizowanych bakterii E. coli

oraz odsetek granulocytbw CD64+ oraz monocytbw COb+ u pacjentow
z PNN w zalenosci od poziomu PTH

PTH > 300 pg/ml PTH < 300 pg/ml p
(N=15) (N=32)
N nieops [G/] 4,082 +1,019 3,372 2,078 p <0,05
M nieops [G/] 0,256 + 0,262 0,305 + 0,155 p <0,05
N CD64+ [%] 5,98 + 4,27 4,66 + 4,29 p<0,05
M CD11b+[%] 97,23 +1,52 94,44 + 4,19 p<0,05
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W poréwnaniu do grupy osob zdrowych pacjenci z @oem PTH > 300 pg/mi

charakteryzowali si podwyzszonymi wyktadnikami aktywni@i fagocytarnej neutrocytow

(Tab. 37).

Tab. 37. Aktywnoéé fagocytarna neutrocytow u pacjentow PNN z podwiszonym poziomem
PTH oraz w grupie kontrolnej

PTH > 300 pg/mi

(N=15) Kontrola p
N ops [%] 95,19+ 3,01 78,56+ 18,74 p<0,01
N ops [G/]] 4,204+ 1,17 2,66+ 1,20 p<0,01
N ops [MFI] 501,84+ 192,29 334,68+ 112,12 p<0,01
M ops [MFI] 238,15+ 128,34 122,8 £ 75,92 p <0,01
N nieop [%] 93,23+ 3,46 78,29+ 16,95 p<0,05
N nieop [G/I] 4,082 + 1,019 2,96+1,19 p<0,05
N nieop [MFI] 781,54+ 199,29 569,47+ 180,44 p<0,05

Natomiast pacjenci z PTH < 300 pg/ml nieni si¢ istotnie od grupy kontrolnej

pod wzgtdem badanych wyktadnikéw funkcji fagocytarnej koeidrernych.

Nie stwierdzono istotnych #aic dotycacych badanych funkcji komorekernych
w podgrupach pacjentéw leczonych przy pomocy pepar weglanu wapnia (N = 24)
oraz alfakalcydolem (N = 20) w stosunku do choryeh,ktorych takiego leczenia

nie prowadzono.
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5.6.5 Niedokrwistos¢, zaburzenia gospodarkizelazowej i ich leczenie

Srednie stzenie hemoglobiny w grupie badanej wynosito 11951,89 g/dI,
hematokryt 36,4% 5,89 % i byly to istotnie nsze wartéci (p < 0,001) ni w grupie 0sob
zdrowych (Hb: 14,13 1,03 g/dl; Ht: 42,5 3,14 %). U 15 chorych stwierdzon@stnie Hb
< 11 g/dl, u 6 pacjentéw < 10 g/dl a u wdttddt < 30% u 5 os6b. U pacjentéw z PNN
srednie sgzenie zelaza wynosito 70,4+ 25,48 pg/dl, transferyny - 2,% 0,37 g/,

a ferrytyny 208,8 307,4 ng/ml. Hipotransferynemi< 1,91 g/I) obserwowano u 11 0so6b
a stzenie ferrytyny < 100 ng/ml u 19 chorych.

Stgzenie hemoglobiny, transferyny oraz hematokryt kowally dodatnio z filtrag

kicbuszkows a ujemnie ze steniem BUN, kreatyniny, stadium PChN, a #akPTH.

Wybrane zalenosci przedstawiono w Tab. 38.

Tab. 38. Zalenosci miedzy stzeniem hemoglobiny, transferyny, wartécia hematokrytu
a stadium PChN i poziomem PTH w grupie badanej

Korelacje r p
Stadium PChN vs Hb [g/dl] - 0,679 p <0,001
Stadium PChN vs Ht [%)] - 0,665 p <0,001
Stadium PChN vs Transferyna [g/l] .0 506 p <0,001
PTH [pg/ml] vs Hb [g/dl] -0,531 p <0,001
PTH [pg/ml]vs Ht [%] -0,513 p < 0,001
PTH [pg/ml] vs Transferyna[g/l] .0 362 p <0,05

W grupie chorych z przewlekiniewydolngcia nerek stzenie Hb i warté¢ Ht
korelowaty ujemnie z intensywicia RFT przez neutrocyty i monocyty (Tab. 39).

Tab. 39. Zalenos¢ miedzy stezeniem Hb i wartoscia Ht a zdolndicia do syntezy reaktywnych
zwigzkow tlenowych przez fagocyty

Korelacje r p
Hb vs N ger [MFI] - 0,329 p <0,05
Hbvs M ger [MFI] - 0,394 p<0,01
Htvs N ger [MFI] - 0,324 p <0,05
Htvs M ger [MFI] - 0,359 p<0,05
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Ponadto w grupie badanej stwierdzono szeregzmadel migdzy parametrami
gospodarki zelazowej a aktywriwia fagocytarm komoérek zernych (Tab. 40).
Wraz ze wzrostem @tenia zelaza w populacji badanych chorych, odsetek i bgkwna
ilos¢ granulocytow obajnochtonnych zdolnych do pochtaniania opsonizowhanyc
oraz nieopsonizowanych bakterii E. coli, az@kntensywnéé fagocytozy przez monocyty —

malaty.

Tab. 40. Korelacje medzy stkzeniem zelaza w surowicy pacjentow z PNN a aktywrizia
fagocytarng komarek zernych

Korelacje r p
Zelazo jpg/di] vs N ops [%)] - 0,394 p < 0,05
Zelazo jg/di] vs N ops [G/] -0,61 p < 0,001
Zelazo jg/dl] vs M ops [MFI] - 0,406 p < 0,05
Zelazo jg/dl] vs N nieop [G/I] - 0,445 p < 0,05

Réwniez stopigéi wysycenia transferyny korelowat ujemnie zsédm neutrofilow
zdolnych do pochtaniania opsonizowanych baktericéli, stwierdzono natomiast dodagni
korelacg z intensywnécia produkcji reaktywnych zwizkéw tlenowych. Obie zal@osci

przedstawiono na Ryc. 16.

TSat[%] vs N ops [G/I]: r = - 0,468; p < 0,01
TSat[%] vs N RFT [MFI]: r = 0,421; p < 0,01
9 T T T T T T T T T 140
[m]
o
8 -
o o 1120
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N ops [G/I]
N rer [MFI]

0 : ) ' ' ' ' ' ' —— 0 N ops [G/I)(L
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Ryc. 16. Zalgnosci pomiedzy stopniem wysycenia transferyny a il§cia neutrocytow
fagocytujacych opsonizowane E. coli oraz syntgzeaktywnych zwigzkéw tlenowych
u pacjentow z PNN
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Zaréwno pacjenci ze @teniem zelaza poniej sredniej wartéci w catej badanej
grupie (< 70,4 pg/dl), chorzy ze skeniem ferrytyny < 100 ng/ml, jak i osoby,
u ktorych stopig wysycenia transferyny byt #8zy niz 20 % charakteryzowali siwyzszym
odsetkiem oraz bezwzglng iloscia neutrocytdw fagocytagych opsonizowane bakterie
E. coli. Wyzsza byta rownig intensywne¢ fagocytozy opsonizowanych bakterii przez obie
populacje komérekernych — neutrofile i monocyty (Tab. 41).

Tab. 41. Porownanie aktywndci fagocytarnej neutrocytébw i monocytdbw u pacjentéw
z PNN w zalenosci od stanu gospodarkizelazowej

Zelazo > 70,4ug/dl Zelazo < 70,4ug/dI

(N=21) (N=24)
Nops[%]  81,22+19,04 91,15 +15,66 p < 0,05
Nops[G/l] 3,065 +1,632 4,286 +1,522 p <0,01
Mops [MFI] 135,82 + 68,94 225,8 +105,87 p < 0,05

Ferrytyna > 100 ng/ml  Ferrytyna < 100 ng/ml

(N=28) (N=19) P

N ops [MFI] 37554 + 127,04 519,49 + 163,1 p < 0,05
T Sat > 20 % T Sat <20 %

(N=28) (N=16) P

Nops[G/]  3273+1,526 4,551 + 1,703 p < 0,05

Synteza reaktywnych zwikow tlenowych przez monocyty niezrita sk miedzy
podgrupami pacjentéw #aiacych st parametrami gospodarkielazowej i w kadej
podgrupie byta obrbna w stosunku do grupy kontrolnej. Wykazano naésiningsz
produkcg RFT przez granulocyty obgpochtonne w podgrupie chorych z wysyceniem
transferyny < 20 % w stosunku do chorych z wysyeenitransferyny > 20 %
(N rer [MFI]: 47,64 + 26,99 vs 58,67 = 21,73; p < 0,05ap w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (Nrer [MFI]: 47,64 £ 26,99 vs 59,99 21,72; p < 0,05) Ranice medzy grupami
przedstawiono na Ryc. 17.
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Ryc. 17. Intensywndéé¢ syntezy reaktywnych form tlenu przez neutrocyty pajentébw z PNN
w zaleznosci od stopnia wysycenia transferyny i w grupie konolnej

Ponadto u pacjentéw zezseniemzelaza niszym ni 70,4 ug/dl stwierdzono wigszy
odsetek granulocytow CD32+ w stosunku do pozodtatyc chorych
(N CD32+ [%]: 13,22+ 29,03 % vs 1,61+ 2,09 %; p < 0,05). Chorzy z ferrytyn
> 100 ng/ml charakteryzowali e¢si wyzszym odsetkiem monocytow CD11b+
(M CD11b+ [%]: 96,51+ 2,09 % vs 93,54 4,91 %; p < 0,05). Natomiast przy wysyceniu
transferyny < 20 % obserwowano igygy procent granulocytow CD64+
(N CD64+ [%]: 7,6 £ 8,07 vs 3,57+ 2,42; p<0,05. W podgrupie chorych
z obnizonym stzeniem transferyny (<1,91 g/l) wykazano a8y ekspresj receptora CD64
na powierzchni  monocytow (M  CD64+ [MFI: 942, 67%+ 210,48
vs 741,06t 259,94; p < 0,01). Jakjwczeniej wspomniano ta grupa chorych cechowata si
rowniez wyzszym sgzeniem IgG oraz CRP.

Pacjenci, u ktorych prowadzono doussuplementagj preparatamizelaza (N =10)
oraz leczeni przy pomocy erytropoetyny (N = 8) n@nili si¢ istotnie pod wzgidem
badanych parametréw funkcji komoérek fagocytarnychazo ekspresji receptorow

na powierzchni tych komorek, od pozostatych chorych
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5.6.6 Wiek

Grupa badana i grupa kontrolnazmdy si¢ istotnie pod wzgdem wieku
(odpowiednio: 58,23 14,43 lata vs 49,7¥ 13,28 lata; p < 0,05).

W grupie pacjentbw z PNN nie stwierdzono zalci migdzy wiekiem
a wyktadnikami stopnia zaawansowania PNN, stanualpego, parametrami gospodarki
wapniowo — fosforanowej ielazowej oraz funkgj komérek fagocytarnych i ekspresj
receptorow powierzchniowych. Nie wykazano rownigtotnych statystycznie #aic
pod wzgetdem ww. parametrow poruzy podgrup starszych chorych, ktorych wiek
przekraczat sredna wartds¢ w grupie a podgrup pacjentbw miodszych.

Przeprowadzona subanaliza podgrupy pacjentéwl¢ N= 36) oraz podgrupy oséb
z grupy kontrolnej (N = 36), ktére nie adity sic pod wzgédem wieku (odpowiednio:
52,72 + 12,32 lata vs 53,61 10,84 lata), potwierdzita stwierdzane w&zej rdznice
pomiedzy cah grum badam i grup kontrolm. Podgrupa pacjentow z PNN charakteryzowata
sie¢ wyzszym st¢zeniem C4, podwiszory zdolngcia do fagocytozy opsonizowanych bakterii
E. coli przez neutrofile i monocyty oraz oboig zdolngcia do syntezy RFT przez monocyty
w stosunku do grupy kontrolnej. Ponadto wykazanoniéz istotrp statystycznie rinice
w ekspresji receptora CD11b na powierzchni granaéwe na korzy¢ podgrupy pacjentow

Z PNN. Wyniki subanalizy przedstawiono w Tab. 42.

Tab. 42. Poréwnanie wybranych parametrow uktadu inmunologicznego w podgrupie
pacjentow z PNN oraz podgrupie os0b zdrowych, nied¢niacych sié pod wzgkdem

wieku
PNN Kontrola
(N=36) (N=36) .
C4 [g/] 0,273+ 0,065 0,213 0,0467 p <0,001
N ops [G/]] 3,754+ 1,769 2,78% 1,108 p<0,05
N ops [MFI] 444,59+ 166,98 344,83 114,4 p<0,05
M ops [MFI] 199,29+ 109,88 128,26 78,71 p<0,05
M rer [MF] 24,17+ 6,95 28,63 6,77 p<0,01

N CD11b [MFI] 204996+ 1592,71 1100,04 436,07 p<0,05
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5.6.7 Choroby wspdlistniejace i stosowane leczenie

5.6.7.1 Cukrzyca

Podgrupa 14 pacjentow z rozpoznaniem cukrzycy, pgmg 10 chorych
z nefropata cukrzycowa oraz podgrupa 12 pacjentow leczonych inguline r&nity sig
istotnie pod wzgldem wszystkich badanych parametréow od pozostatyekjeptow
z PNN.

5.6.7.2 Statyny

Podgrupa 19 pacjentow leczonych przy pomocy lekégvupy statyn nie rnita si
istotnie pod wzgidem badanych parametrow uktadu immunologicznegopozbstatych

chorych nie otrzymuagych takiego leczenia.
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6 DYSKUSJA

Przewlekta niewydoln&® nerek zwiazana jest z nieprawidiowym funkcjonowaniem
wielu naradéw i uktadéw, w tym uktadu immunologicznego. Stwlizane zaburzenia uktadu
immunologicznego  dotyaz zarbwno  mechanizmow  odpodwd komorkowej
jak i humoralnej, a konsekwenciych nieprawidtowéci jest medzy innymi zwekszona

czgstase powiktan infekcyjnych, w tym bakteryjnych u chorych z PNN.

Kluczowa role w mechanizmach obrony przeciw wniggym do organizmu
drobnoustrojom stanowifagocyty — neutrofile i monocyty, ktére rozpozpapochtaniag
I niszcz mikroorganizmy. Poszczegodlne funkcje komoérzeknych u pacjentow z PNN byty
przedmiotem wielu bada jednake dos¢pne w literaturze dane siiejednoznaczne, a nawet
sprzeczne. Nie do keoa rownie zdefiniowano czynniki zwizane z dysfunkajfagocytow
w PNN. Glowra role przypisuje si takim czynnikom jak: nagromadzenie toksyn
mocznicowych, przewlekly stan zapalny, niggleienie, zaburzenia gospodarkelazowe;j
I wapniowo — fosforanowej, niedobory substancjiharakterze opsonin, zaburzenie ekspresiji

receptoréw zwizanych z procesem fagocytozy oraz prowadzone leenenkozasipcze.

Fagocytoza, definiowana jako zdoddalo pochtaniania nierozpuszczalnego materiatu
czasteczkowego przez komoérkerne, u chorych z niewydolécia nerek byta przedmiotem
bada juz od lat sz&dziesatych ubiegtego wieku. W jednym z pierwszych doregsia ten
temat opisano obmbng aktywnaé fagocytarm granulocytow wielajdrzastych u chorych
Z niewydolndcia nerek w stosunku do grupy chorych z prawidtofunkcja nerek.
Przy czym zaobserwowano rowajee zdolnd¢ do fagocytozy nie byla ugledzona, kiedy
badane komorki zawieszono w surowicy krwi [107hjWMeksze zainteresowanie badaczy
budzity komorki fagocytarne w latach 80 — tych i-9@ych. Uksztattowany pogil na temat
upcsledzenia aktywngei fagocytarnej, prezentowany w literaturze o ak&grze
poghdowym [1], [108], opiera gi na pracach z tamtego okresu dotpyzh pacjentéw
leczonych nerkozagbczo przy pomocy hemodializy. Wyniki przeprowadzamywowczas
bada& w wickszaci wydawaly s¢ wykazywa&, ze aktywnad¢ fagocytarna neutrocytow
u pacjentéw z PNN jest obrna w stosunku do os6b zdrowych [77], [79], [8Q[Q], [101]
[102]. Niemniej jednak wielu badaczy nie stwierdzapaledzenia zdolnéci do fagocytozy
przez granulocyty w PNN, zarowno u pacjentbw legebn zachowawczo
jak i hemodializowanych [103], [104], [105], [106].
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Natomiast w niniejszej pracy wykazano podsgora zdolng¢ neutrocytow
do pochtaniania opsonizowanych bakterii E. coliagjpntéw z PNN isto wyniki odmienne
od przedstawianych pousj danych. Niemniej jednak jest to zgodne z woEgszymi
badaniami przeprowadzonymi w naszej Klinice, gdaiserwowano wzmmna aktywnaé
fagocytarm granulocytow rowniz w grupie pacjentéw hemodializowanych i to zaréwno
w stosunku do kontrolnej grupy oséb zdrowych, jak bdniesieniu do pacjentéw z PNN
leczonych zachowawczo [109], [110]. Ponadto diie analizujc literatue i przyghdajc
sig otrzymywanym przez innych badaczy wynikom ngleauway¢, ze niektdrzy mogli
obserwowa podobne tendencje. Grupa autorowsmdka w Stanach Zjednoczonych w kilku
pracach oceniata mdzy innymi aktywné¢ fagocytarm granulocytow u pacjentéw z PNN
leczonych zachowawczo - Ward i wsp. [111], McLeislwsp. [104] oraz u pacjentow
hemodializowaych — Jacobs i wsp. [112]. Opisupni zdolnd¢ do fagocytozy
przez neutrocyty jako niezmienipn w poroéwnaniu do grupy kontrolnej, jedrak
w przedstawionych wynikach widajednoznaczan tendencgi do wyzszej aktywnéci
fagocytarnej granulocytow w grupie badanejzRée te nie osignety ostatecznie istotriai
statystycznej najprawdopodobniej z powodu matgelimdci badanych grup, oraz jakesi
wydaje nie najbardziej wiaiwego doboru metod statystycznych. Z kolei prdaabayashi
i wsp. [113] pokazuje istotnie vigzy indeks fagocytarny neutrocytbw u pacjentow

hemodializowanych po zabiegu hemodializy w stosuwtdigrupy kontrolnej.

W niniejszej pracy dokonano rowaieceny zdolnéci granulocytéw do pochfaniania
nieopsonizowanych bakterii E. coli i w tym przypadkie wykazano istotnych statystycznie
roznic migdzy grum pacjentdw z PNN i grup kontrolm, co jest zgodne z wcade]

prezentowanymi wynikami niektorych autoréw.

Nalezy zatem rozway¢ dlaczego badania dotyge aktywndci fagocytarnej
granulocytow obajtnochtonnych daj tak rozbiene wyniki. Wydaje si, ze rozbienosci
te majp swoje zrodto przede wszystkim w #6ej metodologii prowadzonych bada
Przeprowadzano je zaréwno na izolowanych komoérkaetmych jak i w krwi pelnej,
uzywano zaréwno opsonizowanych jak i nieopsonizowhngzsteczek, a oprocz bakterii
(Escherichia coli, Staphylococcus aureus), stosowamwniez komorki grzybow
(Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans) amae castki tj. lateks i zymosan,
oznaczenia wykonywano przy pomocy cytometgdzitez przy pomocy mikroskopu. Natg
jednak nadmieii ze badacze opisagy niezmienion badz tez wzmazong aktywnaé

fagocytarma neutrocytow, w wgkszasci przeprowadzali oznaczenia, podobnie jak w naziej

81



pracy, w krwi petnej przy pomocy cytometru przepbmwego i po zastosowaniu naturalnych
stymulatoréw np. bakterii. Natomiast upedzenie aktywnéci fagocytarnej opisywano
zwykle w badaniach na izolowanych komodrkach. Pamadfzne bylty grupy badanych
chorych. Wiadomoze u pacjentéw hemodializowanych na furkkpmorek fagocytarnych
do czynnikbw zwizanych 2z mocznic dodatkowo daicza s¢ wplyw leczenia
nerkozasipczego. Znaczenie tu ma m.in. rodzaywanych bton dializacyjnych, #fiacych
si¢ stopniem biozgodrai [3]. Wszystko to czyni poréwnywanie uzyskanychnikow bada
bardzo trudnym.

Dlatego te w przedstawionej pracy materiat badawczy stanopélcjenci leczeni
zachowawczo, w whym stadium zaawansowania przewlekiej choroby nerek
Miato to na celu umdiwienie oceny wptywu przewlekiej niewydoléa nerek i zwazanych
Z nig zaburzé metabolicznych na funkgjfagocytoéw oraz wykluczenie zmian indukowanych

leczeniem nerkozagiczym.

Tak wiec analiza stwierdzanych u badanych chorych zalhumetabolicznych
zwigzanych z PNN pozwala znate wsrod nich czynniki o maiwym charakterze

aktywujacym i upgledzapcym zdolnd¢ granulocytow do fagocytozy.

Opisywana w naszych badaniach aktywacja neutrogyt@nzejawiajca sk
podwyzszory zdolnccia do fagocytozy bakterii E. coli, wydajegsiarasté wraz ze stopniem
zaawansowania przewlekiej niewydodop nerek. Przemawiajza tym dodatnie korelacje
miedzy wykladnikami aktywngci fagocytarnej granulocytow a wsiakami niewydolngci
nerek. Jednale inni autorzy nie stwierdzali korelacji edizy fagocytoz a stzeniem
kreatyniny [111] lub opisywali upgtedzenie fagocytozy narasteg w miae progresji PNN
[101]. Istniep réwniez prace badage wptyw niektorych toksyn mocznicowych na fagoagto
komorek zernych pobieranych od zdrowych ochotnikéw. Vanholde wsp. [39]
nie stwierdzali ranic w aktywndci fagocytarnej komorek w obecst zadnej z badanych
toksyn mocznicowych, natomiast Klein i wsp. [103)isali istotnie podwyszora zdolng¢
do pochtaniania bakterii przez pochade od zdrowych os6b granulocyty, inkubowane
w osoczu pacjentow z PNN leczonych zachowawczozrndozatem ttumaczyuzyskane

przez nas wyniki obecioia toksyn mocznicowych o zdolda aktywupcej neutrocyty.
Pojawiapce s¢ w miar progresji PChN zaburzenia gospodarki wapniowo -
fosforanowej réwnig miaty aktywupcy wpltyw na komorki granulocytarne. Pacjenci

z wyzszym sgzeniem fosforanow oraz podwsgzonym sizeniem PTH charakteryzowaligsi

wigksz iloscia neutrocytow fagocytagych nieopsonizowane E. coli. Ponadto porownuj
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podgrupy pacjentow ediace s¢ poziomem PTH z grupkontrolm, tylko pacjenci z PTH
przekraczajicym 300 pg/ml cechowali @i podwyszonymi wyktadnikami aktywnii

fagocytarnej granulocytow. Nie potwierdzono natshiamunomodulacyjnego wptywu
blokeréw kanatu wapniowego oraz preparatow witaminyJednak dane w literaturze s
odmienne. Grupa badaczy pod kierownictwem S. Masstgrra nadczynné¢ przytarczyc
wiaze z updledzeniem fagocytozy, indukowanym przez dziatanieHPpodwyzszapce

stezenie wewntrzkomérkowego wapnia [G8; [77], [79]. JednocZmie dowiedli oni,
ze leczenie preparatami z grupy antagonistow wamaige odwracé ten efekt [80], [102].

Nalezy zaznaczy, ze charakterystyczne dla PNN zaburzenia gospodadpniowo —
fosforanowej u naszych chorych narastaly w migrogresji choroby, a poniewa
nie przeprowadzono analizy wieloczynnikowej, nie zme rozrani¢ ktory z czynnikow

w przypadku naszych pacjentow miat znek z aktywagj granulocytow.

Kolejnym czynnikiem, ktory wydaje siw aktywowa& fagocytoz granulocytéw
u badanych w niniejszej pracy chorych jest niedobélaza. Podwiszora zdolngé
neutrocytdow do fagocytozy opsonizowanych baktemvierdzano z w grupach z aszym
niz srednie stzeniem zelaza (< 70,4 pg/ml), ze egeniem ferrytyny < 100 ng/ml
oraz z wysyceniem transferyny < 20 %. Interpretagjeh wynikow w swietle danych
z literatury jest trudna. Ahluwalia i wsp. baglaj starsze kobiety ze stwierdzanym
niedoborem zelaza i prawidtiow funkcja nerek nie stwierdzili rinic w aktywndci
fagocytarnej granulocytow w stosunku do kobietyrdwnary gospodark zelazowg [114].
Jednak dokladna analiza przedstawionych wynikbwwate zauway¢ podwyzszor,
aczkolwiek niezamiennie, intensywdédagocytozy w podgrupie z niedoboreselaza, co jest
zbiezne z naszymi wynikami. Natomiast u pacjentow z PNXdwno w stanach niedoboru,
przetadowania jak i podczas leczeniayloymi preparatamielaza opisywano upgtedzenie
fagocytozy granulocytéw [89], [90], [93], [94]. Pammo, ze u naszych chorych
nie stwierdzano podwgzonych poziomoOwzelaza isrednie jego szenie midcito si¢
w zakresie norm laboratoryjnych, to wykazano jedogkmne korelacje madzy stzeniem
zelaza a wykladnikami zdoldoi granulocytbw do fagocytozy opsonizowanych
oraz nieopsonizowanych bakterii, co z jednej stréqozy sk ze wzmaong fagocytoz
opisywan, u naszych chorych z niedoboretalaza, z drugiej Zastrony przy istnigjcym
stanie ,przetadowaniaZelazem mogtoby wizat si¢ z upaledzeniem fagocytozy.
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Wyktadniki stanu zapalnego stwierdza si 25 — 35 % pacjentéw z PNN leczonych
zachowawczo [40], [41]. Podvrgzone w stosunku do grupy kontrolnegzenhie CRP
oraz podwyszony odsetek monocytow prozapalnych obserwowan$519 % chorych
przemawia za istnieniem przewlekliego stanu zapalnagbadanych w naszej pracy
pacjentow. Odsetek monocytow o fenotypie prozapalhkyprelowat ujemnie ze zdolscia
neutrocytbw do fagocytozy opsonizowanych oraz rseofzowanych bakterii E. coli
I podgrupa pacjentéw z podwgzonymi wskanikami stanu zapalnego charakteryzowata si
niezmieniom w stosunku do grupy oséb zdrowych oraz abm w stosunku do pozostatych
chorych aktywnécia fagocytarm neutrocytow. Tak wic przewlekly stan zapalny
u pacjentow z PNN me prowadzt do updledzenia aktywnéri fagocytarnej neutrocytow.
W dostpnej literaturze nie ma pragckacych zaburzenia fagocytozy w PNN z wyktadnikami

stanu zapalnego.

Wsréd badanych chorych nie stwierdzananié w stanie oglywienia ocenianego
za pomog masy ciata i wskanika BMI w stosunku od grupy kontrolnej. Niedowag
stwierdzano tylko u 8,3 % chorych, natomiast &8,#niato nadwag badz otytos¢. W grupie
chorych z nisza mas, ciata obserwowano ohiong w stosunku do pozostatych chorychsdo
neutrocytéw zdolnych do fagocytozy nieopsonizowéniekterii E. coli. ROwnie stzenie
biatka catlkowitego i frakcji LDL cholesterolu kooelaty dodatnio ze zdoldoia
granulocytow do syntezy nieopsonizowanych bakt¥vydaje s¢ zatem,ze niedaywienie
moze mie€ wplyw updledzapcy zdolnd¢ fagocytozy nieopsonizowanych asteczek
przez granulocyty.

Ze stzeniem biatka catkowitego, albuminy i cholesterolarddowaty dodatnio skenia
substancji o charakterze opsonin, cozenpotwierdzéa zwiazek ewentualnych niedoboréw
opsonin z niedaywieniem pacjentow z PNN [68], [69]. Jedizakodmiennie ri w niektdrych
pracach nie wykazano ol#enia s¢zenia C3 i fibronektyny w stosunku do grupy kontejin
zas podobnie jak u innych badaczystnie IgG byto prawidtowe [66], [67], [72], [73], 41.
Ponadto w niniejszej pracy wykazan®, stzenia skladowej C3 dopetniacza i fibronektyny
korelowaly ujemnie z wykladnikami zaawansowania PNNPodobn zaleznos¢
dla fibronektyny i kreatyniny wykazali Schena i wggpdynie u pacjentdw po przeszczepieniu
nerki. Nie znaleziono danych w literaturze na tematznosci miedzy s¢zeniem opsonin
a aktywndcia fagocytarm granulocytéw u pacjentdw z PNN. U naszych chorpctsze
stezenia C3 i C4 d4cza sie z obniona zdolndcia fagocytozy zarGwno opsonizowanych

jak i nieopsonizowanych bakterii E. coli.

84



Znacaco mniej prac dotyegych pacjentéw z przewlekiniewydolngcia nerek
paswieconych jest zagadnieniom zwanym z aktywnéria fagocytarm monocytow.

W naszej pracy wykazainy, ze monocyty pacjentow z PNN leczonych zachowawczo
pochtaniag opsonizowane bakterie E. coli znamiennie aktywm& monocyty o0séb
zdrowych. Nie stwierdzono natomiastnic w zdolndci do pochtaniania nieopsonizowanych
czasteczek. Istnigce nieliczne doniesienia na temat aktywaicfagocytarnej monocytow
w PNN s odmienne. Pertosa i wsp. opisat flpdzenie fagocytozy przez monocyty
u pacjentow hemodializowanych [70], natomiast Muhunqueira i wsp.- u pacjentéw z PNN
leczonych zachowawczo, hemodializowanych i dialiazoych otrzewnowo [115]. Naitg
jednak zauway¢, ze autorzy ci badali izolowane monocyty, cozmaaburzé funkcje tych
komorek [3]. Z kolei nasze wcadejsze badania monocytow w krwi petnej, metod
cytometrii przeptywowej u pacjentow hemodializowehys zgodne z obecnie uzyskanymi
wynikami [109], [110].

W odr&nieniu od granulocytéw, zdold® monocytbw do fagocytozy
nieopsonizowanych bakterii korelowata ujemnie zgestiem kreatyniny, co me wynika
ze zmniejszacego st w miar progresji PNN stzenia sktadnika dopetniacza C3. Cocodj
pacjenci z obrionym stzeniem C3 cechowali i obnizona zdolnGcia monocytow
do fagocytozy nieopsonizowanychasteczek nie tylko w stosunku do grupy pacjentow
z prawidtiowym s¢zeniem C3, ale rowniew stosunku do grupy kontrolnej. Wskek ten byt
rowniez nizszy niz w grupie oséb zdrowych u chorych zezehiem cholesterolu < 200 mg %
oraz stzeniem trojglicerydow < 150 mg %, ktére to paramekgrelowaty dodatnio
ze stzeniem C3. W literaturze nie znaleziono danych, &tdgczyltyby updledzenie
fagocytozy przez monocyty pacjentow z PNN z abniem stzenia C3. Schena i Pertosa
zwracaj uwag; na rokt innej opsoniny — fibronektyny zwkszapcej efektywnéc fagocytozy
przez monocyty [70], [116]. Nasze badania nie wgkapdnak zalenosci migdzy stzeniem
fibronektyny i funkcyj komérekzernych.

Jak ju wczeniej wspomniano u badanych w niniejszej pracy padj@ z PNN
znamiennie ogciej stwierdzano podwgzony odsetek monocytow o fenotypie
CD14+/CD16+, co przemawia za obegria przewleklego stanu zapalnego u tych chorych
[49], [50], [51]. Tak jak w przypadku granulocytGstwierdzano ujemne korelacje ¢dzy
odsetkiem prozapalnych monocytow a zdébtip monocytbw do pochianiania
nieopsonizowanych gsteczek. Tak wic monocyty pacjentdw z podwgzonym odsetkiem

monocytow CD14+/CD16+ charakteryzowatye supcledzeniem fagocytozy nie tylko
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w stosunku do pozostatych chorych, aleztalw poréwnaniu do grupy kontrolnej. Wydaje si

wiec, ze w PNN z jednej strony mamy do czynienia z aktywgnej populacji monocytow,

bowiem kdace w mniejszéci monocyty CD14+/CD16+

cechwjsie m.in. wzmaona

aktywnaicia fagocytara w stosunku do monocytow CD14+ [117], a z drugigprsy -

upcsledzeniem fagocytozy przez pozostate monocyty. V. ¥ przedstawiono czynniki

0 dziataniu potencjalnie aktywagym i updledzapcym zdolnd¢ neutrocytdw i monocytéw

do fagocytozy.

Tab. 44. Zwihzane z przewleky niewydolncscia nerek czynniki wptywajace na aktywnd¢

fagocytarna komorek zernych

Czynniki aktywuj ace

Progresja PNN

Neutrofile | skzenia wapnia

1t stezenia fosforanow

PTH

| skzenia zelaza

| skzenia ferrytyny

| wysycenia transferyny

| skzenia zelaza
Monocyty

Czynniki uposledzajace

Stan zapalny
Niedazywienie
Niedobdr opsonin

t skzeniazelaza

Progresja PNN
Stan zapalny
Niedobdr opsonin
Niedazywienie

| skzenia wapnia
PTH

t skzeniazelaza

Wzmazona aktywnéc

fagocytarna neutrocytow

monocytow  stwierdzana

w przeprowadzonych przez nas badaniach wydajeaprzecza zwickszonej zapadalioi

na infekcje bakteryjne, obserwowanej u pacjentowiewydolngcia nerek. Co ciekawe

Skarman i wsp. badgly granulocyty zakane wirusem cytomegalii rowrnieopisali

wzmazong zdolngé¢ tych komoérek do pochtaniania opsonizowanychsteczek dradzy,

pomimo stwierdzanego Klinicznie zszonego ryzyka infekcji bakteryjnych u chorych
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z aktywnym zakzeniem CMV [118]. Tak wic aktywacja fagocytow nie wyklucza
niedoboréw odpornwi. Naleey bowiem pamijta¢, ze niszczenie drobnoustrojow
przez komorkizerne jest procesem wieloetapowym. Oprécz badarmgzpnas zdolnwi
pochtaniania cgsteczek wymaga on rowrieefektywnej chemotaksji, opsonizacji, adhezji,
oraz efektywnych mechanizméw weatrzkomorkowego zabijania. Istnigj liczne
doniesienia w literaturze opisige updledzenie chemotaksji i wewtrzkomorkowego
zabijania drobnoustrojow u pacjentow z PNN [35§][337], [105].

W odr&@nieniu od podwyszonej zdolnéci fagocytow do pochfaniania
opsonizowanych przez skfadniki dopetniacza i imnglolouliny bakterii E. coli,
nie stwierdzono istotnych #zdic migdzy grup kontrolm i badam w zakresie fagocytozy
nieopsonizowanych asteczek. Wydaje i wigc, ze zachodzca podczas inkubacji
opsonizacja przez obecne w krwi wilasne immunoglaul sktadniki dopetniacza
i fibronektyre nie byla wystarczago efektywna u badanych przez nas pacjentow z PNN.
Co wiecej jak ju wezeniej wspomniano chorzy z niedoborem C3 cechowaliobinzong
zdolnaicia komoérekzernych do fagocytozy nieopsonizowanych, aomakich, jakim uktad
immunologiczny musi stawi czoto podczas infekcji, bakterii. Ufledzenie aktywnsi
opsonizacyjnej osocza u pacjentéw z PNN opisujenié@wvLucchi i wsp. i to zaréwno
u chorych leczonych zachowawczo jak i hemodializoyed [119]. Nie mena take
wykluczy¢, ze updledzenie aktywngri fagocytarnej komorekzernych obserwowane
przez innych autorow wynika z niedoboréw opsonizego jednak w tych pracach

nie oceniano.

Efektywna adhezja radlzy baktera a fagocytem wymaga pmizenia opsonizowanej
czasteczki z odpowiednimi receptorami na powierzchmmkrki zernej. Niewiele wiadomo
na temat ekspresji zadanych z procesem fagocytozy receptoréw dla immiabogin klasy
G oraz dopetlniacza u pacjentow z PNN. Niektére bedaocenialy ich ekspresj
na makrofagach otrzewnowych u pacjentéw dializowanytrzewnowo [120], [121],
a w innych zwracano uwagna podwyszony odsetek monocytéw prozapalnych
CD14+/CD16+ we krwi — zagadnienie to rozano powyej. W badaniu dotyeym dzieci
Z PNN leczonych zachowawczo, hemodializowanychalizbwanych otrzewnowo Bouts
I wsp. stwierdzaj obnizona ekspresj CD32 (Fgll) oraz podwyszory ekspresj czasteczki
CD11b na neutrocytach i monocytach niezaie od metody leczenia nerkozgstzego
[122]. RoOwnig Caimi i wsp. opisy podwyszory ekspresj receptora CD11b

na granulocytach pacjentow z PNN leczonych zachamzawttumaczc ten fakt aktywagj
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komoérek przez cytokiny prozapalne. Stawidpkze hipotez ze podwyszona ekspresja
czasteczki CD11b, &dacej rownie molekub adhezyjm, sprzyja uszkodzenigrodbtonka
przez granulocyty [123]. Ponadto z wtgiem prac dotycgcych aktywndci fagocytarnej
monocytow CD14+/CD16+ nie ma w literaturze danyahtemat zatenosci micdzy ekspresj
receptorow dla immunoglobulin i dopetniacza a zdétim komoérekzernych do fagocytozy
w przebiegu PNN. W niniejszej pracy nie stwierdzastotnych statystycznie zaic miedzy
ekspresj badanych receptorow na granulocytach pacjentow® ® porownaniu do grupy
kontrolnej. Jednatle zaobserwowano wzmona ekspresj receptora CD11b [MFI]
na neutrocytach os6b z PNN, co potwierdza \miegsze obserwacje cytowanych pasy
autorow, aczkolwiek byla to #@ica na granicy istotrici statystycznej. Jedgndodatni
korelach pomkdzy ekspresj receptorow a wyktadnikami aktywfm fagocytarnej byta
zaleenos¢ miedzy odsetkiem i bezwzglng iloscia granulocytow fagocytagych
nieopsonizowane bakterie, a procentem granulocyt@llb pozytywnych. Pozostate
korelacje byly ujemne. Mma zatem zaly¢, ze wzmaona zdolné¢ neutrocytow
do fagocytozy opsonizowanych bakterii E.coli w bagjagrupie chorych z PNN nie wynika
ze zwkkszonej ekspresji badanych receptoréw dla immurigio i dopetniacza.

Natomiast na monocytach pacjentéw z PNN zaobserwousiotnie nisz ekspresj
czasteczki CD14 oraz obimny odsetek monocytow CD32 pozytywnych — wynik nangcy
istotnasci statystycznej. Zmniejszanekspresj czasteczki CD14, receptora z grupy PRR,
taczacego st m. in. z lipopolisacharydami (LPS) oraz innymi eakhikami bton
komorkowych bakterii i grzybow, opisywano u pacfgmthemodializowanych. Wzano to
z przewleky symulacy receptoréw podczas hemodializy prowgdan do ich ztluszczania.
Ekspresja CD14 zmniejszagsiowniez podczas leczenia glikokortykoidami [51]. Wszelkie
korelacje me¢dzy ekspregjreceptorow a wyktadnikami aktywsm fagocytarnej byty ujemne,
a wiec tak jak w przypadku granulocytow podiggona zdolng& monocytow do pochfaniania
opsonizowanych  bakterii nie wynika ze zWszonej ekspresji receptorow

dla immunoglobulin klasy G i dopetniacza.

Warunkiem efektywngci procesu fagocytozy jest zniszczenie pochi@go
drobnoustroju przy udziale tlenowych i pozatlenokvyc mechanizmow

wewmntrzkomorkowego zabijania.

W przedstawianej pracy oceniano zddgthsyntezy reaktywnych zwikdw tlenowych
(reaktywnych form tlenu - RFT) przez neutrofile ionocyty w nasipstwie pochionicia

bakterii E.coli, tzw. ,wybuch tlenowy”. Dotychczase dane na ten temat u pacjentéw z PNN
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sa, podobnie jak w przypadku fagocytozy, niejednoznac Badacze opisujzaréwno
upcsledzory [113], [124], wzmaong [103], [111], jak i niezmienianzdoln&¢ syntezy RFT
[125], [126], [105]. W niniejszej pracy nhie stwieamho istotnej statystycznie adicy
w zdolnaci granulocytow obajnochtonnych do syntezy RFT @ilizy grup badam i grum
kontrolm. Rd&nice w zakresie uzyskiwanych wynikbw w cytowanym wyoej
pismiennictwie wynikaj z r&nej metodologii bada Oceniano syntez RFT zar6éwno
przez komorki nie poddawane stymulacji, jak i pobydzeniu proceséw tlenowych
przy pomocy rénorodnych czsteczek (E. coli, Staphylococcus aureus, Canditdecaais,
zymosan) oraz substancji chemicznych (PMA, fMLPadBnia przeprowadzanoywajac
krwi petnej lub izolowanych komérek, a oznaczenigkanywano przy pomocy luminometrii
lub cytometrii przeptywowej. Wszystko to unieghivia porownywanie rezultatow
tych bada. Niemniej jednak nasze wynikia szgodne z wynikami autoréw stogaych
podobr lub & sam, jak w prezentowanej pracy, metodologi

Zatem wzmaonej aktywndci fagocytarnej neutrocytow u badanych w niniejszej
pracy pacjentow z PNN nie towarzyszy podezona zdoln& do syntezy RFT. Mma wkc
wysura¢ przypuszczenieze intensywnie fagocytage komorki nie produkajwystarczajcej
llosci RFT w celu zniszczenia pochitghich bakterii. Ponadto w niewydolfm nerek
dochodzi najpewniej do upledzenia pozatlenowych mechanizmow wetkzkomorkowego
zabijania. Anding i wsp. wykazajobnizong zdolng¢ do zabijania komorek dzdzy
przez granulocyty pacjentow hemodializowanych pomimiezmienionej w stosunku
do kontroli aktywnéci fagocytarnej i syntezy RFT [105].

Natomiast w odrénieniu od populacji granulocytow oltiochtonnych wykazano,
ze intensywn&¢ syntezy RFT przez monocyty badanych pacjentéw N RBést obniona
w stosunku do monocytow osob zdrowych. Wedtlug rjasdedzy jest to pierwsze
doniesienie dotyere updledzenia produkcji RFT przez monocyty chorych z PNN
leczonych zachowawczo. W dgshym pimiennictwie jedynie Sardenberg i wsp. [124]
Opisup nizsz syntez zwiazkow tlenowych przez monocyty pacjentow hemodialianych,
natomiast wyniki odnosze s¢ do grupy pacjentdw leczonych zachowawczo niagosty
istotncci  statystycznej. Obserwowana u naszych chorychwgiskona aktywng
fagocytarna monocytobw oraz obona synteza RFT mag warunkowa przezycie
pochtonetych mikroorganizméw i wyjaia¢ zwickszora zapadalng na infekcje
u pacjentdw z PNN. Na przyktad Wszota i wsp. opistwickszorny czestas¢é przewlektych
zakaen Chlamydia pneumoniae u chorych hemodializowangthierdzagc m. in. obecn&

materiatu genetycznego bakterii w monocytach krimvodowej [127]. Uzyskane przez nas
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wyniki moga zatem ttumaczy dysfunkcg monocytdw uczestniggych w mechanizmach

obronnych przeciw zakaniu m. in. tym drobnoustrojem.

Podsumowujc, wobec niejednoznacznych wynikéw dotychczasowyatia
dotyczcych komorek fagocytarnych u pacjentdow z PNN ceteniejszej pracy byta préba
oceny funkcji komorekzernych u pacjentéw w giym stadium zaawansowania choroby,
leczonych zachowawczo, w odniesieniu do zahurzetabolicznych zvgzanych z PNN.

Rozbignosci w zakresie danych w literaturze odngszch sé do aktywndci
fagocytarnej komérekzernych w PNN wynikaj nie tylko z ré@nej metodologii bada
ale wswietle uzyskanych przez nas wynikow nglezwrock uwag; na szereg czynnikOw
potencjalnie aktywuagcych, ladz hamujcych zdolné¢ tych komérek do fagocytozy. Rowiie
wsrod badanych w niniejszej pracy pacjentdw z PNNzmao zidentyfikowd podgrupy
chorych charakteryzage s¢ niezmienion, podwyzszon, czy te upcledzory aktywnacia
fagocytara komorekzernych w stosunku do grupy kontrolnej.

Mozna zatem zalg/¢, iz dysfunkcja komorek fagocytarnych u pacjentéw z PNN
jest wynikiem ztgonych interakcji czynnikbw o charakterze aktyyoym kndz tez
hamupcym. Odpowiednie podgjie terapeutyczne: hamowanie progresji przewleitieroby
nerek, zwalczanie ognisk stanu zapalnego, zapafiega leczenie niedg/wienia
oraz wyrownywanie zaburdegospodarki wapniowo — fosforanowejzelazowej mae
zapobiegéa zaburzeniom funkcji komaorek fagocytarnych.

Pomimo, ze w poréwnaniu do grupy o0sob zdrowych w calej ggupiadane]
nie stwierdzano uptedzenia aktywngci fagocytarnej granulocytow, to raca okrglic¢
podgrupy pacjentéw charakteryzog st obnizeniem aktywnéci fagocytarnej komorek
zernych, co 4cznie z zaobserwowanym upedzeniem tlenowych mechanizmow
wewntrzkomorkowego zabijania przez monocyty azeottumaczy zwickszone ryzyko

infekcji u pacjentow z przewlekiiewydolndgcia nerek.
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7 WNIOSKI

1. Neutrofile i monocyty u pacjentéw z PNN charaktenyzsic podwyzszory zdolngcia
do fagocytozy opsonizowanych bakterii E. coli w@@enaniu do grupy kontrolnej.
Nie stwierdza s natomiast rénic w zdolndci do pochfaniania nieopsonizowanych

czastek bakteryjnych przez fagocyty oséb zdrowycharghh.

2. Monocyty pacjentéw z PNN cechugie obnizona zdolngcia do syntezy reaktywnych
zZwigzkow tlenowych w stosunku do komorek pochgmyzh od oséb zdrowych,
natomiast produkcja tych zwakéw przez granulocyty obginochtonne nie ulega

zmianie u pacjentéw z PNN.

3. U chorych z PNN znamiennie @zriej obserwuje si podwyszony odsetek
monocytow prozapalnych CD14+/CD16+, a #akobnizona ekspresj czasteczki
CD14 na monocytach.

4. W surowicy/osoczu krwi pacjentow z PNN nie stwiexdge obnizenia stzenia

substancji o charakterze opsonin zzwdzdrowymi.

5. W grupie pacjentow z PNN wzmona aktywné¢ fagocytarna neutrocytéw
I monocytow nie d4czy sk z podwyszory ekspresj receptoréw dla opsonin,
natomiast nisze s¢zenia sktadnikow dopetniacza ah sie z obnizeniem zdolnéci
komorekzernych do fagocytozy.

6. U pacjentow z PNN istnieje szereg czynnikow o @mal potencjalnie aktywagym
(progresja PNN, wtorna nadczyrsdo przytarczyc, niedobor zelaza)
lub upaledzapcym proces fagocytozy (przewlekly stan zapalny,doigwienie),
ktére naley brat pod uwag przy interpretacji badanad tym zagadnieniem.
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8 STRESZCZENIE

U pacjentéw z przewlekta niewydoléma nerek (PNN) obserwuje esizwickszone
ryzyko zakaen bakteryjnych. Kluczow role w mechanizmach obrony przeciw wnik@ym
do organizmu drobnoustrojom stangwagocyty - neutrofile i monocyty, ktére rozpozgaj
pochtaniag i niszcz mikroorganizmy. Poszczegolne funkcje komogeknych u pacjentéw
z PNN byly przedmiotem wielu bafla jednalke dosgpne w literaturze daneas
niejednoznaczne, a nawet sprzeczne. Nie da&oownie zdefiniowano czynniki zwizane
z dysfunkcyj fagocytbw w PNN, a badania w akszasci dotycz chorych leczonych

nerkozasipczo przy pomocy hemodializy lub dializy otrzewngwe

Dlatego te celem pracy byta ocena funkcji komérek fagocytamy pacjentéw
w réznym stadium zaawansowania przewlektej niewyd@thoerek leczonych zachowawczo
w odniesieniu do zaburzanetabolicznych w przebiegu PNN. Badanienetmby8 chorych
(31 nezczyzn i 17 kobiet, wérednim wieku 58,2% 14,43 lat), z przewlekiniewydolndgcia
nerek leczonych zachowawczo, znajdych s¢ pod opiely Poradni Chorob Nerek
lub hospitalizowanych w Klinice Nefrologii, Trangpitologii i Chorob Wewgtrznych
SPSK nr 1 ACK AMG. Grup kontrolmm stanowity 43 zdrowe osoby (27 kobiet
i 16 megzczyzn, w wieku 49,7#% 13,28 lat).

Funkcja  fagocytarna  neutrofilow i monocytow  oraz  cimmizmy
wewntrzkomorkowego zabijania ("wybuch tlenowy") zostabgnaczone w krwi peinej
przy pomocy zestawow Phagotest i Bursttest. @@kispresji specyficznych dla fagocytozy
receptoréw dla immunoglobulin klasy G (R, Il, Ill) oraz dopetniacza (CR3) na fagocytach
przeprowadzono metadcytometrii przeptywowej przy ayciu przeciwcial monoklonalnych
(anty CD16, CD32, CD64, CD11b). Ponadto w surowiogbczu 0znaczono ¢gkenia
substancji o funkcji opsonin ¢senie C3, C4, IgG, fibronektyny) oraz oceniono sgere

parametrow klinicznych i laboratoryjnych.

W wyniku przeprowadzonej analizy uzyskanych danyeykazano,ze fagocyty
pacjentow z PNN charakteryaugie podwyzszory zdolngcia pochtaniania opsonizowanych
bakterii E. coli, z& zdolnd¢ do fagocytozy nieopsonizowanych asteczek
jest niezmieniona w stosunku do grupy kontrolnepolZserwowano obimng syntez

reaktywnych zwjzkow tlenu w odpowiedzi na stymulacjprocesem fagocytozy
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przez monocyty pacjentéow z PNN. Ponadto w grupidahaj stwierdzono podwgzony
odsetek monocytéw prozapalnych CD14+/CD16+. Grugdaha i kontrolna nie #aity sie
pod wzgkdem sgzenia substancji o charakterze opsonin. Wykazaeay grupie pacjentow
z PNN wzmaona aktywné¢ fagocytarna neutrocytdw i monocytdw nigcay sk
z podwyszory ekspregj receptorow dla opsonin, natomiast:gze stzenia skladnikéw
dopetniacza wiza sig z obnizeniem zdolnéci komorek zernych do fagocytozy. Ponadto
stwierdzono, 2 u pacjentow z PNN istnieje szereg czynnikbw o ldmia potencjalnie
aktywujagcym (progresja PNN, wtorna nadczyldéo przytarczyc, niedoborzelaza)

lub upaledzapcym proces fagocytozy (przewlekty stan zapalnygdoigwienie).

Podsumowujc, aktywna¢ fagocytarna w badanej grupie pacjentow z PNN e |
upasledzona w stosunku do grupy kontrolnej, jedreajak zaobserwowano jest ona wynikiem
dziatania szeregu czynnikbw o charakterze aktyeyup i hamujcym proces fagocytozy.
Mozna wobec tego zidentyfikowapodgrupy chorych charakteryaog sé obnieniem
aktywnaici fagocytarnej komdérekernych, co 4cznie z zaobserwowanym uedzeniem
tlenowych mechanizmow wewtizkomdrkowego zabijania przez monocytyzadtumaczy

zwickszone ryzyko infekcji u pacjentéw z PNN leczonygelchowawczo.
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