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1. Wykaz najczg¢sciej stosowanych skrotow

BSA - bovine serum albumine; albumina surowicy bydlgcej

BUN - blood urea nitrogen; azot mocznika

CADO - ciagta ambulatoryjna dializa otrzewnowa

CRP — C-reactive protein; biatko C-reaktywne

EDTA - EthyleneDiamineTetraacetic Amid; kwas etylenodiaminotetraoctowy

GFR - glomerular filtration rate, wspdtczynnik przesaczania ktebuszkowego

HD - hemodializa

HSF — heat shock transcription factor; czynnik transkrypcyjny genéw biatek Hsp

Hsp — heat shock protein; biatko szoku termicznego

LO - leukocyty otrzewnowe

MIA — malnutrion, inflammation, atherosclerosis; niedozywienie, stan zapalny, miazdzyca

MFI — mean fluorescence intensity; Srednia intensywnos$¢ fluorescencji

PBMC - peripheral blood mononuclear cells; komérki jednojadrzaste krwi obwodowe;j

PBS — phosphate buffered saline; buforowany fosforanami roztwor soli fizjologicznej

PChN - przewlekta choroba nerek

PD - ptyn dializacyjny

PNN - przewlekta niewydolnos$¢ nerek

RPMI - Roswell Park Memorial Institute; nazwa wtasna medium hodowlanego

RT-PCR - reverse transcription polymerase chain reaction; tancuchowa reakcja
polimerazy, poprzedzona reakcja odwrotnej transkrypcji

TNFa — tumor necrosis factor a; czynnik martwiczy guza o
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2.1. Przewlekla niewydolno$¢ nerek

Nerki spelniaja w organizmie cztowieka szereg istotnych zadan. Naleza do nich:
czynno$¢ wydalnicza, wewnatrzwydzielnicza, metaboliczna i inne. W kigbuszku
nerkowym osocze krwi ulega przesaczeniu, a powstajacy przesacz przemieszcza si¢ do
dalszych odcinkéw nefronu, gdzie zachodzi transport wody, elektrolitow, metabolitéw, a
takze biatek na drodze endocytozy, wydalanie koncowych produktéw przemiany azotowej,
wydzielanie jonu wodorowego 1 innych zbgdnych dla organizmu substancji. W ten spos6b
powstaje mocz usuwany w czasie mikcji na zewnatrz ustroju.

Nerki sa odpowiedzialne za utrzymanie stalej objetosci oraz odpowiedniego sktadu
pltynéw wewnatrzustrojowych. Odpowiadaja za regulacje gospodarki wodno —
elektrolitowej, wapniowo-fosforanowej i kwasowo-zasadowej. Produkuja réwniez
hormony regulujace cisnienie krwi (renina) oraz czynnik stymulujacy szpik do produkcji
krwinek czerwonych (erytropoetyna). Ponadto sa rowniez miejscem hydroksylacji
witaminy D3, syntezy prostaglandyn i czynnikéw natriuretycznych. Zachodzi w nich takze
metabolizm licznych hormondéw. Postgpujace uszkodzenie nerek prowadzi do ich
niewydolnosci i zaburzen funkcjonowania catego organizmu, jego zatrucia i licznych
powiktan (m.in. nadci$nienia t¢tniczego, zaburzen uktadu nerwowego, zaburzen
uwapnienia kosci, niedokrwistosci, kwasicy metabolicznej).

Przewlekta niewydolno$¢ nerek (PNN) jest zespotem chorobowym, ktéry rozwija sig
jako nastgpstwo zmniejszenia liczby czynnych nefronéw niszczonych przez ré6znorodne
procesy chorobowe, toczace si¢ w miazszu nerek. Do najczesciej wystepujacych naleza
ktebuszkowe zapalenie nerek, nefropatia cukrzycowa, nefropatia nadcisnieniowa,
cewkowo- srodmiazszowe zapalenie nerek 1 choroby uwarunkowane genetycznie. PNN
charakteryzuje si¢ postgpujacym niszczeniem wszystkich struktur nerek oraz stopniowym
narastaniem upos$ledzenia czynnosci nerek.

Kryterium rozpoznawania PNN i jej progresji oparto na stopniu uposledzenia filtracji
kigbuszkowej — GFR. Tradycyjnie wyrdznia si¢ nastgpujace okresy PNN (Czekalski 2004):

e Okres utajonej PNN — GFR od 80 do ok. 50 ml/min/1,73m?* powierzchni ciata
e Okres wyréwnanej PNN - GFR od 50 do 30 ml/min/1,73m” powierzchni ciata
e Okres niewyréwnanej PNN - GFR od 30 do 15 ml/min/ 1,73m? powierzchni

ciala
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Okres schytkowej PNN - GFR < 15 ml/min/1,73m?* powierzchni ciata lub

dializoterapia

Ostatnio w Polsce, zgodnie z wytycznymi National Kidney Foundation (NKF) i

Polskiego Towarzystwa Nefrologicznego wprowadzono pojecie przewleklej choroby nerek

(PChN). PChN zdefiniowano jako wystgpowanie ponad trzy miesiace albuminurii powyzej

30 mg/g kreatyniny i/lub obnizenie GFR ponizej 60 ml/min/ 1,73m? powierzchni ciata.
Podziatu PChN dokonano na 5 stadiow w oparciu o wielkos¢ GFR (Czekalski 2004):

Stadium 1 PChN — GFR > 90 ml/min/1,73m? powierzchni ciata
Stadium 2 PChN — GFR od 60 do 89 ml/min/ 1,73m2 powierzchni ciata
Stadium 3 PChN — GFR od 30 do 59 ml/min/ 1,73m2 powierzchni ciata
Stadium 4 PChN — GFR od 15 do 29 ml/min/ 1,73m2 powierzchni ciata
Stadium 5 PChN — GFR < 15 ml/min/1,73m? powierzchni ciata lub

dializoterapia

Tabela 2.1. Czynniki wspéluczestniczace w progresji PNN, niezaleznie od aktywnosci
procesu pierwotnie uszkadzajacego nerki (Czekalski 2004)

1. Niekorzystne konsekwencje zmniejszonej liczby nefronow:

Nadcisnienie wewnatrzkigbuszkowe i przerost mniej licznych ktgbuszkow
Zwigkszenie aktywnosci wspotczulnego uktadu nerwowego
Mikroalbuminuria lub biatkomocz

2. Czynniki progresji PNN:

Niepodlegajace modyfikacji terapeutycznej
Wrodzona zmniejszona liczba nefroné6w
Rasa czarna

—  Wiek podeszty

Pte¢ meska
Podlegajace modyfikacji terapeutyczne;j

— Zaburzenia gospodarki wodno — sodowe;j

— Zaburzenia gospodarki wapniowo — fosforanowej
— Zaburzenia gospodarki potasowe;j

— Nadci$nienie tetnicze

— Dieta wysokobiatkowa

— Toksyny mocznicowe

3. Choroby lub zaburzenia wspélistniejace z PNN:

Cukrzyca
Otylos¢
Leki i inne substancje nefrotoksyczne
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W wigkszosci przypadkéw PNN, nawet mimo zahamowania choroby podstawowej,

nastgpuje progresywne uposledzenie czynnosci nerek, objawiajace si¢ obnizeniem GFR i

nasileniem uszkodzenia nerek. Czynniki wplywajace na progresj¢ PNN, mozna podzieli¢

na 3 grupy (tab. 2.1).

Toksyny mocznicowe to wszystkie substancje, ktére ulegaja kumulacji w organiZzmie,

w miar¢ postgpowania uposledzenia GFR i ktére powoduja zaburzenia metaboliczne.

Przyklady takich toksyn przedstawia tabela 2.2.

Jako orientacyjna wskazéwke nasilenia toksemii mocznicowej, wykorzystuje si¢ oceng

poziomu BUN (blood urea nitrogen, azot mocznika). W miarg zwigkszania si¢ st¢zenia

toksyn mocznicowych w surowicy, nasila si¢ ich niekorzystne dziatanie na metabolizm i

czynno$¢ wielu tkanek, m.in. komérek krwi. Stwierdzono np. iz biatko GIP II (granulocyte

inhibitory protein II), odpowiadajace budowa B,-mikroglobulinie, zmniejsza metabolizm

tlenowy neutrofiléw oraz stymuluje monocyty do produkcji IL-1 3, IL-6 oraz TNF-a.

(Haag-Weber, Cohen et al. 2000). Natomiast p - krezol zaburza funkcj¢ granulocytow 1

monocytow poprzez uposledzenie produkcji reaktywnych zwiazkéw tlenu (Vanholder,

De Smet et al. 1995).

2004)

Tabela 2.2. Niektore substancje o potencjalnej roli toksyn mocznicowych (Czekalski

Rozpuszczalne w wodzie substancje

Substancje zwiazane

Srednie czasteczki (m.cz.

drobnoczasteczkowe (m.cz.<500 Da) | z biatkami 500-15000 Da)
Mocznik Homocysteina Parathormon
Kreatynina Kwas hipurowy Adrenomedulina
Kwas moczowy Glioksal B-endorfina
Hipoksantyna Fruktozolina Metenkefalina
Ksantyna Siarczan indoksylu Cholecystokinina
Kreatynina Kwas kinureninowy | Endotelina
Guanidyna Pentozydyna Leptyna
Cytydyna Fenol Neuropeptyd Y
Dialdehyd malonowy Spermidyna ,-mikroglobulina
Mioinozytol Spermina Czynnik D dopehiacza
Kwas octowy Cystatyna C
Orotydyna Kwas hialuronowy
Szczawiany TNF-o
Alkohol benzylowy IL-1B

IL-6
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2.1.1. Stan zapalny oraz zesp6t MIA w przebiegu PNN

Stymulacja komérek do produkcji cytokin prozapalnych oraz fakt, ze IL-1, TNF-a oraz
IL-6 sa réwniez toksynami mocznicowymi, wiaze si¢ z nastgpnym powiktaniem w
przebiegu PNN, jakim jest przewlekly stan zapalny. Towarzyszy on PNN zar6wno w
okresie leczenia zachowawczego (przeddializacyjnego), jak 1 w trakcie leczenie
nerkozastgpczego. Stwierdzono, ze ok. 25-35% pacjentéw w okresie przeddializacyjnym
oraz ok. 40-55% pacjentéw hemodializowanych (HD) i leczonych metoda dializy
otrzewnowej (DO), wykazuje wzrost laboratoryjnych wskaznikéw stanu zapalnego,
bedacych jednoczesnie jego mediatorami. S nimi wspomniane wyzej cytokiny prozapalne
oraz biatko CRP (Stenvinkel 2002). Podwyzszony poziom cytokin prozapalnych wynika
nie tylko ze zmniejszonego ich wydalania, wskutek uposledzonej funkcji nerek, ale
rowniez ze zwigkszonej ich produkcji. Czynnikami stymulujacymi komorki pacjentéw z
PNN do produkcji tych cytokin sa: toksemia mocznicowa, stres oksydacyjny, stres
karbonylowy, utajone ogniska zakazenia oraz kontakt z bioniezgodnymi materiatami w
trakcie zabiegéw dializy (Schomig, Eisenhardt et al. 2000). Najwazniejsza role w indukcji
stanu zapalnego w przebiegu mocznicy odgrywaja monocyty i makrofagi tkankowe, ktére
sa gtéwnym zZrédiem cytokin prozapalnych (Malaponte, Bevelacqua et al. 2002).

Okazuje si¢ rowniez, iz stan zapalny przyczynia si¢ do rozwoju niedozywienia oraz
miazdzycy u pacjentéw z PNN. Powiktania sercowo — naczyniowe sa gtdéwnym powodem
wysokiej §miertelnosci pacjentow z PNN, ktora jest 30-krotnie, a wérdd 20-latkéw nawet
100-krotnie wyzsza, niz w populacji ogélnej. Klasyczne czynniki ryzyka rozwoju
miazdzycy, takie jak nadcis$nienie, dyslipidemia czy palenie tytoniu, nie ttumacza tak
wysokiej czgstosci zachorowan w grupie pacjentéw z PNN. Stwierdzono, ze w tym
przypadku stan zapalny oraz stres oksydacyjny moga odgrywac¢ wazniejsza role (Ross
1999). Mechanizm dzigki ktéremu stan zapalny przyspiesza rozwoj miazdzycy wydaje si¢
by¢ znany. Dowiedziono m.in., iz cytokiny prozapalne moga mie¢ wpltyw na zmniejszenie
wydzielania Apo E (Zuckerman and O'Neal 1994) i r6znicowanie komdrek naczyn
krwiono$nych w kierunku osteoblastow, co przyczynia si¢ do uwapnienia tych naczyn
(Tintut, Patel et al. 2000). Z kolei niedozywienie moze by¢ powodowane przyspieszonym
katabolizmem biatek, przemiana materii, zmniejszong synteza albumin, brakiem apetytu i
zaburzona motoryka przewodu pokarmowego. Na wszystkie te procesy cytokiny
prozapalne réwniez maja niekorzystny wplyw (Stenvinkel, Heimburger et al. 2000). Jak
wida¢ zalezno$¢ migdzy tymi trzema stanami patologicznymi jest bardzo silna, dlatego tez

stan ten opisano jako zesp6t MIA (malnutrition — inflammation — atherosclerosis
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syndrome). Obecnos¢ tego zespotu jest niezwykle istotna dla dalszego rokowania
pacjentéw z PNN. Smiertelno$¢ w tej grupie pacjentéw jest niestety poréwnywalna z
chorymi na nowotwory ztosliwe w stadium przerzutéw (Stenvinkel 2001).

W okresie zaawansowanej niewydolnosci nerek (stadium 5 PChN) chory wymaga
leczenia nerkozastgpczego. Moze by¢ ono prowadzone za pomoca dwdch metod:
dializoterapii i transplantacji nerek. Dializoterapia stwarza mozliwos$¢ przezycia w
oczekiwaniu na przeszczep nerki. Niektorzy chorzy, u ktérych takiego przeszczepu
dokona¢ nie mozna, sa leczeni dializa do konca zycia. Stosowane sa dwie metody dializ:

hemodializa lub dializa otrzewnowa.

2.1.2. Hemodializa

Hemodializa to pozaustrojowy proces oczyszczania krwi polegajacy na usuwaniu
toksyn mocznicowych, nadmiaru wody i wyré6wnywaniu gospodarki elektrolitowej 1
kwasowo-zasadowej w trakcie jej ekspozycji na dziatanie ptynu dializacyjnego. Dwa
przedziaty (krew — ptyn dializacyjny) rozdzielone sa btona pétprzepuszczalna. Moga
przechodzi¢ przez nia czasteczki rozpuszczone w wodzie oraz czasteczki o matej masie
czasteczkowej (kreatynina, mocznik). Natomiast czasteczki o masie powyzej 15 kDa (np.
albuminy), nie moga przechodzi¢ przez ta btong. Substancje mogace pokonac¢ barierg
btony dializacyjnej, przemieszczaja si¢ wykorzystujac zjawisko dyfuzji i ultrafiltracji.
Dyfuzja to ruch czasteczek rozpuszczonych w osoczu, poprzez pory btony
polprzepuszczalnej z krwi do ptynu dializacyjnego lub z ptynu dializacyjnego do krwi,
zgodnie z gradientem stgzen. Ultrafiltracja zas, to ruch wody (wraz z rozpuszczonymi w
niej niskoczasteczkowymi substancjami) z krwi do ptynu, wynikajacy z gradientu ci$nienia
hydrostatycznego. Zabiegi hemodializy przeprowadza si¢ przy uzyciu aparatu sztucznej
nerki. Zbudowany jest on z pompy krwi, sytemu zaopatrujacego w ptyn dializacyjny,
systemu (czujniki) monitorujacego proces dializy i dializatora, w ktérym zachodza procesy
dyfuzji i ultrafiltracji (ryc. 2.1). Btony pétprzepuszczalne wykorzystywane obecnie w
dializatorach to najczesciej btony zbudowane z modyfikowanej celulozy, btony
syntetyczne zbudowane z poliakrylonitrylu lub polisulfonu. Oczywiscie ekspozycja
komorek krwi na blony, linie krwi i1 ptyny dializacyjne, powoduje ich aktywacjg z
wszystkimi tego nastgpstwami. Ponadto kontakt ten aktywuje m.in. uktad dopetniacza
(szczegodlnie fragment C5, zwany toksyna anafilaktyczna), uktad kontaktu bezposredniego
(zawierajacy czynnik XII, kininigen, prekalikreing), uktad krzepnigcia krwi oraz stymuluje

syntezg cytokin prozapalnych (np. IL-1 1 TNF-a).

10
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Wskaznik
ci$nienia zylnego

Zbiornik [} Dializator

tetniczy

Antykoagulacja

Zbiornik zylny

Detektor
powietrza

Pompa krwi tetniczej Filtr przeciw

zakrzepowy
Wskainik ciénienia Zacisk (klema) } ‘
tetniczego drenu zylnego

Kaniula tetnicza Kaniula zylna

Ryc. 2.1. Schemat krazenia pozaustrojowego w czasie hemodializy (Zaluska and Ksiazek 2004).

2.1.3. Dializa otrzewnowa

Dializa otrzewnowa (DO) jest, w odréznieniu od hemodializy, metoda oczyszczania
krwi ze zbg¢dnych i szkodliwych produktéw przemiany materii, zachodzaca wewnatrz
organizmu pacjenta. Jedna z odmian DO — ciagta ambulatoryjna dializa otrzewnowa
(CADO) polega na kilkukrotnym w ciagu doby wprowadzeniu do jamy otrzewne;j
specjalnie przygotowanego ptynu dializacyjnego, do ktérego z krwi przez btong
otrzewnowa, na zasadzie osmozy i dyfuzji, przechodza woda i zb¢dne produkty przemiany
materii. Ptyn podawany jest do jamy otrzewnowej poprzez cewnik Tenckhoffa,
umieszczony na state w jamie brzusznej pacjenta (ryc. 2.2). Stosuje si¢ roOwniez
automatyczng wersj¢ tej metody — ADO, ktéra wymaga zastosowania specjalnego
urzadzenia zwanego cyklerem, dokonujacego automatycznie wymiany ptynu
dializacyjnego w jamie otrzewnowe;j.

Obecnie metodg DO stosuje okoto 10% chorych wymagajacych dializoterapii.

11



Wstep

worek z ptynem
dializacyjnym

’ ; cewnik
‘.4
r ‘“_ . . a1

Jﬂ ma otrzewnowa

Ryc. 2.2. Schemat CADO.

Jedna z najwigkszych zalet CADO jest fakt, ze — w przeciwienstwie do sztucznych bton
stosowanych w dializatorach — blona otrzewnowa jest strukturg catkowicie
biokompatybilna (tab. 2.3). Jest to pétprzepuszczalna btona wyscietajaca $ciany jamy
brzusznej, zbudowana z ptaskich komérek mezotelialnych (srédbtonkowych) lezacych na
facznotkankowej warstwie, gdzie znajduja si¢ naczynia krwiono$ne, chtonne oraz nerwy.
Podstawowym procesem zachodzacym podczas CADO jest transport wody i
czasteczek ze swiatla naczynia krwionosnego do przestrzeni jamy otrzewnej. Stwierdzono
roéwniez migracje leukocytéw w tym samym kierunku, nazwanych leukocytami
otrzewnowymi. Sa to glownie limfocyty, monocyty, makrofagi i neutrofile. Migracja ta
jest procesem fizjologicznym, ale zachodzacym w znacznie wigkszym stopniu u chorych
leczonych dializg otrzewnowa, niz u os6b zdrowych (Cichocki, Hanicki et al. 1983).
Dializa otrzewnowa jest metoda leczenia preferowana u dzieci, chorych z cukrzyca,
choroba wiencowa i niewydolnoscia serca, sktonnoscia do niskiego cis$nienia t¢tniczego,
zakazonych wirusami zapalenia watroby (typu B i C), HIV oraz u tych pacjentéw, u

ktérych nie mozna wytworzy¢ sprawnego dostgpu naczyniowego do hemodializ.
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Tabela 2.3. Wady i zalety CADO w poréwnaniu z hemodializa

Zalety

1. Stale usuwanie metabolitéw, wigksza przepuszczalno$¢ dla czasteczek sredniej
wielkosci.

Technika tatwa do opanowania, mozliwa do wykonania w warunkach domowych.
Mniejsze obciazenie uktadu krazenia, brak probleméw z dostgpem naczyniowym.
Dtuzsze zachowanie resztkowej funkcji nerek.

Brak probleméw zwiazanych z biozgodnoscia btony dializacyjne;.

AW

Wady

Duze ryzyko zapalenia otrzewne;j.

Ograniczone mozliwos$ci zwigkszania parametréw dializy.

Przezotrzewnowa utrata biatka i niedozywienie.

Trudnos¢ dlugookresowego utrzymania funkcji otrzewnej jako blony dializacyjnej.
Problemy psychologiczne zwiazane z obecnos$cia cewnika i rezimem dializowania.

el

Dzigki ciagltosci terapii, stalemu oczyszczaniu krwi z substancji szkodliwych i
odwadnianiu w regularnych odstgpach czasu, dializa otrzewnowa pozwala na utrzymanie
stalych wartosci parametréw biochemicznych zwiazanych z toksemia mocznicowa i
kontrolowanie przebiegu choroby, co jest istotne w okresie oczekiwania na przeszczep.

Najwigkszym problemem CADO jest cigzkie i/lub nawracajace zapalenie otrzewnej
oraz tzw. niewydolnos¢ ultrafiltracyjna otrzewnej. W wyniku tego po 8 latach od
rozpoczegcia terapii stosuje ja tylko 1- 4 % chorych. Wynika to z faktu, iz ciagta i
dhugotrwata ekspozycja na ptyny dializacyjne przyczynia si¢ do zmiany struktury
otrzewnej i w konsekwencji zmniejszenia jej zdolnosci dializacyjnej (Davies, Phillips et al.
1998).

Wiele usprawnien w systemach drendéw i1 cewnikow, a takze dbatos¢ o higieng podczas
wprowadzania ptynu do jamy otrzewnej pozwolito zredukowac czgstos¢ zapalenia
otrzewnej. Jednak sam sktad ptynéw pozostal praktycznie niezmieniony i jest wyraznie
niefizjologiczny. Sytuacja taka jest wynikiem pogodzenia wymagan fizjologicznych,
probleméw technicznych i wzgledéw ekonomicznych. Wigkszo$¢ stosowanych ptynéw to

roztwory elektrolitowe, wzbogacone mleczanem i glukoza (tab. 2.4).
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Tabela 2.4. Skladniki typowego plynu dializacyjnego oraz st¢zenia tych samych

zwigzkow w surowicy

Sktadnik/jednostka Stegzenie w ptynie dializacyjnym Stgzenie w surowicy
Na® (mmol/l) 130 - 137 135 - 145
CI' (mmol/T) 95-102 95 - 105
Ca™ (mmol/l) 0,75 - 1,75 2,1-2,6
Mg"™ (mmol/l) 0,25-0,75 0,7-1
Mileczan (mmol/l) 35-40 0,5-5,0
Glukoza (mg/dl) 1360 - 3860 75-95

Wysokie stezenia glukozy ma na celu zwigkszenie osmolarnosci do 340 - 500
mOsm/kg i w konsekwencji ultrafiltracj¢. Mleczan za$ wyréwnuje kwasic¢ metaboliczna —
metabolizm mleczanu zachodzacy w watrobie 1 mig$niach prowadzi do powstania jonu
dwuweglanowego. Niskie pH (5,2 - 5,3) zapobiega karmelizacji glukozy podczas
sterylizacji termiczne;j.

Przeprowadzono wiele badan dotyczacych biozgodnosci ptynéw dializacyjnch i ich
wptywu na funkcje r6znych komérek. Udowodniono m.in. ze zahamowaniu ulegaja
funkcje leukocytéw (izolowanych zaréwno z krwi jaki 1 jamy otrzewnej) takie jak:
zdolnos¢ do fagocytozy, generowanie wolnych rodnikéw tlenowych oraz synteza i sekrecja
leukotrienéw (Jorres, Topley et al. 1992; Liberek, Topley et al. 1993). Uposledzenie
funkcji komorek uktadu odpornosciowego, moze by¢ jedna z przyczyn powstawania
procesu zapalnego. Natomiast badania wptywu PD na komoérki mezotelium otrzewnowego
zdaja si¢ wyjasnia¢ mechanizm uposledzenia ich funkcji dializacyjnej. Okreslono zmiany
w biologii tychze komérek pod wptywem ptynéw dializacyjnych, ktére prowadza do
anomalii w funkcjonowaniu i w konsekwencji do zmniejszenia ultrafiltracji. Sa to m.in.:
zaburzenia w funkcjonowaniu Na'/K*- ATPazy komérkowej (Breborowicz, Witowski et
al. 1993), biatek transportujacych glukoz¢ GLUT 1 i GLUT 3 (Schroppel, Fischereder et
al. 1998) oraz zmniejszanie si¢ warstwy fosfolipidéw pokrywajacych komérki
mezotelialne (Di Paolo, Sacchi et al. 1986).

Czynniki ktére w najwigkszym stopniu ograniczaja biozgodnos¢ ptynéw
dializacyjnych to: niskie pH, wysokie stezenie glukozy, wysoka osmolarnos¢, a takze

obecnos¢ produktéw degradacji glukozy. W warunkach dializy otrzewnowej dochodzi do
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stosunkowo szybkiego wyrdwnania st¢zenia sktadnikéw ptynu dializacyjnego z ich
stezeniem w plynach ustrojowych (Topley 1995). Zjawisko to podwaza znaczenie badah
prowadzonych in vitro. Opracowano wigc model, w ktérym badane sa ex vivo funkcje
leukocytéw otrzewnowych poddanych dziataniu ptynu dializacyjnego in vivo (de Fijter,

Verbrugh et al. 1993).

2.2. Biatka szoku termicznego
2.2.1. Ogolna charakterystyka bialek szoku termicznego
Biatka szoku termicznego (ang. Heat shock proteins, Hsp) to wazne efektory
komérkowej odpowiedzi stresowej, wystepujace we wszystkich organizmach i niezwykle
dobrze zachowane w procesie ewolucji. Zostaly one podzielone na rodziny pod wzgledem

masy czasteczkowej 1 petnig ré6zne funkcje w komorce (tab. 2.5).

Tabela 2.5. Bialka szoku termicznego (Whitley, Goldberg et al. 1999)

Nazwa e L omérions Funkcja
Ubikwityna 8 Cytosol / jadro Degradacja biatek
Hsp10 10 Mitochondria Kofaktor dla Hsp60
Mate Hsp (sHsp) 20-30 Cytosol / jadro Réﬁgli;g;xéinie

Hsp40 40 Cytosol / jadro Kofaktor dla Hsp70
Hsp60 60 Mitochondria Bialko opiekuncze
Hsp70 70 Cytosol / jadro Biatko opiekuncze
Hsp90 90 Cytosol / jadro Biatko opiekuncze

Zasadnicze funkcje bialek szoku termicznego to (Whitley, Goldberg et al. 1999):
e udzial w procesie formowania prawidlowej struktury biatek, ktére powstaja
podczas translacji,
e udzial w renaturacji lub degradacji biatek zdenaturowanych lub

uszkodzonych przez czynniki stresowe.
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2.2.2. Aktywacja odpowiedzi szoku termicznego
Synteza biatek szoku termicznego jest regulowana na poziomie transkrypcji.
Transkrypcja genéw biatek Hsp jest indukowana przez bardzo wiele czynnikow, ktére
zostaly podzielone przez Morimoto na 3 grupy: stres sSrodowiskowy, procesy fizjologiczne

oraz procesy patofizjologiczne (ryc. 2.3).

1. Stres drodowiskowy

tlenwre Metals cipzkie
Rnlogi el + ’/ Inhibitory metabolizmm
Szok termicany \‘ ____-_H"'mf’/ enargetyomego

k.

2. 3tany patofizjologiczne
Stan zapalny
Stres newrohormonalny
a—] Hipartrofia
Wisdolawisime
Infelcie bakteryne 1 winsowe

Blat KA H5P Stameme

7 Orl]{-:-gen].r 1 potoonkogeny
3. Procesy fimologicze f Rﬂﬂ!,nj_] 1 pdgmiconranie
Cxlkl komarkowny Cz:,r:uuku:.rzn:-sm

Ryc.2.3. Czynniki indukujace ekspresje bialek szoku termicznego (Morimoto 1998).

Transkrypcja genéw biatek Hsp, spowodowana czynnikami stresowymi, wymaga
aktywacji czynnika transkrypcyjnego HSF (Heat Shock Transcription Factor), ktéry
wystepuje w 4 odmianach. HSF1, 2 i 4 wystepuje powszechnie u wszystkich krggowcow.
Obecnos¢ HSF3 stwierdzono za$ tylko u ptakow (Morimoto 1998). Wszystkie rodzaje HSF
ulegaja konstytutywnej ekspresji i wspoéipracuja ze soba.

Czynnik transkrypcyjny HSF1 wystepuje w postaci nieaktywnego monomeru i jest
uwazany za gléwny czynnik odpowiedzi stresowej. Jego aktywacja nastgpuje nawet po
nieznacznym podwyzszeniu temperatury oraz w wyniku zaistnienia wielu r6znych
warunkow fizjologicznych i sSrodowiskowych (Morimoto 1998). Czynnik transkrypcyjny
HSF2 to nieaktywny dimer, ktéry aktywowany jest przez typowe bodzce wywotujace stres
komorki, z wyjatkiem inhibitoréw proteosomoéw. Spelnia rowniez wazna rolg w procesie
embriogenezy 1 spermatogenezy (Rallu, Loones et al. 1997; Mathew and Morimoto 1998).
Czynnik transkrypcyjny HSF3 wystgpuje w postaci dimeru i jest waznym regulatorem

HSF1 podczas aktywacji przez hipertermig i stres chemiczny. HSF3 moze oddziatywac z
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innymi czynnikami transkrypcyjnymi, np. p53, c-Myb (Tanabe, Kawazoe et al. 1998;
Tanikawa, Ichikawa-Iwata et al. 2000). Czynnik transkrypcyjny HSF4 ulega ekspresji
przede wszystkim w mig$niach, mézgu i trzustce oraz wiaze si¢ konstytutywnie z DNA,
nawet przy braku warunkéw stresowych (Santoro 2000).

W komorkach nie poddanych stresowi czynnik transkrypcyjny HSF1 zlokalizowany jest w
jadrze i w cytoplazmie (Brown and Rush 1999; Mercier, Winegarden et al. 1999).
Wystepuje w postaci niezwiazanej z DNA 1 nieaktywnej, co spowodowane jest
wewngtrznymi wigzaniami typu helisa-helisa 1 oddziatywaniami z biatkami opiekunczymi
np. Hsp70, Hsp90, Hdj1 (ryc. 2.4).

W warunkach stresowych pewna cz¢$¢ znajdujacych si¢ w komorce biatek ulega
denaturacji, co powoduje wiazanie si¢ do nich biatek Hsp i tym samym uwolnienie
czynnika HSFI1. Jesli znajdowat si¢ on w cytoplazmie, ulega translokacji do jadra dzigki
obecnosci sekwencji kierujacej (NLS - nuclear localisation sequence), ktora jest rowniez
niezbgdna do przejscia formy nieaktywnej w aktywna. Aktywacja HSF1 nastgpuje w
wyniku trimeryzacji i fosforylacji, po czym zachodzi wiazanie si¢ tego czynnika do DNA i
transkrypcja genéw szoku termicznego. Pod koniec odpowiedzi stresowej komorki,
aktywnos¢ transkrypcyjna HSF1 jest hamowana przez bezposrednie wigzanie Hsp70 1
Hdjl oraz biatka HSBP1 (HSF1 binding protein). Prowadzi to do powrotu czynnika HSF1
do formy nieaktywnego monomeru (ryc. 2.4).

-ﬁ
{ '}l. H":l n,f__.-j

\
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Ryc. 2.4. Cykl aktywacji czynnika HSF1.
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2.2.3. Charakterystyka bialek z rodziny Hsp70
Najlepiej poznana dotychczas grupa biatek szoku termicznego, jest rodzina biatek
Hsp70, ktorej gtdwnymi przedstawicielami w komorkach ssakow sa:
¢ Dbialko o masie 72 kDa (Hsp70, Hsp72), wysoce indukowane przez stres,
¢ Dbiatko o masie 73 kDa (Hsc70, Hsp73), ulegajace konstytutywnie ekspresji we
wszystkich komorkach i tkankach.
Bialka te wykazuja ponad 80% homologii 1 wspdlna budowe. Wszystkie zbudowane sa z
domeny ATPazowej w czg¢$ci N-terminalnej (o masie 45 kDa), domeny C-terminalnej (15-
18 kDa) wiazacej substrat oraz trzeciej domeny (o massiel0 kDa) z koncem
karboksylowym, ktdrej funkcja jest jeszcze nieznana. (Bukau and Horwich 1998; Mayer
and Bukau 2005). Aktywnosc¢ i specyficznos¢ substratowa Hsp72 jest modulowana przez
inne biatka opiekuncze, np. Hsp40 (Liberek, Marszalek et al. 1991; Kelley 1998) czy
Bag — 1 (Hohfeld 1998).
2.2.4. Funkcje biatka Hsp72
Biatko Hsp72 petni w komoérce szereg waznych funkcji, m.in.:
e dziala jako biatko opiekuncze w procesie formowania prawidtowej struktury
biatek (Hartl 1996; Bukau and Horwich 1998),
® Dbierze udziat w reaktywacji biatek po denaturacji (Ciavarra, Goldman et al.
1994),
e zapobiega niewlasciwym oddzialywaniom migdzy biatkami i tworzeniu si¢
agregatow (Georgopoulos and Welch 1993),
e kieruje uszkodzone biatka do degradacji (Hayes and Dice 1996),
® uczestniczy w transporcie biatek przez btony poprzez rozwijanie i
utrzymywanie rozwinigtej struktury transportowanych prekursoréw biatkowych
(Ungermann, Neupert et al. 1994),
® wiaze si¢ do r6znych czynnikéw transkrypcyjnych i kinaz biatkowych
bioracych udziat w sygnalizacji komérkowej i cyklu komérkowym
(Helmbrecht, Zeise et al. 2000),
e odgrywa rolg w utrzymaniu ksztattu komérki i transdukcji sygnatu, wiazac i
stabilizujac elementy cytoszkieletu (Beck, Neuhofer et al. 2000),
* ma dzialanie anty-apoptotyczne poprzez hamowanie aktywacji kinaz
biatkowych r6znych kaskad sygnatowych (np. SAPK/INK, p38) co w

konsekwencji hamuje uwalnianie cytochromu ¢ z mitochodriéw lub hamuje
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dalsze etapy apoptozy, poprzez blokowanie tworzenia apoptosomu i aktywacji
kaspazy 3 (Gabai, Meriin et al. 1998; Beere 2004),

¢ hamuje syntezg¢ cytokin prozapalnych, poprzez blokowanie kompleksu kinazy
IxB 1 w konsekwencji inhibicj¢ czynnika NF-xB (Jo, Ko et al. 2006;
Kammanadiminti and Chadee 2006),

e odpowiada za tzw. termotolerancje komorek, co oznacza, ze komérki poddane
nieznacznemu szokowi termicznemu, a nastgpnie regeneracji przezywaja

dziatanie kolejnego stresu, ktory inaczej bytby dla nich letalny (Laszlo 1992).

Okazuje sig, iz biatko Hsp72 wystepuje nie tylko w cytoplazmie, ale réwniez w
przestrzeni miedzykomoérkowej. Moze by¢ do niej biernie uwalniane podczas nekrozy
(Basu, Binder et al. 2000) lub wydzielane w procesie aktywnego transportu przez
eksosomy (Lancaster and Febbraio 2005), pod wptywem m.in. IFN-y i IL-10 (Asea 2005).
Obecnos¢ biatka Hsp72, jak réwniez przeciwciat anty-Hsp72 potwierdzono w surowicy
krwi zdrowych oséb (Pockley, Shepherd et al. 1998), a jego podwyzZszony poziom
wystepowal u 0s6b z choroba naczyn nerkowych (Wright, Corton et al. 2000).

Uwolnione biatko Hsp72 moze wiazac si¢ do réznych komérek m.in. NK,
dendrytycznych, makrofagéw, monocytéw i limfocytéw B (Asea 2005). Receptorami dla
tego biatka sa: receptor TLR (toll like receptor) 2 i 4 i ich kofaktor CD14 (Asea, Rehli et
al. 2002), a takze CD36 (Nakamura, Hinagata et al. 2002), CD40 (Becker, Hartl et al.
2002) CD91, Lox-1 1 SR-A (Asea 2005). Wiazanie Hsp72 do monocytéw powoduje z
kolei wzrost stezenia wewnatrzkomérkowych jonéw Ca**, nastepnie aktywacje czynnika
NF-xB i w konsekwencji aktywacje transkrypcji genéw cytokin prozapalnych (Asea
2005). Biatka Hsp, szczegdlnie z rodziny Hsp70, posiadaja takze wysoka zdolnos$¢ do
immunizacji uktadu odporno$ciowego - sa jednym z gtéwnych epitopéw bakteryjnych,
rozpoznawanych przez ludzkie limfocyty. Niestety, rowniez wilasne biatka Hsp stymuluja
uktad odpornosciowy i uczestnicza w patogenezie choréb autoimmunologicznych np.
mtodzienczego zapalenia stawoéw czy stwardnienia rozsianego (Pockley 2001). Coraz
wigksza zewnatrzkomoérkowa rola, jaka przypisuje si¢ ostatnio biatku Hsp72,
spowodowata, iz jest ono okreslane juz nie tylko jako biatko chaperonowe (opiekuncze),
ale juz przede wszystkim jako biatko chaperokinowe — biatko opiekuncze o aktywnosci

cytokinowej.
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W zwiazku z tym, ze biatka szoku termicznego sa tak niezwykle istotne dla
homeostazy komoérkowej, a ich synteza jest indukowana rowniez przez stany
patofizjologiczne, zbadano poziom ekspresji tych biatek w komdrkach pacjentéw
cierpigcych na r6zne choroby. Powyzej wspomniano o roli biatlek Hsp w chorobie naczyn
nerkowych, ponadto stwierdzono korelacj¢ migdzy poziomem komérkowych biatek Hsp,
zwlaszcza z rodziny Hsp70, a m.in. wystgpowaniem wielu nowotworéw (Ciocca, Clark et
al. 1993; Helmbrecht, Zeise et al. 2000), choroby Alzhaimera (Dewji and Do 1996) czy

choréb naczyniowo — sercowych (Zhu, Quyyumi et al. 2003) i choréb nerek.

2.2.5. Bialko Hsp72 w przewleklych chorobach nerek

Dane dotyczace ekspresji biatka Hsp72 (i innych biatek szoku termicznego) w
przewlektej niewydolnosci nerek (PNN) oraz chorobach, ktére moga do niej prowadzi¢, sa
bardzo skape. Nieliczne, ostatnie badania prowadzone na myszach, ujawnily rolg biatka
Hsp72 w immunizacji komérek uktadu odpornosciowego w przebiegu ktgbuszkowego
zapalenia nerek (Hsu, Zhou et al. 2006) i toczniowego zapalenia nerek (Chen, Aosai et al.
2004), sugerujac rowniez terapeutyczna role przeciwciat anty-Hsp72. Pozostate badania,
prowadzone in vitro, dotycza gléwnie ochronne;j roli, jaka peini biatko Hsp72 w
komérkach mezangialnych, cewkowych i podocytach, w warunkach stresu oksydacyjnego
towarzyszacego przewleklej niewydolnosci nerek (Yokoo and Kitamura 1997; Chen, Guh
et al. 1999; Komatsuda, Wakui et al. 1999). Brak jest danych dotyczacych ekspresji biatka
Hsp72 w komérkach krwi chorych z PNN leczonych zachowawczo lub hemodializami.
Tymczasem hemodializa jest znanym czynnikiem stresowym, aktywujacym komorki krwi
w krazeniu pozaustrojowym (linie krwi, blony dializacyjne) (Malaponte, Bevelacqua et al.
2002). Dostgpnos¢ tych komoérek oraz metody oznaczania w nich poziomu biatek sa duzo
fatwiejsze niz w przypadku komoérek nerki. Toksyny mocznicowe sa takze znanym
czynnikiem indukujacym odpowiedz szoku termicznego w komérkach poddanych ich
dziataniu in vitro lub in vivo w modelach zwierzecych (Maddock and Westenfelder 1996).
Jednakze do tej pory nie opisano ich wpltywu na ekspresje biatek Hsp w komérkach krwi,
chorych z ONN lub PNN leczonych zachowawczo i dializami. Biorac pod uwageg wazna
rol¢ jaka odgrywa biatko Hsp72 w indukcji stanu zapalnego i miazdzycy (Pockley 2001),
ktore bardzo czesto towarzysza PNN, badania takie mogtyby przyczynic¢ si¢ do znalezienia
przyczyn tych powiktan. Wstepne wyniki badan prowadzonych w kraju, wykazujace

korelacj¢ pomigdzy poziomem przeciwciat anty-Hsp72, a ryzykiem wystapienia stanu
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zapalnego w przebiegu PNN, zdaja si¢ potwierdzac¢ stusznos¢ poszukiwan prowadzonych
w tym kierunku (Musial, Zwolinska et al. 2006).

Jedyna grupa chorych z PNN, w ktérej dos¢ dobrze zbadano ekspresj¢ biatka Hsp72 sa
pacjenci leczeni ciagla ambulatoryjna dializa otrzewnowa (CADO). Jak juz wcze$niej
wspomniano, jednym z gléwnych ograniczen CADO jest pogorszenie morfologicznych i
czynno$ciowych wtasciwosci btony otrzewnej, co w konsekwencji prowadzi do
zakonczenia leczenia ta metoda. Podstawowym czynnikiem negatywnie wplywajacym na
btong otrzewnej sa bioniezgodne wlasciwosci ptynéw dializacyjnych (PD): niskie pH,
wysoka osmolarno$¢, wysokie stgzenie glukozy, mleczanu 1 produktéw degradacji glukozy
(Jorres, Topley et al. 1992; Liberek, Topley et al. 1993; Morgan, Wieslander et al. 2003).
Sktad i co za tym idzie wtasciwosci ptynéw dializacyjnych sa ciagle ulepszane, jakkolwiek
sama zasada dziatania tej metody leczenia wyklucza stworzenie catkowicie biozgodnych
ptynéw. CADO, jak juz opisano to wczesniej, polega na powtarzanym wprowadzaniu do
jamy otrzewnej roztworéw o duzej osmolarnosci, stad tez komoérki poddane dziataniu
ptynu, zawsze beda narazone na ostre warunki stresowe. W zwiazku z tym, nalezato si¢
spodziewac, iz w komédrkach jamy otrzewnej (komérkach mezotelium, leukocytach
otrzewnowych) bedzie nastgpowac indukcja biatek Hsp w odpowiedzi na stres zwigzany z
obecnoscia ptynéw. Liczne badania udowodnity wzrost poziomu Hsp72 m.in. w
komérkach mezotelialnych poddanych dziataniu PD in vitro (Arbeiter, Bidmon et al. 2001;
Aufricht, Endemann et al. 2001) oraz in vivo (Lopez-Cotarelo, Sellhaus et al. 2000;
Arbeiter, Bidmon et al. 2003). Wyniki te potwierdzaja przydatno$¢ badania poziomu
Hsp72 do oceny biozgodnosci ptynéw dializacyjnych. Jakkolwiek dalsze eksperymenty in
vitro okreslity rolg biatka Hsp72 nie tylko jako markera toksycznosci ptynéw, ale rowniez
jako biatka o funkcji ochronnej. Okazuje sig, iz umiarkowany (czyli nie bedacy letalny)
stres powodujacy wzrost poziomu Hsp72, przystosowywal komorki na niekorzystne
dziatanie PD. Ludzkie komdrki mezotelialne poddane wczesniejszemu, niewielkiemu
szokowi cieplnemu lub krétkotrwatej ekspozycji na ptyny dializacyjne, wykazywaty duzo
wyzsza tolerancj¢ na dlugotrwate dziatanie PD, niz komérki niepoddane wstgpnemu
szokowi. Transfekcja badanych komérek przy uzyciu hsp72 cDNA potwierdzita
bezposredni udziat biatka Hsp72 w obserwowanym mechanizmie cytoprotekcyjnym

(Bidmon, Endemann et al. 2004).
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3. Uzasadnienie wyboru tematu pracy

Dotychczasowe badania jednoznacznie okreslaja wazna rol¢ biatka Hsp72 w
funkcji licznych komoérek ustroju. Dos¢ dobrze poznana jest ich rola opiekuncza, mniej
natomiast wiadomo o dziataniu cytokinowym. Przewlekta niewydolno$¢ nerek jest
zespotem chorobowym, w ktérym dochodzi pod wptywem wielu toksyn mocznicowych do
nasilenia stanu zapalnego, stresu oksydacyjnego i szeregu innych zaburzen metabolicznych
uszkadzajacych biatka, DNA oraz lipidy w obre¢bie struktur komérkowych. Stosowanie
r6znych metod dializoterapii, z jednej strony zmniejsza toksemi¢ mocznicowa, ale rowniez
w wyniku bioniezgodnosci ptynéw dializacyjnych, dializatoréw i linii krwi aktywuje
szereg procesOw patologicznych. Oddzielenie tych zjawisk mogtoby przyczyni¢ si¢ do
wlasciwej oceny stosowanych metod terapeutycznych. Tymczasem dotychczasowe
badania nie pozwalaja na wtasciwa ich oceng. Wobec powyzszego zasadne wydaje si¢
podjegcie badan majacych na celu oceng ekspresji biatka Hsp72 pod wptywem toksemii

mocznicowej oraz wpltywu hemodializy i dializy otrzewnowej na to zjawisko.
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. Cel pracy

Celem pracy byty:

. Ocena ekspresji biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej chorych z przewlekla

niewydolnos$cia nerek w okresie przeddializacyjnym (ocena wptywu toksemii

mocznicowej) oraz leczonych ciagla ambulatoryjna dializa otrzewnowa i hemodializa

(ocena wplywu réznych metod leczenia nerkozastgpczego).

. Ocena wplywu pojedynczego zabiegu hemodializy na ekspresj¢ biatka Hsp72 w

monocytach krwi obwodowe;.

. Okreslenie przydatnosci oceny poziomu ekspresji biatka Hsp72 do badania

biozgodnosci ptynéw dializacyjnych stosowanych w dializie otrzewnowe;.

3.1. Ocena ekspresji biatka Hsp72 w makrofagach otrzewnowych izolowanych od
pacjentéw leczonych CADO w poréwnaniu z ekspresja w monocytach krwi
obwodowej tych pacjentow.

3.2. Ocena wptywu dwéch réznych ptynéw dializacyjnych na ekspresj¢ biatka Hsp72
w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej inkubowanych in vitro oraz
makrofagach otrzewnowych izolowanych ex vivo od pacjentéw leczonych CADO.

. Préba wyjasnienia mechanizméw ewentualnych réznic w ekspresji biatka Hsp72 w

badanych grupach pacjentéw.
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5. Material i metody

5.1. Charakterystyka badanych grup

Na prowadzenie badan uzyskano zgod¢ Niezaleznej Komisji Bioetycznej do Spraw
Badan Naukowych przy Akademii Medycznej w Gdansku. Badanie przeprowadzono u 93
chorych z przewlekta niewydolnoscia nerek. 30 z nich bylo leczonych zachowawczo, 33
przy pomocy ciaglej ambulatoryjnej dializy otrzewnowej, natomiast 30 byto
hemodializowanych. Pacjenci z grupy leczonej zachowawczo pozostawali pod opieka
Poradni Choréb Nerek SPSK nr 1 ACK AMG lub byli hospitalizowanymi w Klinice
Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewngtrznych AMG. Pacjenci dializowani, leczeni
byli w Osrodku Dializy Otrzewnowej i na Oddziale Hemodializy tej samej kliniki. Ogélna
charakterystyke badanych grup przedstawia tabela 5.1.

Tabela 5.1. Ogdlna charakterystyka badanych grup

Grupa badana Liczba oséb pte¢ wiek
Leczona zachowawczo 30 209 108 | od 22 do 94; érednia — 64,9
Leczona CADO 33 169 173 | od 29 do 79; $rednia — 60,1
Leczona hemodializa 30 169 143 | od 34 do 85; érednia - 64,9
Kontrolna 30 169 143 | od 23 do 78; $rednia — 54,06

Tabela 5.2. Przyczyny przewleklej niewydolnosci nerek

Przyczyna PNN Liczba pacjentow leczonych:
Zachowawczo CADO HD

Kiebuszkowe zap. nerek 8 5 7
Nefropatia cukrzycowa 5 15 7
Nefropatia nadci$nieniowa 1 1 1
Wielotorbielowatos$¢ nerek 1 - 2
Srédmiazszowe zap. nerek 1 1 1
Nefropatia zatorowo - 2 - -
zakrzepowa
Nefropatia miazdzycowa 2 - -
Nefrektomia (rak nerki) 1 - 2
Ziarniniakowato$¢

- - 1
Wegenera
Nieustalona etiolog_g,ia 9 11 9
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Przyczyny przewleklej niewydolnosci nerek badanych grup pacjentéw zestawiono w tabeli

5.2

Do uczestnictwa w badaniu nie kwalifikowano os6b z jawnym klinicznie, aktywnym

procesem zapalnym, infekcyjnym lub immunologicznym, leczonych immunosupresyjnie

lub stosujacych antybiotykoterapi¢. Tabela 5.3 przedstawia podstawowe wskazniki

kliniczne i laboratoryjne badanych grup. W przypadku pacjentéw hemodializowanych,

wszystkie oznaczenia dokonano w krwi pobranej przed zabiegiem hemodializy, chyba, ze

zaznaczono inaczej.

Tabela 5.3. Wskazniki laboratoryjne badanych grup

Srednia wartos$¢;

Parametr R Wartosci
wartosci min. — max. referencyjne
Zachowawczo HD CADO
Kreatynina [mg/dl] [4,23 [0,93-9] ggzgdé"[‘f 1[4_’87‘2]14’2] 6,94 [1,28 - 14,71 |<13
GFR [ml/min] 17.96[4.8—-87.8] |- - 90 - 120
Przed 58,5 [11 — 93]
BUN [mg/dI] 722 [10-160] |0 ) 4975 [18 — 83] 9.8-20.1
v _ 147 [0.76 — 2.1] 228 [1.3 - 3.09]
(1 zabieg) (tygodniowy)

FIb [g/d] 11.26 [7.6 — 14] 1148 9.2 13.9] 11,15 [8.24 - 1435] | 11 - 15.6
Ht [%] 338 [23.1-414] |35[27.5-422] 333[242-429] |30-495
RBC [T/] 3.82[2.5-4.7] 3.75 2.8 — 4.6] 3.62 [2.6 — 4.6] 35-52
WBC [G/] 976 [5.11— 18.8] |7.6 [4.6 — 14 3] 834 [3.79-23.16] |45 11
Granulocyty [G/1] |7.28 [2.9— 17.47] |5.12 [2.1 — 11.6] 478 2.1 —8.9] 1.8-8.9
Limfocyty [G/] | 1.6 [0.59 — 2.6] 1.6 [0.84 — 2.54] 177[042-536] |09-5.0
Monocyty [G/1] 071 [0.12—-1.6] 0.7 [0.3 — 1.69] 0.62[0.17-13] [02-08
S6d [mEq/] 14032 [130 — 147] | 138.3 [131 - 145] 141 [134 — 148] 135 145
Potas [mEq/l] | 4.35 [3.2 — 5.5] 5.27 [3.7 1] 408 [3.1 - 52] 35-50
Wapn [mg/dl] 8,01 [5.1-103] |93 [52—11.3] 9.06[74—-113] |8.6-102
Fosforany [mg/dl] |5,4 [3,5 — 8,6] 5,46 [2,7-9] 4,93 [3,4 - 7,4] 2,7-4,5
PTH [pg/ml] 307.7[14-708] | 164 [8 — 428] 346 [46 — 695] 10— 26
o M 65,455 - 79) 65 [55 - 73] 66.9 [48 — 85] 60 - 80
Albuminy [/ |37.5 [16 — 49] 36.9 [30 — 43.3] 40.9 [26 - 72] 35-50
Cholesterol
calkowity [me/al] | 1893 [54-408] | 1868 [151 -270] 207.8 [141-333] | 120 —200
HDL [mg/dl] 46.6 [8 — 106] 52.5 [14 — 100] 65.47 [24 — 195] gzgg
LDL [mg/dI] 1183 [26—288] | 105.2 [65 — 179] 1196 [38—-217] _ |<130
[Tr;‘g/%lf]cerydy 124 [39 — 258] 200.5 [120 — 331] 167 [91 — 256] <150
CRP [mg/1] 47141056 — 170] | 23.17 [2.5 - 52] 409[125-231] |<9
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Niedokrwisto$¢ z poziomem hemoglobiny ponizej 11 g/dl stwierdzono u 13 pacjentéw
leczonych zachowawczo, 11 hemodializowanych i 10 dializowanych otrzewnowo. Nie
stwierdzono statystycznie istotnych réznic w poziomie hemoglobiny miedzy badanymi
grupami.

Hiperfosfatemi¢ > 5,5 mg/dl stwierdzono u 7 pacjentéw w okresie
przeddializacyjnym, 14 pacjentéw hemodializowanych i1 9 pacjentéw leczonych CADO.
Tloczyn wapniowo — fosforanowy > 55 mg?/dl* zaobserwowano u 4 pacjentéw leczonych
zachowawczo, 8 hemodializowanych i 4 leczonych CADO. Stgzenie PTH powyzej > 300
pg/ml zauwazono u 2 pacjentéw leczonych zachowawczo 2 hemodializowanych i 4
leczonych CADO. Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w stezeniu wapnia,
fosforanéw i PTH migedzy poszczeg6lnymi grupami pacjentéw z PNN.

Hipoalbuminemia <35 g/l wystapita u 5 pacjentéw leczonych zachowawczo, 6
hemodializowanych i 4 leczonych CADO. Poziom albuminy réwniez nie r6znit si¢ migdzy
grupami.

U 19 pacjentéw hemodializowanych stwierdzono hiperkaliemi¢ powyzej 5 mEq/I przed
zabiegiem hemodializy. Po zabiegu hemodializy hiperkaliemii nie stwierdzono u zadnego
z pacjentow. W grupie pacjentow leczonych CADO hiperkaliemig stwierdzono u dwoch
pacjentéw, za§ w grupie leczonej zachowawczo réwniez u dwéch pacjentéw. Srednie
stgzenie potasu w surowicy pacjentow wszystkich grup (w grupie leczonej hemodializami
oznaczane po zabiegu) nie roznit si¢ istotnie. Nie stwierdzono odchylen w stezeniu sodu w
surowicy zadnego z pacjentow.

Sposréd pacjentéw hemodializowanych hipercholesterolemi¢ > 200 mg/dl stwierdzono
u 8 pacjentéw hemodializowanych , 9 pacjentéw leczonych CADO i 5 leczonych
zachowawczo. Nie stwierdzono statystycznie istotnych r6zni¢ migdzy poszczegdlnymi
grupami. Hipertréjglicerydemig > 150 mg/dl stwierdzono u 10 pacjentéw
hemodializowanych, 5 leczonych zachowawczo i 10 leczonych CADO. Poziom
tréjglicerydow byt istotnie nizszy w grupie pacjentow leczonych zachowawczo w
poréwnaniu do 2 pozostatych grup pacjentéw z PNN.

Stwierdzono réwniez, iz poziom azotu mocznika (BUN) byt istotnie statystycznie
nizszy w przypadku pacjentéw leczonych CADO niz hemodializowanych (przed HD,
p=0,03) i leczonych zachowawczo (p=0,001)

Stadium PChN rozpoznawano na podstawie obnizonego wspétczynnika przesaczania

ktebuszkowego — GFR, ktéry wyliczano na podstawie uproszczonego wzéru MDRD:
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]-1,14 k-0,203

GFR = 186,3 x stgzenie kreatyniny [mg/dl X wie

x 0,742, jesli pacjentka jest kobieta

W tabeli 5.4 przedstawiono parametry funkcji nerek pacjentéw w okresie

przedializacyjnym, w zaleznosci od stadium zaawansowania PChN wg. kryteriow NKF.

Tabela 5.4. Wskazniki funkcji nerek pacjentéw leczonych zachowawczo
(Srednie, min. — maks.)

Stezenie ..
. Liczba GFR kreatyniny w Stezenie B.UN W
Stadium PChN N . . surowicy
pacjentow (ml/min) surowicy (mg/dl)
(mg/dl) &
Stadium 2 PChN
60 < GFR (ml/min) < 89 ! 87,8 0,93 10
Stadium 3 PChN
30 < GER (ml/min) < 59 3 32,24 (30-34)| 2,4(1,9-3,2) | 56,6 (21 —76)
Stadium 4 PChN
29 <GFR (ml/min) < 15 10 199 (17-27) | 3,1 (2,1 -43) | 66,530-117)
Stadium 5 PChN
GFR (ml/min) < 15 16 9,7(4,8-14,3)| 5,5(3,6-9,0) | 82,5(32-160)

Hemodializoterapia prowadzona byta wedtug ogdlnie przyjetych standardow
(Rutkowski 2004), przy uzyciu polisulfonowych dializatoréw 1 wodorowgglanowego ptynu
dializacyjnego. Okres dializoterapii wynosit od 5 do 312 miesigcy (Srednio 70,4).

Pacjenci dializowani otrzewnowo byli leczeni przy uzyciu trzech réznych ptynéw
dializacyjnych — 27 przy uzyciu ptynu Stay Safe (Fresenius Medical Care, Niemcy), a 5
przy uzyciu ptynéw Dianeal i Physioneal 40 (Baxter, Polska) (por. dalej — 5.2. Protokoty
badan). Ich sktad przedstawia tabela 5.5. Okres dializoterapii wynosit od 1 do 127
miesigcy (Srednio 34,6).

Grupe kontrolng stanowito 30 zdrowych, niepalacych ochotnikéw w wieku od 23 do 78
lat (srednio 54,06). Stanowili ja pracownicy Kliniki Nefrologii, Transplantologii i Choréb
Wewngtrznych AMG, Katedry Fizjopatologii AMG oraz studenci Uniwersytetu Trzeciego
Wieku w Gdansku.
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Tabela 5.5. Sklad plynéw dializacyjnych uzytych w badaniu
Sktadnik Dianeal PD4 Physioneal 40 Stay Safe
Glukoza bezwodna (%) 1,36 1,36 1,5
Na* (mmol/l) 132 132 134
Ca™ (mmol/l) 1,25 1,25 1,25
Mg™ (mmol/l) 0,25 0,25 0,5
CI' (mmol/T) 95 95 102,5
Mleczan (mmol/l) 40 15 35
Dwuweglan (mmol/1) - 25 -
Osmolarno$¢ (mosmol/1) 344 344 356
pH 5.5 7.4 5.5

5.2. Protokotly badan
5.2.1. Analiza poziomu biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej oraz w
leukocytach otrzewnowych

Oznaczenia poziomu biatka Hsp72 dokonano w komérkach izolowanych z krwi zylne;j
pacjentoéw wszystkich badanych grup. W grupie pacjentéw dializowanych otrzewnowo
poziom Hsp72 oznaczano w leukocytach otrzewnowych (LO), izolowanych z dializatu
otrzewnowego. Krew zylna w ilosci 10 ml, pobierano z zyly odtokciowej do probéwek BD
Vacutainer. W grupie pacjentow leczonych hemodializami krew pobierano bezposrednio
przed i po zabiegu hemodializy.

Aby oceni¢ wpltyw 2 réznych ptynéw, Physioneal i Dianeal, na ekspresjg biatka Hsp72,
w grupie 5 pacjentow leczonych metoda CADO, krew oraz dializat otrzewnowy pobierano
po minimum 12 tygodniach leczenia ptynem Dianeal. Nastgpnie ptyn zmieniano na
Physioneal i po 12 tygodniach powtarzano procedurg izolacji komérek z krwi i dializatu
otrzewnowego. Do badania zostato zakwalifikowanych w sumie 10 pacjentéw - jeden
zmart, u jednego wykonano przeszczep nerki, u dwéch zmieniono formg leczenia

hemodializg, a jeden pacjent wycofal zgod¢ na badanie. Schemat tego badania przedstawia

rycina 5.1.
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0 12 24 tygodnie
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badania krwi i dializatu krwi i dializatu

Ryc. 5.1. Schemat badania ekspresji Hsp72 u pacjentéw leczonych 2 r6znymi pltynami dializacyjnymi.

5.2.2. Analiza poziomu biatka Hsp72 w komérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej (PBMC) inkubowanych in vitro w plynach dializacyjnych

Wyizolowane z krwi obwodowej zdrowych ochotnikéw komorki jednojadrzaste byty
inkubowane w 2 ptynach dializacyjnych (Dianeal i Physioneal) przez 1h w 37°C, nastgpnie
osadzane przez wirowanie i zawieszane w pozywce RPMI (Sigma Aldrich, Niemcy) na 3h
w 37 °C . Nastgpnie analizowano poziom ekspresji biatka Hsp72 w tych komoérkach za
pomoca metody Western-blotting. Jako kontrola pozytywna stuzyly komoérki poddane
szokowi termicznemu w 42°C przez 1h. Kontrola negatywna byty PBMC inkubowane 4h
w 37°C oraz PBMC inkubowane 4h w 4°C. Schemat doswiadczen in vitro przedstawia

rycina 5.2.

5.3. Izolacja komoérek jednojadrzastych z krwi obwodowej

10 ml krwi obwodowej rozcienczano z buforem PBS w stosunku 1:1. Tak
przygotowang mieszaning nanoszono na 10 ml odczynnika Histopaque (Sigma-Aldrich,
Niemcy) w probéwkach o pojemnosci 50 ml i wirowano przy 800 x g przez 30 min. w
temperaturze pokojowej. Po skonczonym wirowaniu zbierano srodkowa warstweg (ang.
interface) 1 ptukano trzykrotnie w buforze PBS, przez wirowanie 7 min. przy 340 x g w
temperaturze pokojowej. Osad komérkowy zawieszano w 5 ml buforu PBS i okreslano
liczbe komorek przy uzyciu aparatu stosowanego do oznaczania morfologii krwi.

Wydajnos¢ izolacji wynosita srednio 18 x 10° PBMC z 10 ml pelnej krwi.
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PBMC zdrowych ochotnikéw

RPMI Dianeal Physioneal
1h, 42°C 1h, 37°C 1h, 37°C

\ A\

RPMI RPMI RPMI RPMI RPMI
4h, 4°C 3h, 37°C 4h, 37°C 3h, 37°C 3h, 37°C
Y V v V v
Analiza ekspresji Hsp72

Ryc. 5.2. Schemat inkubacji PBMC in vitro w plynach dializacyjnych.

5.4. Izolacja monocytéw z komoérek jednojadrzastych

Izolacjg przeprowadzano przy uzyciu zestawu Dynal Monocyte Negative Isolation Kit
(Dynal Biotech, USA). Zasada dziatania tego zestawu opiera sig na izolacji z komérek
jednojadrzastych (przy uzyciu przeciwciat i ziaren przyciaganych przez magnes), komoérek
nie bedacych monocytami (limfocyty T, B, komérki NK, granulocyty) i tym samym
pozostawienie nietknigtych monocytéw. 10 mln PBMC zawieszano w 100 pl buforul
(PBS zawierajacy 0,1% BSA i 2 mM EDTA, pH = 7.4), nastgpnie dodawano 20 pl
mieszaniny mysich przeciwcial, specyficznych dla komérek nie bedacych monocytami
(anty - CD2, CD7, CD6, CD19, CD56) oraz 20 ul odczynnika blokujacego niespecyficzne
wiazanie si¢ przeciwcial (gamma globulina). Tak przygotowana mieszaning inkubowano
przez 20 min. w 4°C. Nastgpnie mieszaning ptukano przy uzyciu bufora 1 (300 x g, 8
minut, 4°C), zawieszano ponownie w 900 pl buforu 1. Do zawiesiny dodawano 100 pl
mieszaniny polistyrenowych ziaren optaszczonych przeciwcialami przeciwko mysim
biatkom IgG i1 inkubowano przez 15 minut w 4°C. Po tym czasie probéwke z mieszanina
umieszczano w magnesie. Ziarna wraz z komoérkami nie begdacymi monocytami,
przyciagnigte przez magnes tworzyly osad na scianie probowki, za§ zawiesing zawierajaca
monocyty uzywano do dalszych badan. Uzyskiwano ok. 2 mln komoérek z 10 min

wyjsciowych PBMC, z czego ok. 75-80% stanowity monocyty.
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5.5. Izolacja leukocytow z dializatu otrzewnowego.

Calos¢ 4 - godzinnego dializatu otrzewnowego, pobranego z jamy otrzewnej pacjenta
rozdzielano do probéwek o pojemnosci 50 ml 1 wirowano 30 min. przy 800 x g w 4°C, w
wiréwce Heraeus (typ Megafuge 3.0R). Po zebraniu osadu komérkowego do jedne;j
proboéwki, ptukano go dwukrotnie w buforze PBS przez wirowanie 10 min., przy 340 x g,
w 4°C w tej samej wirowce. Tak zwirowane komérki zawieszano w 5 ml buforu PBS i
okreslano liczbg komoérek za pomoca aparatu stosowanego do oznaczania morfologii krwi.
Liczba komérek uzyskanych od poszczegdlnych pacjentéw réznita si¢ dos¢ znacznie i
wahata si¢ od 0.3 x 10’ do 10 x 10”. Makrofagi stanowily érednio 74% wyizolowanych
komoérek. Na pozostate komoérki sktadaty si¢ gtdwnie limfocyty, granulocyty

obojetnochtone oraz komorki srédbtonka.

5.6. Oznaczanie poziomu biatka Hsp72 metoda cytometrii przeptywowej.

1 mln PBMC wyizolowanych z krwi obwodowej lub 1 mln leukocytéw otrzewnowych
przenoszono do probowek cytometrycznych i zawieszano w 100 ul PBS. W celu
pozniejszej identyfikacji populacji monocytow/makrofagéw do probéwek dodawano 5 pl
przeciwciata anty-CD14 (BD Bioscences, Pharmingen, USA). Taka mieszaning
inkubowano przez 15 min. w 4°C. Nastepnie po ptukaniu komérek roztworem PBS,
utrwalano je przez 10-cio minutowa inkubacj¢ w 2% roztworze paraformaldehydu. Po
powtérnym plukaniu, komérki zawieszano w 100 ul PBSu z dodatkiem saponiny
(permeabilizujacej komorki), dodawano 10 pl roztworu ludzkiej immunoglobuliny (w celu
uniknigcia niespecyficznego wiazania przeciwciat) 1 inkubowano przez 15 minut w 4°C.
Po ponownym przeptukaniu komérek inkubowano je z monoklonalnymi, mysimi
przeciwciatami anty — Hsp72 (SPA-810, Stressgen Bioreagents, Kanada) w 4°C przez 30
min. Nastepnie komoérki znowu ptukano w buforze PBS z saponing i inkubowano przez 30
min w 4°C z II — rzgdowymi przeciwciatami anty-mysimi, sprz¢gnig¢tymi z barwnikiem
fluorescencyjnym (fikoerytryna). Fluorescencje tak przygotowanych komorek
odczytywano przy uzyciu cytometru przeptywowego (FACScan, Becton-Dickinson, USA).
Zebrane dane byly p6zniej analizowane i przedstawiane w postaci graficznej, przy pomocy

programu WinMDI 2.8 (© Joseph Trotter, USA).
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5.7. Oznaczanie poziomu biatka Hsp72 metoda Western — immunobloting
5.7.1. Liza komoérek
Komoérki osadzano poprzez wirowanie (12000 x g, 5 min., 4°C). Po usunigciu
supernatantu, komérki inkubowano w buforze lizujacym (50 mM Tris HCI, pH 8,0
150mM NaCl, 1 % NP40, 2 mM PMSF, 2 mM EDTA, 2 mM DTT, 4 pl/ml
aprotinina) przez 40 min. na lodzie, mieszajac zawiesing co kilka minut. Zawiesing
nastgpnie wirowano (12000 x g, 5 min., 4°C) 1 zbierano supernatant, w ktérym
oznaczano stezenie catkowite bialek.
5.7.2. Oznaczanie stezenia biatka
Stezenie biatka okreslano metoda Bradforda, stosujac odczynnik BioRad Protein
Assay (Biorad, USA). Do pigciokrotnie rozcienczonego odczynnika dodawano 1 pl
lizatu biatkowego i mierzono absorbancj¢ tak przygotowanego roztworu przy
dtugosci fali A= 595 nm. Stgzenie biatka odczytywano z krzywej wzorcowe;j,
przygotowanej dla roztworéw 2, 4, 81 12 ug BSA w odczynniku Bradforda.
5.7.3. Elektroforeza w zelu poliakrylamidowym (SDS — PAGE: Sodium Dodecyl

Sulphate Polyacrylamid Gel Electrophoresis)

Do probek zawierajacych rowne ilosci catkowitego biatka (20 pg) dodawano
czterokrotnie stezony bufor obciazajacy (0,125 M Tris — HCI, pH 6,8, 5% SDS
10 % B - merkaptoetanol, 20 % glicerol, btgkit bromofenolowy) i nanoszono na
12,5% zel poliakrylamidowy. Elektroforez¢ prowadzono pod napigciem 190V do
czasu dojscia biekitu bromofenolowego do konca zelu.
5.7.4. Przenoszenie bialek z zelu na membrang
Rozdzielone elektroforetycznie biatka byly przenoszone na membrang
nitrocelulozowa za pomoca tzw. transferu mokrego w buforze B (0,26% Tris-HCI,
1,24% glicyna), przez 2 godziny, przy statym natezeniu pradu 0,8 mA/cm?
powierzchni blony. Po transferze btong wybarwiano roztworem barwnika Ponceau,
w celu potwierdzenia prawidlowego transferu i réwnej ilosci catkowitego biatka w
kazdej z prébek.
5.7.5. Blokowanie
Btong blokowano przez 60 minutowa inkubacj¢ w 5% roztworze odttuszczonego
mleka w buforze TBS (2,5% Tris-HCl, 0,8% NaCl) z dodatkiem detergentu Tween
20 (Sigma-Aldrich, USA), w stgzeniu koncowym 0,05 %.

5.7.6. Inkubacja z przeciwciatami pierwszorzedowymi
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Poliklonalne, krélicze, przeciwciata anty — Hsp72 (SPA-811, Stressgen
Bioreagents, Kanada) rozcienczono w roztworze odttuszczonego mleka w stosunku
1:1000. W tak przygotowanym roztworze btona byta inkubowana w 4°C przez 12h.
5.7.7. Detekcja biatka na blonie.

W celu detekcji biatka zastosowano metod¢ chemiluminescencyjna przy pomocy
zestawu SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce, USA). Po
doktadnym optukaniu btony buforem TBS - Tween 20, inkubowano ja przez 1
godzing w temp. pokojowej z drugorzgdowymi, kozimi przeciwciatami anty-
kréliczymi, sprzegnigtymi z peroksydaza chrzanowa (nr. Kat. 172-1019, BioRad,
USA) w rozcienczeniu 1:2500. Nastegpnie kilkakrotnie ptukano btong duzymi
obj¢tosciami buforu TBS — Tween, by pozby¢ si¢ nadmiaru przeciwciat.
Koncowym etapem byta 5 minutowa inkubacja z substratem dla peroksydazy
chrzanowej w ilosci 0,05 ml/cm? powierzchni blony, a nastepnie ekspozycja na
kliszy rentgenowskiej. Wywolane klisze byly nast¢pnie skanowane i zapisywane w
postaci elektronicznej. Analiza densytometryczna prazkow byla przeprowadzona
przy uzyciu programu Scionlmage 2005 (Scion, Frederick, Maryland, USA).
Wyniki tej analizy zostaly przedstawione jako $rednia warto$ci skali szarosci (ang.
gray scale, gdzie kolor bialy ma warto$¢ 0, a czarny 255), wszystkich pikseli

prazka.

5.8. Oznaczanie poziomu mRNA genu /sp72 metoda RT-PCR
5.8.1. Izolacja calkowitego RNA z leukocytéw.
RNA z leukocytéw izolowano przy pomocy zestawu Total RNA prep plus (A and
A Biotechnology, Polska). Do ok. 2 min. leukocytéw dodawano 800 ul fenozolu,
mieszano przez pipetowanie, az do catkowitej lizy komorek 1 inkubowano 5 min. w
temperaturze 50°C. Do tak przygotowanej probki dodawano 200 pl chloroformu i
wirowano ja 10 min. przy 11000 x g. Nastgpnie zbierano gorng frakcjg z probowki 1
dodawano do niej 250 ul izopropanolu. Po wymieszaniu cato$¢ nanoszono na
minikolumng do izolacji RNA i wirowano 1 min. przy 11000 x g. Nastepnie na
kolumng¢ nanoszono roztwoér ptuczacy Al i ponownie wirowano w tych samych
warunkach. Czynnos$¢ t¢ powtarzano 3-krotnie. Nastgpnie na kolumng nanoszono
100 ul wody destylowanej, wolnej od nukleaz i ponownie wirowano w tych samych

warunkach, po czym kolumng usuwano. Wyizolowany RNA rozcienczano 50 -
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krotnie i mierzono jego absorbancje przy dtugosci fali A = 260nm oraz A = 280nm,
po czym obliczano stezenie, korzystajac z zaleznosci, ze dla Aye=1 stgzenie RNA
wynosi 40 ng/ul. Stosunek Axg0/Azso $Wiadczy o zanieczyszczaniu prébki biatkami
1 prébki dla ktérych byt on mniejszy od 1,7 byty odrzucane. Oznaczane probki
zamrazano w ciekltym azocie i przetrzymywano w — 70 °C do czasu dalszych
analiz.

5.8.2. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Reakcje odwrotnej transkrypcji przeprowadzano za pomoca zestawu RevertAid™
H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Litwa). W probéwce do
reakcji PCR przygotowywano na lodzie mieszaning zawierajaca 1 ug RNA, 1 ul
oligo (dt);s primera oraz r6zng ilo§¢ wody dejonizowanej, tak aby koncowa
objetos¢ wynosita 12 ul. Tak przygotowang prébke inkubowano 5 min. w 70°C.
Nastepnie dodawano 4 pl buforu reakcyjnego, 1l inhibitora rybonukleaz i 2 ul 10
mM mieszaniny nukleotydéw. Cato$¢ inkubowano 5 min. w 37°C, po czym
dodawano 1 pl odwrotnej transkryptazy. Tak przygotowane 20 il mieszaniny
reakcyjnej inkubowano 60 min. w 42°C. Ostatnim etapem bylo zatrzymanie reakcji
przez ogrzanie probki przez 10 min. w 70°C. Tak zsyntetyzowane cDNA bylo
przechowywane w - 20°C do czasu dalszych analiz.

5.8.3. Lancuchowa reakcja polimerazy (Polymerase Chain Reaction — PCR)
Reakcje PCR przeprowadzano w catkowitej objgtosci 25 pl. Sktadaty si¢ na nig 5
ul cDNA powstalego w czasie procesu odwrotnej transkrypcji oraz 20 pl
mieszaniny ,,master mix”. Sekwencje starteréw dla genu hsp72 oraz
dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego (gapdh), bedacego genem
referencyjnym, zaczerpnigto z publikacji (Lopez-Cotarelo, Sellhaus et al. 2000).
Sekwencje starterow zestawiono w tabeli 5.5, zas sktad calej mieszaniny w tabeli

5.6.

Tabela 5.5. Sekwencje starteré6w uzytych do reakcji PCR

Nazwa startera Sekwencja startera

hsp72 sens 5—- ATGCGGCCAAGAACCAGGTG- 3’
hsp72 antysens 5 - GCGCTGCGAGTCGTTGAAGT -3’
gapdh sens 5 — CACCCATGGCAAATTCCATGGC -3’
gapdh antysens. 5 - TCTAGACGGCAGGTCAGGTCC -3
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Tabela 5.6. Sklad mieszaniny uzytej do reakcji PCR

Stgzenie wyjsciowe | Stgzenie koncowe | V w 25 ul (ul)

cDNA - - 5

H,O - - 9,5
Starter dla Asp72 sens. 30 uM 0,84 uM 0,7
Starter dla Asp72 antysens. 30 uM 0,84 uM 0,7
Starter dla gapdh sens 30 uM 0,84 uM 0,7
Starter dla gapdh antysens. 30 uM 0,84 uM 0,7
Polimeraza Taq rec lu/wl 0,7u 0,7
dNTP mix 2mM 2mM 2,5
MgCl, 25 mM 2 mM 2

Bufor reakcyjny 10x Ix 2,5

Reakcje PCR przeprowadzano w termocyklerze Mastercycler personal (Eppendorf,

Niemcy). Po wstgpnej denaturacji w temperaturze 94°C przez 4 minuty,

nastgpowato 30 cykli wedlug schematu: 94°C /4 min., 63°C/30 s., 74°C/1 min., a

na zakonczenie 74°C/4 min. Po zakonczonej reakcji mieszano 5 pl produktu PCR z

3 ul buforu obciazajacego, ktéra to mieszaning poddawano elektroforezie w 1%

zelu agarozowym, barwionym bromkiem etydyny (1 pug/ml) pod napigciem 75V.

Zel fotografowano w $wietle ultrafioletowym i jego negatyw poddawano analizie

densytometrycznej, wykorzystujac program Scionlmage 2005 (por. ppkt 5.7.7).

5.9. Analiza statystyczna

Weryfikacji o zgodnosci pomigdzy zbiorem wartosci badanej préby, a rozktadem

normalnym, dokonano przy uzyciu testu Shapiro — Wilka. W zaleznosci od tego czy

rozktad byt normalny czy tez nie, wyniki przedstawiono jako $rednie arytmetyczne +

odchylenie standardowe lub jako warto$§¢ mediany z podanymi warto$ciami minimalnymi i

maksymalnymi.

Weryfikacjg statystyczng istotnosci migdzy $rednimi poszczegdlnych préb

niezaleznych, przeprowadzano za pomoca testu T-studenta. Dla weryfikacji istotnosci

warto$ci median uzyto testu U Manna — Whitneya (dla prob niezaleznych), testu kolejnosci

par Wilcoxona (dla préb zaleznych), a wigc testow nieparametrycznych.
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Zaleznosci migdzy ocenianymi zmiennymi, oceniano przy pomocy wspéoiczynnika R
korelacji dla zmiennych nieparametrycznych Spearmana.

Wszystkie analizy byly istotne statystycznie dla p<0,05. Obliczen dokonywano przy
pomocy programu Statistica 7.0, firmy StatSoft Inc. (USA).

36



6. Krytyczna ocena materiatu i metod

Pomimo staran jakie zostaly dotozone w celu odpowiedniego doboru badanych grup,
zaplanowania do§wiadczen 1 optymalizacji uzytych metod, nie udato si¢ unikna¢ kilku
niedociagnig¢.

Sredni wiek os6b wchodzacych w sktad grupy kontrolnej byt nizszy, niz $redni wiek
poszczegdlnych grup pacjentow. Roznice te byly statystycznie istotne w przypadku grupy
pacjentéw leczonych zachowawczo 1 hemodializami w poréwnaniu z grupa kontrolna.
Niestety znalezienie zdrowych oséb w wieku powyzej 60 lat, chgtnych do wzigcia udziatu
w badaniach okazato si¢ bardzo trudne. Moglo to mie¢ znaczenie dla wynikéw niniejsze;j
pracy, jako, ze ekspresja biatka Hsp72 zmniejsza si¢ wraz z wiekiem (Singh, Kolvraa et al.
2006). Szerzej problem ten oméwiono w dyskusji. Ze wzgledow finansowych nie
zdecydowano si¢ na petny panel badan laboratoryjnych u 0séb z grupy kontrolne;j.

Wobec niewystarczajacej ilosci uzyskiwanego mRNA i biatka, izolowanych z
badanych komoérek, co z kolei wynikato z matej liczby tych komérek, u czgsci badanych
pacjentdw nie zdotano oznaczy¢ poziomu biatka Hsp72 1 mRNA powstatego w procesie
transkrypcji jego genu wszystkimi zaplanowanymi metodami.

Wskutek braku dostgpu do odpowiedniej aparatury, nie udato si¢ wyizolowac
makrofagéw otrzewnowych z catej populacji leukocytéw otrzewnowych uzyskiwanych z
ptynéw dializacyjnych pacjentow leczonych metoda CADO. W zwiazku z tym biatko
oznaczane metoda Western — immunoblotting oraz mRNA, metoda RT-PCR, pochodzito
nie tylko z makrofagdéw otrzewnowych, ale réwniez z innych komérek (limfocyty,
komérki mezotelium), ktére stanowity ok. 25% leukocytow otrzewnowych. Obnizylto to
wigc wiarygodno$¢ porownania ekspresji biatka Hsp72 z monocytami krwi obwodowe;.

Niestety, wskutek braku dostgpu do odpowiedniej aparatury nie zdotano uzy¢ bardziej
czutej metody oznaczania poziomu mRNA, polegajacej na mierzeniu poziomu produktéw
reakcji PCR w czasie rzeczywistym (ang. Real Time PCR). Wada tradycyjnej metody
PCR, uzytej w niniejszej pracy w poréwnaniu z technika real time polega na tym, ze po
pewnej liczbie cykli substraty ulegaja zuzyciu i1 reakcja osigga plateau, czyli pomimo
kolejnych cykli ilo§¢ produktéw nie zwigksza sig. Spowodowane jest to takze
hybrydyzacja produktow ze soba. Nie ma wigc mozliwosci bardzo doktadnego okreslenia
poczatkowej liczby kopii badanego fragmentu DNA, mierzac ilos¢ produktu na koncu

reakcji PCR.
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Badanie kliniczne polegajace na leczeniu pacjentéw dializowanych otrzewnowo
dwoma r6znymi ptynami (Dianeal i Physioneal), powinno zosta¢ rozszerzone o etap
ponownej 12 tygodniowej kuracji pierwszym ptynem. Ze wzgledow etycznych oraz bardzo
matej grupy badanej, odstapiono od kontynuowania badania. Z réznych powodéw
niemozliwe bylo zwigkszenie grupy pacjentéw leczonych tymi ptynami, co istotnie
obnizylo statystyczna warto$¢ uzyskanych wynikow.

Stgzenie biatka C-reaktywnego oznaczano standardowa metoda. Uzycie metody
wysokoczutej (high sensitivity CRP, hsCRP), ktéra charakteryzuje si¢ doktadniejszym

pomiarem ponizej 10 mg/l, byloby bardziej wiarygodne.
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7. Wyniki

7.1. Porownanie poziomu biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej badanych

grup metoda cytometrii przeplywowej

Rycina 7.1. przestawia przyktadowe wykresy punktowe (ang. dotplot), bedace
graficzna postacia danych zebranych przy pomocy cytometru, podczas odczytywania
fluorescencji monocytéw izolowanych z krwi 1 osoby z kazdej grupy. O$ X to $rednia
intensywnos¢ fluorescencji (MFI) przeciwciala dla receptora CD14, za$ Y przeciwciata
anty-Hsp72. Monocyty byty identyfikowane jako komérki CD14 pozytywne (prawa, gorna
¢wiartka kazdego wykresu) i w tej populacji okreslano intensywnos$¢ fluorescencji

przeciwciata anty-Hsp72.
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Ryc. 7.1. Przykladowe wykresy $redniej intensywnosci fluorescencji dla kazdej z badanej grup.

Histogram, czyli wykresy liczby komoérek w funkcji wartosci ich fluorescencji
przeciwciata anty-Hsp72, dla kazdej z badanych grup przedstawiono na rycinie 7.2. Im
wykres jest bardziej przesunig¢ty w prawo na osi OX, tym wigksza jest $rednia
intensywnosc¢ fluorescencji wszystkich zliczonych komoérek, ktérych ilos¢ przedstawia o$

oY.
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Ryc. 7.2. Przykladowe histogramy $redniej intensywnosci fluorescencji przeciwciala anty-Hsp72 w

monocytach kazdej z badanych grup.

Poziom biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej, mierzony jako srednia

intensywnos¢ fluorescencji, byt statystycznie istotnie nizszy w grupie pacjentéw z PNN

leczonych zachowawczo i leczonych hemodializami w poréwnaniu z grupa kontrolna

(odpowiednio 359+82,6 vs. 404,5+50,6 1 293,3+62,4 vs. 404,5+£50,6) (ryc. 7.3).
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Ryc.7.3. Porownanie ekspresji biatka Hsp72 w monocytach pacjentéw z PNN oraz w monocytach
grupy kontrolnej.
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Natomiast nie znaleziono statystycznie istotnej roznicy w poziomie biatka Hsp72

oznaczanego metoda cytometrii przeptywowej, w monocytach grupy kontrolnej i grupy

pacjentéw dializowanej otrzewnowo (odpowiednio 404,5+50,6 vs 403,3+134,27) (ryc.

7.3). Statystycznie istotne réznice pomig¢dzy grupami pacjentéw z PNN stwierdzono w

przypadku pacjentéw hemodializowanych, u ktérych poziom biatka Hsp72 w monocytach

byt nizszy zaréwno w poréwnaniu do pacjentéw leczonych CADO, jak i zachowawczo

(ryc. 7.3).
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Ryc. 7.4. Poréwnanie ekspresji Hsp72 w monocytach krwi obwodowej izolowanej przed i po zabiegu
hemodializy od tych samych pacjentéw. Kazda linia reprezentuje jednego pacjenta (gérny panel).
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Monocyty izolowane z krwi pobranej po zabiegu hemodializy, wykazywaly znaczaco
wyzszy poziom Hsp72 w poréwnaniu do monocytoéw izolowanych z krwi pobranych przed
zabiegiem hemodializy od tych samych pacjentéw (odpowiednio 317+65,9 vs 293,3+62.4).
Jednakze poziom ten byt réwniez statystycznie znamiennie nizszy w poréwnaniu do

kontroli (ryc. 7.4).

7.2. Porownanie poziomu mRNA genu isp72 w monocytach krwi obwodowej
badanych grup
W celu poréwnania ekspresji genu hsp72, wyrazanej poziomem mRNA powstajacego
w procesie transkrypcji, w monocytach krwi obwodowej pacjentow z PNN i grupy
kontrolnej zastosowano metod¢ RT-PCR. Rycina 7.5 ilustruje przyktadowy wynik
oznaczania poziomu mRNA w monocytach krwi obwodowej, w postaci zelu agarozowego

z rozdzielonymi elektroforetycznie produktami reakcji RT-PCR.

pz WM Kontrola CADO HD PNN

gapdh

hsp72

Ryc. 7.5. Przykladowy zel agarozowy przedstawiajacy produkty reakcji RT-PCR dla jednego z
pacjentow z kazdej badanej grupy. WM - molekularny wzorzec masowy, pz - liczba par zasad
odpowiadajaca danemu prazkowi wzorca masowego.

Stosunek poziomu mRNA genu Asp72 i mRNA genu gapdh (gen referencyjny), czyli
wzgledna ilos§¢ mRNA genu Asp72, byt statystycznie istotnie nizszy tylko w przypadku
grupy pacjentéw hemodializowanych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (ryc. 7.6).
Ponadto, istotna réznice stwierdzono pomigdzy grupa pacjentéw hemodializowanych i
pacjentéw dializowanych otrzewnowo (ryc. 7.6). Srednia warto$¢ stosunku hsp72/gapdh w

grupie kontrolnej wynosita 0,48+0,1 (n=23, min.=0,3, max.=0,69), w grupie pacjentow
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hemodializowanych 0,39+0,1 (n=22, min.=0,21, max.=0,6), w grupie pacjentow leczonych
metodag CADO 0,48+0,14 (n=21, min.=0,21, max.=0,8) zas w grupie pacjentéw leczonych

zachowawczo 0,45+0,1 (n=22. min.=0,29, max.=0,68).
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Ryc. 7.6. Poréwnanie poziomu mRNA genu /sp72 w monocytach krwi obwodowej grupy
kontrolnej oraz pacjentéw kazdej z badanych grup.

Ekspresja genu hsp72 wyrazana poziomem mRNA w monocytach krwi pobranej przed
zabiegiem hemodializy, byta nizsza niz po zabiegu (0,39+0,1 vs. 0,44+0,09, p=0,008,
n=22)(ryc. 7.7). Nalezy zaznaczy¢, ze w odréznieniu od pomiaréw poziomu biatka,
dokonywanych przy pomocy cytometrii przeptywowej, nie zaobserwowano statystycznie
istotnej ré6znicy pomigdzy ekspresja genu hsp72 wyrazana poziomem mRNA w
monocytach os6b zdrowych 1 monocytach pacjentéw izolowanych z krwi pobranej po
zabiegu hemodializy.

Stwierdzono statystycznie istotng korelacje pomiedzy poziomem mRNA genu hsp72
(mierzonego jako stosunek gestosci prazka hsp72 i genu referencyjnego gapdh), a
poziomem biatka, obliczona dla wszystkich badanych oséb (ryc. 7.8).

W poszczegblnych grupach korelacja ta byla statystycznie istotna w przypadku pacjentéw
leczonych zachowawczo (R=0,45; p=0,049; n=19) i leczonych metoda CADO (R=0,61;
p=0,003; n=21). W grupie pacjentéw leczonych HD korelacji takiej nie stwierdzono.
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Ryc. 7.7. Poréwnanie ekspresji genu isp72 wyrazanej poziomem mRNA w monocytach krwi
obwodowej izolowanej przed i po zabiegu hemodializy od tych samych pacjentow. Kazda linia
reprezentuje jednego pacjenta (gérny panel).
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Ryc. 7.8. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem biatka Hsp72, a poziomem mRNA genu ksp72 w monocytach
krwi obwodowej. Wykres prezentuje dane wszystkich osob z kazdej grupy, u ktérych mierzono poziom
mRNA.

7.3. Zaleznosci pomiedzy poziomem biatka Hsp72 w monocytach krwi
obwodowej, a wybranymi parametrami klinicznymi
Nie stwierdzono, znamiennej korelacji pomiedzy poziomem biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej, a wiekiem badanych oséb (ryc. 7.9). Obserwacja ta dotyczy
rowniez obliczen dokonanych w obrgbie poszczegdlnych grup badanych pacjentow i

zdrowych ochotnikéw.
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Ryc. 7.9. Zaleino$¢ pomigdzy wiekiem, a poziomem biatka Hsp72 os6b wszystkich badanych grup.
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Poziom mRNA genu Asp72 wykazuje istotnie statystyczng korelacj¢ z wiekiem
wszystkich oséb, u ktérych wykonano badania. Jakkolwiek wspétczynnik korelacji jest

niewielki (ryc. 7.10). Zaleznosci tej nie stwierdzono w zadnej z poszczegdlnych badanych

grup.
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Ryc. 7.10. Zalezno$¢ pomiedzy wiekiem, a poziomem mRNA genu isp72 w monocytach krwi
obwodowej wszystkich badanych osob.

Nie stwierdzono statystycznie istotnej korelacji pomigdzy dtugoscia okresu
dializoterapii (hemodializy i CADO) oraz czasem jaki uptynat od momentu rozpoznania
PNN, a poziomem biatka Hsp72 i mRNA genu Asp72 w monocytach krwi obwodowe;.

W grupie pacjentéw leczonych zachowawczo stwierdzono, iz poziom biatka Hsp72
ujemnie korelowat z poziomem kreatyniny (ryc. 7.11), BUN (ryc. 7.12) i biatka C-
reaktywnego (ryc. 7.13), a dodatnia korelacj¢ zaobserwowano w przypadku wskaznika
GFR (ryc. 7.14.). Nie stwierdzono zadnej zaleznos$ci pomig¢dzy pozostatymi parametrami
laboratoryjnymi i klinicznymi, a poziomem biatka Hsp72, jak rowniez poziomem mRNA
genu hsp72.

Ponadto w tej grupie pacjentdw stwierdzono dodatnia korelacje pomigdzy poziomem
biatka CRP, a poziomem kreatyniny (R=0,54; p<0,05; n=20) oraz pomigdzy poziomem
biatka CRP, a poziomem BUN (R=0,45; p<0,05; n=20).
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Ryc. 7.11. Zalezno$¢ pomiedzy poziomem Kkreatyniny, a poziomem biatka Hsp72 w monocytach krwi
obwodowej pacjentow leczonych zachowawczo.
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Ryc. 7.12. Zaleznos$¢ pomiedzy poziomem BUN, a poziomem biatka Hsp72 w monocytach krwi
obwodowej pacjentow leczonych zachowawczo.
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Ryc. 7.13. Zaleino$¢ pomigdzy poziomem CRP, a poziomem bialka Hsp72 w monocytach krwi
obwodowej pacjentéow leczonych zachowawczo.
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Ryc. 7.14. Zaleznos$¢ pomiedzy wskaznikiem GFR, a poziomem biatka Hsp72 w monocytach krwi
obwodowej pacjentow leczonych zachowawczo.

Parametry laboratoryjne i kliniczne pacjentéw hemodializowanych i dializowanych

otrzewnowo nie korelowaly w sposéb statystycznie istotny, zaréwno z poziomem biatka,

jak 1 poziomem mRNA genu Asp72 w monocytach krwi obwodowe;.
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7.4. Porownanie poziomu biatka CD14 na powierzchni monocytow krwi
obwodowej badanych grup
Poniewaz poziom receptora CD14 moze ulega¢ zwigkszeniu pod wplywem stymulacji
monocytéw migdzy innymi przez LPS, pomiar jego ilo$ci moze postuzy¢ do oceny stopnia
aktywacji monocytéw, co zostanie szerzej omowione w dyskusji. I w tym wiasnie celu

wykonano ponizsza analizg.
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Ryc. 7.15. Porownanie poziomu biatka CD14 na powierzchni monocytéw krwi obwodowej wszystkich
badanych grup.
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Ryc. 7.16. Zaleznos$¢ pomiedzy poziomem receptora CD14, a poziomem biatka Hsp72 w monocytach
krwi obwodowej pacjentéw dializowanych otrzewnowo.
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Statystycznie istotng r6znicg w poziomie receptora CD14 zaobserwowano tylko

pomigdzy grupa kontrolng 1 grupa pacjentéw dializowanych otrzewnowo.

Mediana grupy kontrolnej wyniosta 40,5 (min.- 25, max. — 114, n=30), za$ grupy

dializowanej otrzewnowo 56 (min. — 24, max. — 120, n=28)(ryc. 7.15).

Nie zaobserwowano zadnych réznic w ekspresji receptora CD14 na powierzchni

monocytow izolowanych z krwi przed i po zabiegu hemodializy.

W grupie pacjentéw dializowanych otrzewnowo stwierdzono, iz poziom biatka Hsp72

ujemnie korelowal z poziomem receptora CD14 (ryc. 7.16). Korelacji tej nie stwierdzono

w zadnej innej badanej grupie oraz biorac pod uwagg cata badana populacjg.

Stwierdzono, iz poziom biatka CD14 nie korelowatl znamiennie z wiekiem wszystkich

badanych os6b (n=123). Statystycznie istotna ujemna korelacj¢ zauwazono w grupie

pacjentéw hemodializowanych, za$ w grupie kontrolnej — korelacje dodatnia (ryc. 7.17).
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Ryc. 7.17. Zalezno$¢ pomiedzy wiekiem, a poziomem receptora CD14 w grupie pacjentéw
hemodializowanych (gérny panel) i grupie kontrolnej (dolny panel).
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Nie znaleziono korelacji pomigdzy poziomem receptora CD14, a zadnym innym

parametrem w zadnej z grup.

7.5. Analiza poziomu biatka Hsp72 i mRNA genu Aisp72 w komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej i leukocytach otrzewnowych pacjentow
dializowanych otrzewnowo

W celu oceny poziomu biatka Hsp72 w komorkach jednojadrzastych krwi obwodowej 1
leukocytach otrzewnowych, postuzono si¢ metoda cytometrii przeptywowej, western-
immunoblotting oraz RT-PCR.

Rycina 7.18 przedstawia przyktadowy histogram pokazujacy $rednia intensywnos¢
fluorescencji monocytow krwi obwodowej i makrofagéw otrzewnowych izolowanych z
ptynu podializacyjnego tego samego pacjenta. Pokazuje on, iz ekspresja biatka Hsp72 w
makrofagach otrzewnowych jest wyzsza. R6znica ta jest statystycznie istotna. Srednia
intensywnos¢ fluorescencji w monocytach krwi wyniosta 304,93+82.4, za§ w makrofagach
otrzewnowych - 458,56+99.4 (p<0.001, n=16).

Roéznicg tg potwierdzito badanie poziomu biatka Hsp72 metoda western-
immunoblotting, przeprowadzone na grupie 6 pacjentéw. Jakkolwiek, w wyniku braku
mozliwosci izolacji komérek CD14+, poréwnywano komérki jednojadrzaste krwi z cala
populacja leukocytéw otrzewnowych tych samych pacjentéw (ryc. 7.19). Ilo$¢ biatka
Hsp72 mierzona skalg szarosci (por. ppkt. 5.7.7) byla istotnie wyzsza w leukocytach
otrzewnowych, niz w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej (odpowiednio
115,42422 .4 wobec 64,96+17,69, p=0,01, n=6).

Badania poziomu mRNA dokonano réwniez w komorkach jednojadrzastych krwi
obwodowej i w catej populacji leukocytéw otrzewnowych. Srednia stosunku hsp72/gapdh
w leukocytach otrzewnowych byta istotnie wyzsza niz w komoérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej (odpowiednio 0,58+0,19 vs. 0,42+0,12, p<0,001, n=13)(ryc. 7.20).

Badanie przy uzyciu cytometru przeptywowego, nie wykazato istotnych réznic w
poziomie biatka CD14 na powierzchni monocytéw krwi obwodowej i makrofagéw

otrzewnowych.
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Ryc. 7.18. Przykladowy histogram poréwnujacy MFI monocytéw krwi oraz makrofagow
otrzewnowych jednego pacjenta (gérny panel) oraz poréwnanie ekspresji Hsp72 w monocytach krwi i
makrofagach otrzewnowych izolowanych od tych samych pacjentéw. Kazda linia reprezentuje jednego

pacjenta (dolny panel).
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Ryc. 7.19. Zdjecie przykladowej blony nitrocelulozowej, otrzymanej podczas oznaczania poziomu
biatka Hsp72 u 2 pacjentéw metoda western-blotting. 10 ng — 10ng oczyszczonego biatka Hsp72;
PMBC - komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej; LO —leukocyty otrzewnowe
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Ryc. 7.20. Gorny panel - przykladowy zel agarozowy przedstawiajacy produkty reakcji RT-PCR dla 2
pacjentéw. WM - molekularny wzorzec masowy, pz - liczba par zasad odpowiadajace danemu
prazkowi wzorca masowego, PBMC — komorki jednojadrzaste krwi obwodowej, LO — leukocyty
otrzewnowe. Dolny panel — poréwnanie poziomu mRNA /sp72 mierzonego jako stosunek hsp72/gapdh
w komorkach jednojadrzastych krwi oraz leukocytach otrzewnowych. Kazda linia reprezentuje
jednego pacjenta.

7.6. Analiza poziomu bialtka Hsp72 w komérkach jednojadrzastych krwi
obwodowej inkubowanych in vitro w ptynach dializacyjnych
W celu potwierdzenia, iz zwigkszona ilos¢ biatka Hsp72 w leukocytach otrzewnowych
jest spowodowana dziataniem ptynu dializacyjnego, komorki jednojadrzaste krwi

obwodowej (PBMC) zdrowych ochotnikéw zostaty poddane dziataniu ptynéw

dializacyjnych in vitro. Poréwnano réwniez wpltyw 2 r6znych ptynéw dializacyjnych,
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buforowanych mleczanem (Dianeal) oraz dwuwegglanem (Physioneal). Schemat badania
zostal opisany w ppkt. 4.4.2. Zaobserwowano statystycznie istotng wigksza ekspresj¢
biatka Hsp72 w komoérkach poddanych dziataniu obu ptynéw dializacyjnych w
poréwnaniu do kontroli, jaka byly komoérki inkubowane w pozywce RPMI w 37°C (dla
kontroli mediana skali szaro$ci wynosita 25, min. — 19, max. — 33). Poziom biatka Hsp72
w komoérkach poddanych dziataniu ptynu Physioneal stanowit 192% poziomu kontroli
(mediana=48, min. — 28, max. — 63) i 252% poziomu kontroli w przypadku ptynu Dianeal
(mediana = 63, min. — 55, max. — 72; p=0,018 dla obu poréwnan, n=7)(ryc. 7.21).
Ekspresja w komoérkach jednojadrzastych poddanych dziataniu ptynu buforowanego
mleczanem (Dianeal) byta znaczaco wyzsza, niz w komoérkach poddanych dziataniu ptynu

dializacyjnego buforowanego dwuweglanem (Physioneal); p=0,018, n=7. (ryc. 7.21).
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Ryc. 7.21. Goérny panel — zdjecie przykladowej blony nitrocelulozowej, otrzymanej podczas oznaczania
poziomu biatka Hsp72 w dwoch eksperymentach in vitro, metoda western-blotting. 10 ng — 10ng
oczyszczonego biatka Hsp72; 4°C — komoérki inkubowane w RPMI przez 4h w 4°C; 42°C — komorki
inkubowane w RPMI przez 1h w 42°C, a nastepnie przez 3h w 37°C; 37°C — komérki inkubowane w
RPMI przez 4h w 37°C; Di. i Ph. — komérki inkubowane przez 1h w 37°C w plynie Dianeal i
Physioneal (odpowiednio), a nastepnie w RPMI przez 3h w 37°C; Dolny panel — analiza statystyczna
otrzymanych wynikéw, n=7.
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7.7. Analiza poziomu biatka Hsp72 w komérkach pacjentéow, leczonych przy
pomocy dwoch ptynéw dializacyjnych
Poziom biatka Hsp72 zostat oznaczony w monocytach krwi obwodowej oraz
makrofagach otrzewnowych 5 pacjentéw, leczonych najpierw ptynem Dianeal, a nastgpnie
ptynem Physioneal — por. ppkt. 5.2.1 oraz rycing 5.1. R6znica w poziomie Hsp72
(mierzona jako $rednia intensywnos$¢ fluorescencji, MFI) w makrofagach izolowanych z
ptynu Dianeal i Physioneal nie byla istotna statystycznie (p>0.05) — u 3 pacjentow
zanotowano wzrost ekspresji po zmianie ptynéw, u 2 spadek. Mediana MFI makrofagéw
izolowanych z Dianeal wyniosta 367 (min. — 298, maks. — 698), a izolowanych z
Physioneal — 426 (min. — 360, maks. — 498). Rowniez nie znaleziono statystycznie
znaczacych réznic w ilosci biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej — u 3 pacjentéw
ekspresja Hsp72 wzrosta po 12 tygodniowym leczeniu ptynem Physioneal, a u 2 spadta, w
poréwnaniu do komorek izolowanych po leczeniu ptynem Dianeal. Mediana MFI wyniosta

odpowiednio 235 (min.- 195, maks. - 350) 1 256 (min. — 189, max. — 301).
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8. Dyskusja

Indukcja biatek szoku termicznego w warunkach stresowych byta wykorzystana w
ocenie toksycznos$ci wielu réznych substancji. W wyniku inhalacji ozonu i kwasu
azotowego przez szczury, dochodzito w komérkach pecherzykéw ptucnych do wzrostu
poziomu biatka Hsp72, ktory byt zalezny od dawki wdychanej substancji (Wong,
Bonakdar et al. 1996). Ekspozycja in vitro ludzkich monocytéw i komérek endotelialnych
na dym tytoniowy, indukowata syntez¢ biatka Hsp72, powodowata utrate potencjatu biony
mitochondrialnej, a nastgpnie Smier¢ komorki (Vayssier, Favatier et al. 1998). Ekspresje
biatka Hsp72 w komérkach matych bezkrggowcow glebowych wykorzystano takze jako
marker zanieczyszczenia gleby nawozami sztucznymi (Nadeau, Corneau et al. 2001;
Staempfli, Becker-Van Slooten et al. 2002). Istnieje réwniez wiele prac opisujacych
odpowiedz stresowa wywotana przez dziatanie metali cigzkich na r6znego rodzaju
komoérki: monocyty (Noda, Wataha et al. 2003), keratynocyty (Nordlind 2002) oraz
komoérki endotelialne (Wagner, Hermanns et al. 1999).

Biorac pod uwage przytoczone powyzej prace, mozna stwierdzi¢, ze biatko Hsp72
wydaje si¢ by¢ dobrym markerem cytotoksycznosci roznych substancji oraz stanéw
patofizjologicznych dziatajacych na organizmy zywe. W zwiazku z powyzszym
postanowiono przeprowadzi¢ analize ekspresji biatek szoku termicznego w toksemii
mocznicowej i wptywu réznych procedur dializacyjnych na komérki pacjenta, a w
szczegodlnosci oceng przydatnosci oznaczania poziomu ekspresji biatka Hsp72 do badan

biozgodnosci ptynéw dializacyjnych.

8.1. Wplyw przewleklej niewydolnosci nerek na ekspresje¢ biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej u pacjentéw leczonych zachowawczo

W trakcie badan stanowiacych przedmiot niniejszej pracy zaobserwowano
statystycznie istotne réznice w poziomie biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej
pacjentéw z PNN leczonych zachowawczo w poréwnaniu z grupa kontrolna. Mianowicie
komorki te wykazywaty znacznie nizszy poziom ekspresji biatka Hsp72 mierzony metoda
cytometrii przeptywowej (ryc. 7.3). R6znicy statystycznie istotnej nie stwierdzono w
przypadku pomiaru poziomu mRNA genu hsp72 metoda RT-PCR (ryc. 7.6). Poziom
komérkowego biatka Hsp72 w monocytach pacjentéw w okresie przeddializacyjnym byt

tym nizszy, im bardziej podwyzszone byly markery toksemii mocznicowej (kreatynina,
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BUN) i obnizona filtracja kigbuszkowa. Swiadczy o tym ujemna korelacja pomiedzy
poziomem biatka Hsp72, a st¢zeniem kreatyniny (ryc. 7.11) 1 azotu mocznika

(BUN) w surowicy (ryc. 7.12) oraz dodatnia korelacja pomiedzy poziomem biatka Hsp72,
a wskaznikiem GFR (ryc. 7.14). Biorac pod uwage podane powyzej przyktady uzycia
ekspresji Hsp72 jako markera wptywu czynnikéw stresowych i standw patologicznych
dziatajacych na organizmy zywe, wyniki te wydaja si¢ by¢ zaskakujace. Nalezalo si¢
spodziewacd, iz czynnik stresowy, jakim jest niewatpliwie toksemia mocznicowa, bedzie
powodowat wzrost poziomu biatka Hsp72. Tymczasem obserwacja wynikajaca z
przeprowadzonych badan jest zupelnie odwrotna.

Wyjasnienia tego zjawiska mozna upatrywac¢ w tym, ze biatko Hsp72 spetnia nie tylko
funkcje chaperonowa (opiekuncza), ale rowniez wykazuje aktywnos¢ cytokinowa. Ta
druga funkcja, bedaca przedmiotem intensywnych badan w ostatnich latach, pozwala na
postawienie hipotezy ttumaczacej przyczyny obnizonej ekspresji biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej chorych z PNN.

Pacjenci z PNN leczeni zachowawczo oraz nerkozastgpczo, wykazuja objawy
uposledzonej odpowiedzi immunologicznej, zar6wno komdrkowej jak i humoralnej
(Matsumoto, Shinzato et al. 1998; Daichou, Kurashige et al. 1999). Skutkuje to m.in.
zwigkszong podatnoscia na infekcjg, uposledzona funkcja fagocytarna, zaburzona
aktywnoscia limfocytow NK, niska odpowiedzia na szczepionkeg przeciw WZW typu B czy
w koncu zwigkszonym ryzykiem wystapienia nowotworu. Zmiana w produkc;ji i
wydzielaniu cytokin prozapalnych (IL-1, TNF-a , IL-6) oraz biatek ostrej fazy moze
przyczyniac si¢ do rozwoju blaszki miazdzycowej oraz zwigkszenia ryzyka wystapienia
choréb sercowo-naczyniowych (Zimmermann, Herrlinger et al. 1999). Z czym wiaze si¢
roéwniez opisany wczesniej zespot MIA.

Monocyty biora udzial w prezentacji antygendw, oddziatywuja z limfocytami T i B,
produkuja i wydzielaja liczne cytokiny. Z jednej strony funkcja monocytéw jest hamowana
poprzez toksyny mocznicowe lub bioniezgodne wtasciwosci bton dializacyjnych, ale z
drugiej strony aktywacja monocytow powoduje stan zapalny oraz zaburzenia w uktadzie
immunologicznym pacjentéw z przewlekta niewydolnoscia nerek (Nockher and
Scherberich 1995).

Biorac pod uwagg przytoczone powyzej informacje, mozna przypuszczac, iz na
ekspresje biatek szoku termicznego w monocytach pacjentéw z przewlekta niewydolnoscia

nerek, wplywaja nie tylko czynniki stresowe, ktére w dotychczasowym pojgciu

57



Dyskusja

stymulowatyby tylko syntezg bialek Hsp72, ale rowniez ztozone procesy patologiczne
zwiazane z toksemig mocznicowa, ktére prawdopodobnie hamuja ekspresj¢ tych biatek.

Obnizona ekspresja biatka Hsp72 w monocytach chorych z PNN mogtaby wiaza¢ si¢
ze zwigkszona produkcja cytokin prozapalanych. Jak juz wspomniano we wstgpie
niniejszej pracy biatko Hsp72 hamuje syntezg cytokin prozapalnych, poprzez blokowanie
kompleksu kinazy IxB 1 w konsekwenc;ji inhibicjg czynnika NF-xB (Jo, Ko et al. 2006;
Kammanadiminti and Chadee 2006). Okazuje si¢ réwniez , iz czynnik HSF1 jest
odpowiedzialny nie tylko za regulacj¢ syntezy biatek Hsp, ale rowniez cytokin
prozapalnych (Wirth, Bureau et al. 2004). Przy czym w tych dwdch procesach dziata
przeciwstawnie — stymuluje transkrypcj¢ genéw Hsp, rownoczesnie hamujac wiazanie
czynnika NF-xB do DNA i tym samym synteze cytokin prozapalnych. W sytuacji
zmniejszonej ekspresji czynnika HSF1, co prawdopodobnie jest efektem przewleklego
dziatania toksyn mocznicowych, zmniejszeniu ulegataby synteza bialek Hsp, za$
zwigkszeniu synteza cytokin prozapalnych. Taka sytuacj¢ obserwujemy wiasnie w
przypadku chorych z PNN. Potwierdzeniem tej hipotezy jest obnizenie poziomu biatka
Hsp72 wraz ze wzrostem st¢zenia biatka c-reaktywnego w surowicy pacjentéw z PNN
leczonych zachowawczo (ryc. 7.13), bedacego markerem stanu zapalnego.

Nie mozna wykluczy¢ réwniez, iz zmniejszony poziom komdrkowego Hsp72 wynika z
wydzielania tego biatka do przestrzeni migdzykomoérkowej. Stwierdzono bowiem, iz
poziom mRNA genu hsp72, w przeciwienstwie do poziomu biatka, nie r6znit sig istotnie
od grupy kontrolnej 1 nie korelowat z parametrami opisujacymi stopien zaawansowania
PNN w grupie pacjentéw leczonych zachowawczo. Sugeruje to, ze niski poziom biatka nie
jest wynikiem regulacji ekspresji, ktéra odbywa si¢ na poziomie transkrypcji. Jakkolwiek
stwierdzono dodatnia korelacje pomigdzy ekspresja genu, a poziomem biatka Hsp72 w tej
grupie chorych. Te sprzeczne obserwacje wymagaja wyjasnienia w toku dalszych badan.

Prowadzone badania in vitro potwierdzaja mechanizm, w ktérym komoérki krwi pod
wplywem specyficznych czynnikéw stresowych aktywnie wydzielaja biatko Hsp72 na
zewnatrz komorki, co skutkuje jego zmniejszonym poziomem wewnatrz komorki (Hunter-
Lavin, Davies et al. 2004). Niewykluczone, iz taki mechanizm zachodzi w komérkach
poddanych dziataniu toksyn mocznicowych. Uwolnione biatko Hsp72 réwniez moze
stymulowac¢ produkcje cytokin prozapalnych i ttumaczy¢ w ten sposob fakt korelacji z
biatkiem c-reaktywnym. Udowodniono, iz biatka Hsp, w tym Hsp72, uwalniane w procesie
ropadu komérki lub aktywnego transportu, moga by¢ potencjalnymi czynnikami

aktywujacymi uktad odpornosciowy (Wallin, Lundqvist et al. 2002). Aktywacja ta
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polegata m.in. na stymulacji monocytéw i makrofagéw do produkc;ji cytokin prozapalnych
1 tlenku azotu, poprzez wiazanie sig biatek Hsp do receptora CD14 wystgpujacego na ich
powierzchni. Biatko CD14 jest czasteczka o masie 55 kDa, zakotwiczona w blonie
komérkowej przy pomocy glikofosfatydylo-inozytolu i stanowi gtéwny receptor dla
lipopolisacharydu (LPS), ktéry stymuluje jego ekspresje (Stelter 2000). Z kolei leki
immunosupresyjne ta ekspresj¢ hamuja. Ponadto biatko CD14 odpowiada za
rozpoznawanie i fagocytoze ciatek apoptotycznych (Nockher and Scherberich 1995).
Mozna wigc uzna¢, iz oznaczanie ekspresji receptora CD14 na powierzchni monocytow
moze stuzy¢ nie tylko do identyfikacji tej populacji komorek, ale rowniez jako marker ich
aktywacji. W sytuacji, w ktérej uwolnione biatko Hsp72 miatoby stymulowa¢ komorki
uktadu odpornosciowego, badane przez nas monocyty stanowityby wigc zaréwno zrédto,
jak i cel biatka Hsp72, ktore zwigkszatoby ekspresj¢ biatka CD14. W przeprowadzonych
badaniach mediany ekspresji CD14 w monocytach wszystkich grup pacjentéw z PNN byty
wyzsze niz w grupie kontrolnej (ryc. 5.15). Jakkolwiek brak znamienno$ci statystycznej
obserwowanych réznic oraz brak korelacji migdzy poziomem biatek Hsp72 i CD14 w
grupie pacjentow leczonych zachowawczo sprawia, ze hipoteza mowiaca o sekrecji biatka
Hsp72 pod wptywem toksyn mocznicowych oraz jego roli w aktywacji monocytow

wymaga potwierdzenia w toku dalszych badan.

8.2. Wplyw przewleklej niewydolnosci nerek na ekspresje¢ biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej u pacjentéw leczonych hemodializami i CADO

Monocyty krwi obwodowej pacjentéw hemodializowanych wykazywaty znacznie
nizszy poziom biatka Hsp72 mierzony metoda cytometrii przeptywowej, jak i poziom
mRNA, mierzony metoda RT-PCR niz monocyty oséb zdrowych. Wyttumaczeniem tego
faktu, mégtby by¢ réwniez wptyw toksemii mocznicowej oraz mechanizmy opisane w
przypadku pacjentéw leczonych zachowawczo. Jednakze poziom biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej pacjentéw hemodializowanych, jak i mRNA, byt znaczaco
nizszy, niz w grupie pacjentéw leczonych zachowawczo, mimo iz $redni poziom BUN,
bedacy gtéwnym wskaznikiem toksemii mocznicowej byl rowniez nizszy u pacjentow
hemodializowanych. W grupie tych pacjentéw nie stwierdzono réwniez korelacji
pomigdzy poziomem Hsp72, a stgzeniem azotu mocznika, jak rowniez wspdtczynnikiem
Kt/V, okreslajacym adekwatno$¢ hemodializy. Analizujac wptyw pojedynczego zabiegu
hemodializy na poziom biatka Hsp72 i mRNA genu hsp72, stwierdzono ich istotny wzrost

u prawie wszystkich pacjentéw (ryc. 7.4). Sugeruje to, ze procesy zachodzace podczas
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krazenia pozaustrojowego opisane we wstgpie pracy, $wiadczace o bioniezgodnosci
zabiegu, nasilaja ekspresj¢ biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej. Do tego stopnia,
iz poziom mRNA nie r6znit si¢ istotnie od poziomu mRNA w monocytach grupy
kontrolnej. Nalezy zaznaczy¢, ze probka krwi do badan byla pobierana w chwili
zakonczenia dializy. Gdyby odroczono czas pobrania probki krwi, woéwczas w wyniku
zachodzacej translacji w monocytach, poziom biatka méglby by¢ jeszcze wyzszy.

Mozna przypuszczad, iz nizszy poziom biatka Hsp72 u pacjentéw hemodializowanych,
moze by¢ wynikiem ciaglej stymulacji monocytéw. Czesty kontakt z btonami dializatoréw
1 liniami krwi 1 tym samym ciaglta aktywacja odpowiedzi szoku termicznego, moze
prowadzi¢ do ostabienia syntezy bialek Hsp72 w odpowiedzi na kolejne bodzce. Podobne
zjawisko opisano w komdrkach migsni szczuréw. Nagty wysilek fizyczny powodowat
mniejszy wzrost poziomu biatka Hsp72 u szczuréw, ktére regularnie ,,trenowaty”, niz u
szczurOw zwykle nieaktywnych fizycznie (Gonzalez, Hernando et al. 2000). Podobne
zjawisko zaobserwowano w trakcie badan in vitro, w ktérych komoérki neuroblastyczne
poddawane statemu dziataniu mocznika wykazywaly zwigkszenie ekspresji biatka Hsp72.
Jednak wraz z uptywem czasu inkubacji, poziom Hsp72 malat, za§ ponowna stymulacja
podczas nastgpnego eksperymentu skutkowata nizszym poziomem odpowiedzi szoku
termicznego. Wg autoréw moze to swiadczy¢ o dostosowywaniu si¢ komorek uktadu
nerwowego do przewlektych warunkéw stresowych, w tym przypadku mocznicy,
skutkujace poprawa ich funkcji. Moze to thumaczy¢ tagodniejsze objawy neurologiczne
encefalopatii u pacjentéw z PNN niz u pacjentéw z ostra niewydolnoscia nerek (Maddock
and Westenfelder 1996).

Jakkolwiek zaobserwowany w trakcie badan brak réznic w ekspresji receptora CD14
na powierzchni komérek izolowanych przed i po zabiegu hemodializy, mogace;]
odzwierciedla¢ stopien aktywacji komorek i ich wyczerpania, jest niejasny.

Wyjasnienia wymaga réwniez kwestia, dlaczego u pacjentéw dializowanych
otrzewnowo poziom biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej byt niemal identyczny
jak w grupie kontrolnej i wyzszy niz w grupie pacjentéw hemodializowanych i leczonych
zachowawczo. Niewatpliwie wytlumaczeniem moze by¢ mniejszy wptyw toksemii
mocznicowej, jako, ze poziom BUN byt statystycznie istotnie nizszy, niz w grupach
pacjentéw leczonych zachowawczo 1 hemodializowanych (przed zabiegiem). By¢ moze
jest to spowodowane tym, iz dializa otrzewnowa jest metoda bardziej biozgodna, anizeli

hemodializa, a stymulacja komérek krwi obwodowej nizsza. Istotna rol¢ w wyjasnieniu
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obserwowanych réznic, moze odgrywac efektywniejsze usuwanie czasteczek o sredniej
wielkosci w czasie DO, ktére mogtyby by¢ potencjalnymi toksynami dla monocytow.

By¢ moze wptyw na wyzsza ekspresj¢ biatka Hsp72 miat fakt, iz w grupie pacjentéw
leczonych CADO u prawie polowy pacjentéw nefropatia cukrzycowa stanowita przyczyne
PNN , a cukrzyca wystgpowata dwa razy czgsciej niz w grupie pacjentow
hemodializowanych i trzy razy czgsciej niz w grupie pacjentéw leczonych zachowawczo.
Okazuje si¢ bowiem, iz komérki jednojadrzaste krwi obwodowej chorych na cukrzyceg
wykazuja wyzszy poziom biatka Hsp72, niz osoby zdrowe (Yabunaka, Ohtsuka et al.
1995). Mozliwe wigc jest, iz cukrzyca w pewnym stopniu wptywa odwrotnie na ekspresj¢
biatka Hsp72 niz toksemia mocznicowa. Jednakze poréwnujac w niniejszej pracy, poziom
biatka Hsp72 w grupie chorych z nefropatia cukrzycowa z poziomem tego biatka w grupie,
w ktorej przyczyna PNN byla nefropatia niecukrzycowa, nie stwierdzono znamiennych
roznic.

Stwierdzona ujemna korelacja pomigdzy poziomem mRNA genu Asp72, a wiekiem
oraz dostgpna literatura (Singh, Kolvraa et al. 2006), sugeruja iz zdolnos$¢ do produkcji
biatka Hsp72 obniza si¢ wraz z wiekiem. Jakkolwiek niewielka réznica wieku miedzy
badanymi grupami i duze r6znice w poziomie ekspresji biatka Hsp72, nie obserwowane w
przypadku zacytowanych badan, dotyczacych korelacji tej ekspresji z wiekiem, zdaja si¢
wyklucza¢ wptyw tego czynnika w przedstawionym badaniu.

Niejasna pozostaje zaobserwowana ujemna korelacja poziomu biatka Hsp72, a
poziomem biatka CD14 na powierzchni monocytéw pacjentow leczonych CADO.
Przyjmujac dla biatka Hsp72 rolg¢ zewnatrzkomdérkowego aktywatora monocytow, co
skutkowatoby zwigkszeniem ekspresji CD14, moglibySmy mie¢ tutaj do czynienia z
mechanizmem sprze¢zenia zwrotnego, w ktérym biatko CD14 w nieznany jeszcze sposob
hamowatoby synteze¢ biatka Hsp72. Ale fakt, iz zar6wno poziom biatek Hsp72 i CD14 byt
najwyzszy u pacjentow dializowanych otrzewnowo, wsrdd wszystkich badanych grup
stanowi zaprzeczenie tej hipotezy. W dostepnej literaturze brak jest danych méwiacych o

zwiazku miedzy poziomem ekspresji biatka Hsp72 i receptora CD14.

8.3. Wplyw stosowanych ptynow dializacyjnych na ekspresj¢ biatka Hsp72 w
komérkach pacjentéw leczonych CADO
Dotychczasowe badania wykazaty role biatek szoku termicznego jako markeréw stresu
komérkowego zwiazanego z dializa otrzewnowa. Zauwazono, ze ekspresja biatka Hsp47 w

btonie otrzewnej korelowata z dlugos$cia dializoterapii, czgstoscia wystgpowania epizodow
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zapalenia jamy otrzewnej oraz spadkiem ultrafiltracji (Shioshita, Miyazaki et al. 2000), a
takze z progresja widknienia btony otrzewnej (Mishima, Miyazaki et al. 2003).
Przytoczone we wstepie badania in vitro (Arbeiter, Bidmon et al. 2001; Aufricht,
Endemann et al. 2001) potwierdzity przydatno$¢ oceny ekspresji Hsp72 (zaréwno na
poziomie mRNA, jak i biatka) w komdrkach mezotelialnych, inkubowanych w ptynach
dializacyjnych, w celu identyfikacji czynnikow odpowiedzialnych za toksyczne
wlasciwosci. Byly to gtéwnie niskie pH ptynu dializacyjnego oraz produkty degradacji
glukozy w nim zawarte. Jednak, jak przyznaja sami autorzy tych prac, tak zaprojektowany
model in vitro symuluje tylko krétki moment rzeczywistej terapii, tuz po wprowadzeniu
ptynu dializacyjnego do jamy otrzewnej pacjenta. Wynika to z tego, ze w trakcie dializy
otrzewnowej dochodzi do szybkiej ekwilibracji ptynu dializacyjnego, czyli wyréwnania
niefizjologicznych st¢zen jego sktadnikéw z ptynami ustrojowymi. Co w konsekwencji
powoduje podwyzszenie pH ptynu do wartosci fizjologicznych i zmniejszenie jego
toksycznych wtasciwosci.

Dlatego tez opracowano model in vivo, w ktérym badano wptyw ptynéw
dializacyjnych na ekspresj¢ bialek Hsp w komérkach mezotelialnych btony otrzewne;j
(Lopez-Cotarelo, Sellhaus et al. 2000). Wada tej metody z kolei okazata si¢ trudnos¢ z
pozyskaniem materialu do badan, tzn. komoérek mezotelium. Ze wzgledoéw praktycznych i
etycznych, komorki te izoluje si¢ tylko przy okazji innych niz dializa zabiegdéw, np.
chirurgicznego wycinania zrostéw pooperacyjnych. Fakt ten uniemozliwia doktadne
zaplanowanie eksperymentow 1 przebadania wigkszej liczby pacjentow. Dlatego tez, z
wyzej wymienionych powodow zostal opracowany model w ktérym badane sg ex vivo
leukocyty poddane in vivo dzialaniu ptynu dializacyjnego (de Fijter, Verbrugh et al. 1993;
Mackenzie, Jones et al. 2000).

W niniejszej pracy, po raz pierwszy badano odpowiedz szoku termicznego, uzywajac
do badania komérki uzyskane przy uzyciu powyzszego modelu. W przedstawionym
badaniu wykazano, iz standardowa terapia przy uzyciu dializy otrzewnowej, powoduje
indukcje ekspresji biatka Hsp72 w leukocytach migrujacych do jamy otrzewnowej. Przy
pomocy cytometrii przeplywowej stwierdzono, iz makrofagi otrzewnowe wykazuja
wigksza ekspresje biatka Hsp72 niz monocyty krwi obwodowej tego samego pacjenta.
Uzywajac w tej metodzie rownoczesnego znakowania komorek przeciwciatem anty -
CD14, okreslono ekspresj¢ biatka Hsp72 w populacji makrofagéw i monocytéw (ryc.
7.18). Niestety, w zwiazku z uzyskiwaniem niewystarczajacej liczby komoérek z dializatu

otrzewnowego, analiz¢ ekspresji Hsp72 w makrofagach otrzewnowych udato si¢
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przeprowadzi¢ tylko u 16 pacjentéw dializowanych otrzewnowo. Uzywajac z kolei metody
Western-immunobloting potwierdzono wyniki uzyskane przy pomocy cytometru
przepltywowego. Jakkolwiek, wyzsza ekspresja biatka Hsp72 w tym wypadku zostata
zaobserwowana w catej populacji leukocytéw otrzewnowych i zostata poréwnana do
populacji komérek jednojadrzastych krwi obwodowej (ryc. 7.19). Niestety, nie udato nam
si¢ opracowa¢ metody izolacji makrofagéw otrzewnowych z catej populacji komorek
otrzewnowych, co skutkowato mniejsza, w poréwnaniu do metody cytometrii
przeplywowej, specyficznoscia uzyskanych wynikéw. W tych samych populacjach
komérek wykazano indukcje¢ ekspres;ji biatka Hsp72 na poziomie genu, przy uzyciu
metody RT-PCR. Wszystkie te wyniki, jednoznacznie wskazuja, iz ekspozycja leukocytéw
otrzewnowych na ptyny dializacyjne w trakcie dializy otrzewnowej, skutkuje wzrostem
ekspresji biatka Hsp72.

Bezposredni wptyw ptynéw dializacyjnych na ekspresj¢ biatka Hsp72 potwierdzono
analizujac wyniki eksperymentu in vitro, w ktérym odpowiedz szoku termicznego byta
indukowana poprzez ekspozycje komoérek jednojadrzastych krwi obwodowej na ptyny
dializacyjne. Doswiadczenie to potwierdzito réwniez, iz Dianeal, czyli ptyn dializacyjny
buforowany mleczanem, zawierajacy wigcej produktow degradacji glukozy, powoduje
silniejsza odpowiedz szoku termicznego, niz bardziej biozgodny ptyn Physioneal,
buforowany dwuweglanem i mleczanem i charakteryzujacy sig fizjologicznym pH.

W celu potwierdzenia r6znic w biozgodnos$ci ptynéw Dianeal i Physioneal,
przeprowadzono badanie kliniczne in vivo. Badanie to polegato na ocenie ekspres;ji biatka
Hsp72 w leukocytach otrzewnowych izolowanych od pacjentéw po 12 tygodniowym
leczeniu CADO z uzyciem ptynu Dianeal, a nastgpnie u tych samych pacjentéw po
dalszym 12 tygodniowym leczeniu CADO z uzyciem ptynu Physioneal. Nie stwierdzono
zadnych statystycznie istotnych réznic w poziomie biatka Hsp72 w komoérkach
izolowanych z ptynéw dializacyjnych Dianeal 1 Physioneal po 4 godzinnej obecnosci
ptynéw w jamie otrzewnej, jak rowniez w monocytach krwi obwodowej. Prawdopodobnie
wynikato to ze zbyt matej liczby pacjentéw, ktérzy ukonczyli badanie (pigciu). Nie mozna
wykluczy¢ jednak, iz opisany wczesniej proces ekwilibracji ptynéw dializacyjnych
powodujacy wyrOéwnanie si¢ st¢zen ich sktadnikéw z ptynami ustrojowymi, powoduje
zacieranie si¢ réznic w biozgodnosci (zwtaszcza pH) migdzy ptynami. Co z kolei przy 12
tygodniowym okresie leczenia, moze okazac¢ si¢ niewystarczajace do zaobserwowania

r6znic w ekspresji biatka Hsp72. Badanie to powinno zosta¢ powtérzone na odpowiednio
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duzej liczbie pacjentéw, przy jednoczesnym wydluzeniu okresu dializoterapii, z uzyciem
kazdego z ptynéw.

Procesy transportu substancji oraz migracji komoérek przez btong otrzewnej sa ztozone
i wzajemnie oddziatywuja na siebie. Dlatego tez, nie mozna wykluczy¢, iz sam proces
migracji monocytéw do jamy otrzewnej oraz ich réznicowania w makrofagi aktywuje
odpowiedz szoku termicznego (Teshima, Rokutan et al. 1996). Nie jest jeszcze jasne, czy
aktywacja ekspresji biatek szoku termicznego jest skutkiem, czy tez jednym z
mechanizméw powodujacym réznicowanie si¢ makrofagdw.

Mozna wigc stwierdzi¢, iz nasze obserwacje potwierdzaja wyniki badan biozgodnos$ci
ptynéw dializacyjnych prowadzone in vitro w komoérkach mezotelialnych w innych
osrodkach (Arbeiter, Bidmon et al. 2001). Ponadto pozwalaja one na zastosowanie oceny
ekspresji biatek szoku termicznego do badan klinicznych uwzgledniajacych ekwilibracj¢
ptynéw. Warto podkresli¢, iz przy uzyciu prostego i nieinwazyjnego sposobu
pozyskiwania komérek do badan (leukocyty otrzewnowe) oraz precyzyjnej i powtarzalnej
metody oznaczania poziomu biatka, jaka jest cytometria przeplywowa, mozna uzyskac
wazne z klinicznego punktu widzenia informacje.

Dotychczasowe eksperymenty in vitro prowadzone na catym §wiecie, okreslity rolg
biatka Hsp72 nie tylko jako markera toksycznos$ci ptynoéw, ale réwniez jako biatka o
funkcji ochronnej. Podobnie jak w przypadku ostrej niewydolnosci nerek wywotane;j
niedokrwieniem/reperfuzja, umiarkowany stres powodujacy wzrost poziomu Hsp72,
przystosowywal komorki na niekorzystne dziatanie PD. Mianowicie ludzkie komérki
mezotelialne poddane umiarkowanemu szokowi cieplnemu lub ekspozycji na ptyny
dializacyjne wykazywaty duzo wyzsza tolerancj¢ na toksyczno$¢ PD, niz komérki
niepoddane wstepnemu szokowi. Transfekcja badanych komérek Asp72 cDNA
potwierdzita bezposredni udziat biatka Hsp72 w obserwowanym mechanizmie
cytoprotekcyjnym (Bidmon, Endemann et al. 2004).

Mozna wigc stwierdzi¢, iz ostatnio opublikowane badania okreslity rolg biatka Hsp72
nie tylko jako wskaznika biozgodnos$ci ptynéw dializacyjnych, ale réwniez wskazatly jego
wazna funkcje w mechanizmie chroniagcym komérki poddane toksycznemu dziataniu tych
ptynéw. Jakkolwiek w warunkach klinicznych transfekcja cDNA lub kontrolowane
,podgrzanie” komorek jamy otrzewnej jest niemozliwe, ewentualne wykorzystanie
fizjologicznych mechanizméw regulujacych poziom biatka Hsp72 mogloby zwigkszy¢
tolerancj¢ na stosowane ptyny i tym samym zredukowac ich efekty uboczne. Obecnie

znane sa przyktady wykorzystania farmakologicznej indukcji syntezy biatka Hsp72 dla
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ztagodzenia skutkéw réznych proceséw patologicznych np. udaru mézgu czy choroby
wrzodowej zotadka i dwunastnicy. Mozna to osiagnac poprzez wywotanie warunkéw
stresowych np. zwigkszenie ilo$ci zdenaturowanych biatek lub poprzez nasilenie
fizjologicznych mechanizméw, np. wydtuzenie czasu wigzania czynnika HSF1 do DNA
(Soti, Nagy et al. 2005). Wydaje sig, iz tylko kwestia czasu jest przeprowadzenie prob
farmakologicznej stymulacji odpowiedzi szoku termicznego u pacjentéw leczonych dializa
otrzewnowa. Latwe do przeprowadzenia badanie oceniajace efektywnos$¢ takiej stymulacji,
polegajace np. na ocenie ekspresji biatka Hsp72 w leukocytach otrzewnowych, mogtoby

mie¢ potencjalnie duza wartos¢ diagnostyczna.

8.4. Kierunki dalszych badan

Wyniki niniejszej pracy wniosty szereg nowych danych, ale jednocze$nie zrodzity
szereg nowych pytan 1 wskazaty dalsze kierunki badan.

Konieczne jest powtdrzenie badania poziomu mRNA przy pomocy techniki real-time
PCR, ktéra jest duzo czulsza w poréwnaniu do zastosowanej metody. Pozwolitoby to,
razem z wynikami pomiaru poziomu cytoplazmatycznego biatka Hsp72, da¢ odpowiedz na
pytanie, czy zmniejszony poziom biatka Hsp72 w komoérkach pacjentéw z PNN wynika z
jego wydzielania czy tez zmniejszonej ekspresji, regulowanej na poziomie transkrypcji.
Wykazanie zwiazku pomig¢dzy poziomem cytoplazmatycznego biatka Hsp72 z markerami
stanu zapalnego, pozwolitoby okresli¢ jego udzial w patogenezie zespotu MIA.

Biorac pod uwagg doniesienia o polimorfizmie genu hsp72 i jego wptywie na poziom
ekspresji (Singh, Kolvraa et al. 2006), warto byloby w przysziosci podja¢ podobne badanie
w grupie chorych z PNN.

Nie ulega rowniez watpliwosci, iz zwigkszenie liczebnosci grup badanych chorych

pozwolitoby zwigkszy¢ statystyczna sit¢ poczynionych obserwacji.
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9. Whioski

. Ekspresja biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej chorych z przewlekla
niewydolnoscia nerek w okresie przeddializacyjnym jest obnizona i wykazuje
zaleznos$¢ z nasileniem toksemii mocznicowej i stanu zapalnego. Najnizszy poziom
biatka Hsp72 stwierdzono w monocytach krwi obwodowej pacjentéw leczonych
hemodializa, natomiast nie stwierdzono réznic w jego poziomie w grupie chorych
leczonych dializa otrzewnowa w poréwnaniu z ludzmi zdrowymi.

. Pojedynczy zabieg hemodializy wzmaga ekspresj¢ genu hsp72 i biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej, co moze §wiadczy¢ o bioniezgodnos$ci zabiegu.
Przyczyna obnizonego poziomu biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej
pacjentéw hemodializowanych jest prawdopodobnie przystosowanie si¢ komorek krwi
do przewlektych warunkéw stresowych wywotanych toksemia mocznicowa i
bioniezgodnoscia poszczegdlnych elementéw krazenia pozaustrojowego.

. Makrofagi izolowane z ptynu dializacyjnego wykazuja znamiennie wyzszy poziom
mRNA genu Asp72 1 biatka Hsp72, w poréwnaniu z monocytami krwi obwodowej u
tych samych pacjentéw leczonych ciagla ambulatoryjna dializa otrzewnowa.

Badania in vitro wykazaty zmniejszona ekspresje biatka Hsp72 w komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej inkubowanych z ptynem dializacyjnym
buforowanym dwuweglanem w poréwnaniu z ptynem buforowanym mleczanem, co
swiadczy o lepszej biozgodnosci ptynu dializacyjnego wodowegglanowego.

. Wydaje sig, iz model oceny poziomu biatka Hsp72 uwzgle¢dniajacy zjawisko
ekwilibracji ptynéw zastosowany w przedstawionej pracy moze by¢ przydatny do
oceny biozgodnosci ptynéw dializacyjnych.

Konieczne sa dalsze badania majace na celu wyjasnienie mechanizméw zmniejszonej
ekspresji biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej pacjentow z przewlekta
niewydolnos$cia nerek oraz jego ewentualnej roli w patogenezie powiktan zwigzanych z

tym zespotem chorobowym.
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10. Streszczenie

Ekspresja biatek szoku termicznego (Hsp) jest jednym z gtéwnych i najlepie;j
poznanych mechanizméw przeciwdziatajacych uszkodzeniu komorki. Niektore z biatek
Hsp podlegaja ciagtej ekspresji, inne, m.in. Hsp72, tylko w warunkach stresowych. Biatko
Hsp72 odgrywa istotna rolg w prawidtowym fatdowani nowopowstatych biatek oraz w
degradacji biatek uszkodzonych. Jego synteza jest regulowana przez czynnik
trankrypcyjny HSF1. Ostanie badania udowodnity wzrost poziomu Hsp72 m.in. w
komoérkach mezotelialnych poddanych dziataniu ptynéw dializacyjnych in vitro oraz in
vivo, co okreslito rolg biatka Hsp72 jako markera biozgodnosci tych ptynéw. Stosunkowo
niewiele natomiast wiadomo o wpltywie przewleklej niewydolnosci nerek oraz
poszczegdnych metod leczenia nerkozastgpczego na odpowiedz szoku termicznego.

Celem niniejszej pracy byta ocena poziomu biatka Hsp72 w monocytach krwi
obwodowej chorych z przewlekta niewydolnoscia nerek w okresie przeddializacyjnym
(ocena wplywu toksemii mocznicowej) oraz leczonych ciagla ambulatoryjna dializa
otrzewnowa i hemodializa (ocena wptywu réznych procedur leczenia nerkozastgpczego).
A takze okreslenie przydatnosci oceny poziomu ekspresji biatka Hsp72 do badania
biozgodnosci ptyndw dializacyjnych stosowanych w dializie otrzewnowe;j.

Badanie przeprowadzono u 93 chorych z przewlekta niewydolnos$cia nerek. 30 z nich
byto leczonych zachowawczo, 33 przy pomocy ciagtej ambulatoryjnej dializy
otrzewnowej, 30 — hemodializy. Grupg kontrolng stanowito 30 zdrowych, niepalacych
ochotnikéw.

Materiat do badan stanowity leukocyty otrzewnowe, wyizolowane przy pomocy
wirowania z ptynu dializacyjnego oraz komérki jednojadrzaste wyizolowane z krwi
obwodowe;.

Oznaczenia poziomu biatka dokonano metoda cytometrii przeptywowej i western-
immunoblotinng, a poziom mRNA genu Asp72 metoda RT-PCR.

Ekspresja biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej byta znaczaco nizsza w grupie
pacjentéw leczonych hemodializami i zachowawczo w poréwnaniu do grupy kontrolne;.
By¢ moze jest to spowodowane obnizong ekspresja czynnika HSF1, ktéra bytaby
odpowiedzialna nie tylko za obnizenie odpowiedzi szoku termicznego, ale réwniez za
przewlekly stan zapalny. Okazuje si¢ bowiem, iz HSF1 hamuje transkrypcje genéw
cytokin prozapalnych. Innym mozliwym wytlumaczeniem jest sekrecja biatka Hsp72 do

przestrzeni migdzykomorkowej. Jako, ze biatko Hsp72 moze dziata¢ réwniez jako cytokina
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prozapalna, to zjawisko rowniez mogtoby tlumaczy¢ stan zapalny czg¢sto towarzyszacy
PNN.

Nie zaobserwowano réznicy w ekspresji biatka Hsp72 migdzy grupa pacjentow
leczonych CADO i kontrolna. Zauwazono, iz pojedynczy zabieg hemodializy powodowat
istotny wzrost poziomu biatka Hsp72 monocytach krwi obwodowej. Ponadto stwierdzono
odwrotng zaleznos¢ migdzy poziomem biatka Hsp72, a stgzeniem kreatyniny, BUN 1
biatka c-reaktywnego w surowicy pacjentéw leczonych zachowawczo.

Zaobserwowano znaczaco wyzsza ekspresje biatka Hsp72, zar6wno na poziomie
translacji jak 1 transkrypcji, w leukocytach otrzewnowych w poréwnaniu z monocytami
krwi obwodowej tych samych pacjentow. W badaniu in vitro zauwazono istotnie wyzsza
ekspresje biatka Hsp72 w komoérkach inkubowanych w ptynie dializacyjnym
buforowanym mleczanem, niz w komoérkach inkubowanych w ptynie buforowanym
mleczanem i dwuweglanem. Réznicy w ekspresji biatka Hsp72 nie zaobserwowano w
trakcie badania in vivo, jakim byla 12 tygodniowa terapia 5 pacjentow przy uzyciu obydwu
pltynéw.

Na podstawie przeprowadzonych badan wyciagnigto nastepujace wnioski:

1. Ekspresja biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej chorych z przewlekta
niewydolnos$cia nerek w okresie przeddializacyjnym jest obnizona i wykazuje
zaleznos$¢ z nasileniem toksemii mocznicowej i stanu zapalnego.

2. Pojedynczy zabieg hemodializy wzmaga ekspresj¢ genu hsp72 i biatka Hsp72 w
monocytach krwi obwodowej, co moze swiadczy¢ o bioniezgodnosci zabiegu.

3. Przyczyna obnizonego poziomu biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowe;j
pacjentéw hemodializowanych jest prawdopodobnie przystosowanie si¢ komérek
krwi do przewleklych warunkéw stresowych wywotanych toksemia mocznicowa i
bioniezgodnoscia poszczegdlnych elementéw krazenia pozaustrojowego.

4. Badania in vitro wykazaly zmniejszong ekspresj¢ biatka Hsp72 w komérkach
jednojadrzastych krwi obwodowej inkubowanych z ptynem dializacyjnym
buforowanym dwuwe¢glanem w poréwnaniu z ptynem buforowanym mleczanem,
co $wiadczy o lepszej biozgodnosci ptynu dializacyjnego wodoweglanowego.

5. Wydaje sig, iz model oceny poziomu biatka Hsp72 uwzgledniajacy zjawisko
ekwilibracji ptynéw zastosowany w przedstawionej pracy moze by¢ przydatny do
oceny biozgodnos$ci ptynéw dializacyjnych.

6. Konieczne sa dalsze badania majace na celu wyjasnienie mechanizméw

zmniejszonej ekspresji biatka Hsp72 w monocytach krwi obwodowej pacjentow z
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przewlekta niewydolnoscia nerek oraz jej ewentualnej roli w patogenezie powiktan

zwigzanych z tym zespotem chorobowym.
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Abstract

Expression of Heat shock proteins (Hsps) is known as a major and one of the best
studied mechanisms against cellular injury. Some of Hsps are constitutively expressed in
cells, other, like Hsp72 only upon stress condition. Hsp72 plays important role in assisting
in proper folding of newly translated proteins and in refolding or degradation of denatured
proteins. Its synthesis is regulated by heat shock transcription factor (HSF1). Recent
studies revealed elevated level of Hsp72 in mesothelial cells exposed in vitro and in vivo to
peritoneal dialysis fluids (PDF), which suggests a role of Hsp72, as a marker of toxicity of
PDF. Relatively little is known about influence of chronic renal failure (CRF) and
particular methods of CRF treatment on heat shock response.

The aim of this study was to estimate of Hsp72 level in blood monocytes of patients
with chronic renal failure during pre-dialysis period (estimation of uremic toxicity
influence) and patients treated with hemodialysis and peritoneal dialysis (estimation of
influence of renal replacement therapy). The other goal was to verify, if estimation of
Hsp72 level can be used, as a reliable marker of dialysis fluids’ biocompatibilty used in
peritoneal dialysis.

The study was conducted in 93 patients with chronic renal failure. 30 of them were in
pre-dialysis period, 33 were treated with continous ambulatory peritoneal dialysis and 30
treated with hemodialysis. Control group were 30 healthy, non-smoking volunteers.

Study material consisted of peritoneal leukocytes isolated from nocturnal dialysis fluid
by means of centryfugation and mononuclear cells isolated from peripheral blood.

Expression of Hsp72 protein was assesed by flow cytometry and western-
immunobloting. mRNA level was assesed by RT-PCR.

Expression of Hsp72 in blood monocytes was significantly lower in patients treated
with hemodialysis and in pre-dialysis patients compared to control group. We speculate,
that this could be caused by decreased expression of heat shock transcription factor HSF1.
Which could also contribute to chronic inflammation, as HSF1 is responsible for
suppresion of pro-inflammatory cytokines genes’ trancription. Other possible explanation
could be secretion of Hsp72 into extracellular space. Considering the fact, that Hsp72 may
act also as a proinflammatory cytokine, secretion of Hsp72 could also explain chronic

inflammation which often occurs during chronic renal failure.
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No such difference between patients treated with peritoneal dialysis and cotrol group
was observed. It was noticed, thar single hemodialysis procedure significantly increased
Hsp72 level in blood monocytes. It was also found, that Hsp72 level negatively correlated
with serum creatinine, BUN and C-reactive protein concetration, a of patients on pre-
dialysis period.

Expression of Hsp72, both at the trancription and translation level, was significantly
higher in peritoneal leukocytes when compared to blood monocytes of the same patients.
In in vitro study, significantly higher expression Hsp72 in cells incubated in dialysis fluid
buffered with lactate than in cells incubated in dialysis fluid buffered with
bicarbonate/lactate was observed. There was no difference in Hsp72 expression in
peritoneal leukocyes during in vivo study, which was 12 weeks treatment of 5 patients
using both dialysis fluids.

Based on the results of this study one may draw following conlusions:

1. Expression of Hsp72 in blood monocytes of pre-dialysis CRF patients is decreased
and it shows negative correlation with intensification of uremic toxicity and inflammatory
state.

2. Single hemodialysis procedure increases Hsp72 protein level and hsp72 gene
expression in blood monocytes, what can be evidence for bioincompatibility of this
procedure.

3. The possible reason of decreased level of Hsp72 in blood monocytes of hemodialysis
patients could be fact of cells’ adaptation to chronic stress conditions, caused by uremic
toxicity and bioincompatibility of particular elements of extracorporeal blood circulation.

4. The in vitro study showed decreased Hsp72 expression in peripheral blood
mononuclear cells incubated in dialysis fluids buffered with bicarbonate, when compared
to dialysis fluids buffered with lactate, what proves better biocompatibility of bicarbonate
buffered fluid.

5. It seems, that model of Hsp72 expression’s estimation proposed in this thesis, can be
useful to verification of biocompatibility profile of dialysis fluids, with compliance of the
dialysis fluids equilibration phenomenon.

6. Further studies, which would allow to explain mechanisms underlaying of decreased
expression of Hsp72 in CRF patients and Hsp72 possible role in pathogenesis of

complications related to CRF, are necessary.
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