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SPIS STOSOWANYCH SKROTOW

Skroéty dotycace metod

ANOVA

DEPC
detektor FSC

detektor SSC

DNA

dNTP

EDTA

eGFR

ELISA

FACS

HRP

-jednoczynnikowa analiza wariancji (ang. one
way analysis of variance)

-dietylopiroweglan (ang. diethyl pyrocarbonate)
-detektorwiatta rozproszonego w cytometrze
do przodu (forward scatter chanel), wykonuje
pomiarswiatta rozproszonego, mierzonego

w przeditizeniu promienia laserawiatto pada
prawie pod ktem @, charakteryzuje wielkd
komorek w cytometrii przeptywowej
-detektorswiatta rozproszonego w cytometrze
do boku (ang. side scatter count); pomiar
Swiatta rozproszonego, wykonywany pogtém
90°, pozwala na analizziarnistgci komorki

w cytometrii przeptywowe;j

-kwas deoksyrybonukleinowy (ang.

deoxyribonucleic acid)

-mieszanina trifosforanow deoksynukleotyddw

(ang. deoxyribonucleotide triphosphate)

-kwas etylenodiaminotetraoctowy (ang.

ethylenediaminetetraacetate)

-szacowana filtracja kbuszkowgang.
estimated glomerular filtration rate)

-metoda immunoenzymatyczna(ang. enzyme-
linked immunosorbent assays)
-fluorescencyjny sorter komérek (ang.
fluorescence-activated cell sorting)
-peroksydaza chrzanowa (ang. horseradish
peroxidase)

-immunofluorescencja

-intensywna¢ sygnatu
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kb

kDa, kD
MDRD
MFI

NBT/BCIP

PCR

Polimeraza Redtaq

pz
RFLP

RPM

SEM

SD

TAE

WpWw

-kilo par zasad (ang. kilobase)
-tysigc Daltonow (ang. kilo Daltons)
-Modification of Diet in Renal Disease

-$rednia intensywn& fluorescencji (ang. mean

fluorescence intensity)

-chlorek nitrobluetetrazolinum/5-bromo-4-

chloro-3-indolyfosforanu

-reakcja tacuchowa polimerazy (ang.

polymerase chain reaction)

-czerwona polimeraza pochegda z bakterii

Thermus Aquatiqus
-para zasad

-polimorfizm dtugdci fragmentow
restrykcyjnych (ang. restriction fragments
length polymorphism)

-obroty na minug (ang. rotations per minute)

-btad standardowyredniej (ang. standard error

of mean)

-odchylenie standardowe (ang. Standard
deviation)

-roztwor buforugcy do elektroforezy (ang. Tris-
acetate-EDTA electrophoresis buffer)

-w polu widzenia

Inne objasnienia (w tym skroty dotygze chorob nerek)

ACR
ANA

AP-1
ARDS

-American College of Rheumatology
-przeciwciata przecivgdrowe (ang. Antinuclear
antibodies)

-activator protein-1; czynnik transkrypcyjny
-zespot ostrej niewydolrdoi oddechowej (ang.
acute respiratory distress syndrome)
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aTZN
AZA
BILAG
BCR

B-CR1
BtoKZN

Bto-rozKZN

C1-9

Clq

C3bR
CD

CD35
CR

CR1

CR2
CsA

CYC
dsDNA

ECLAM
E-CR1

FMLP

-aktywne toczniowe zapalenie nerek
-azatiopryna

-British Isles Lupus Assessment Group Scale
-receptor dla antygenu limfocytow B (ang. B-
Cell Receptor)

-ekspresja CR1 na limfocytach B

-btoniaste k$buszkowe zapalenie nerek (ang.

idiopathic membranous glomerulonephritis)

-btoniasto-rozplemowe &buszkowe zapalenie

nerek (ang. membranoproliferative

glomerulonephritis)

-sktadowe dopetniacza C1-9 (ang. complement

components C1-9)

-sktadowa dopetniacza C1qg (ang. complement

component C1q)

-receptor dla sktadnika C3b dopetniacza

-kompleks ranicowania (ang. cluster of

differentiation);

-czgsteczka CD35

-receptor dopetniacza (ang. complement

receptor)

-receptor dopetniacza typu 1(ang. complement

receptor type 1)

-receptor dopelniacza typu 2 (ang. complement

receptor type 2)

-cyklosporyna A

-cyklofosfamid

-dwuniciowy DNA (double-stranded DNA)

-erytrocyturia (ang. erythrocyturia)

-European Consensus Lupus Activity Measure

-receptor CR1 na erytrocycie (ang. Erythrocyte
CR1)

-N-formylmethionyl-leucyl-phenylalanine
5



FSGS

GC
G-CR1
GKS
IgA-KZN

KZN

LAI
LHR

MAC

MAF

MASP 1-3

MBL

MCD

M-CR1
m. cz.

MeskKZN

-ogniskowe segmentalne stwardnienie
kiebuszkéw nerkowych (ang. focal-segmental

glomerulosclerosis)

-grupa catkowita olgfa badaniem

-ekspresja CR1 na granulocytach
-glikokortykosteroidy

-nefropatia IgA (ang. IgA-glomerulonephritis)
-immunoglobuliba G

-immunoglobulina M

-grupa kontrolna

-kompleksy immunologiczne

-ktcbuszkowe zapalenie nerek

-leukocyturia(>5 WBC wpw po odwirowaniu
probki moczu)

-Lupus Activity Index

-dtugie powtdrzenia sekwencji (ang. long
homologous repeats)

-kompleks atakugcy btore (ang membrane
attack complex)

-czestas¢ alellu mniejszego (ang. minor allele
frequency)

-proteaza serynowa y#gca MBL 1-3 (ang.
MBL Associated Serine Protease 1-3)
-lektyna wazgca mannog (ang. mannan
binding lectin)

-submikroskopowe kbuszkowe zapalenie
nerek (ang. minimal change disease)
-ekspresja CR1 na monocytach

-masa czsteczkowa

-mezangialne rozplemoweckiuszkowe
zapalenie nerek (ang. mesangial proliferative

glomerulonephritis)
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MP
naTZN
n-1IgA-KZN

NT
p-dsDNA

PKZN
PKZN-NR

PKZN-R

PLT
PMSF

RBC
RCA

rCR1
RIA

RZS
SCR

Scr

sCR1
SLAM
SLEDAI-2K

TPUR
TRU

TZN

-metylprednizolon

-nieaktywne toczniowe zapalenie nerek
-wszystkie postacie MeskKZN z vggkiem IgA-
KZN

-nadcknienie ttnicze
-przeciwciato przeciw dwuniciowemu DNA

-pierwotne k¢buszkowe zapalenie nerek
-pierwotne ktbuszkowe zapalenie nerek-
nierozplemowe

-pierwotne ktbuszkowe zapalenie nerek
rozplemowe

-ptytki krwi (ang. platelets)

-fluorek fenylometylosulfonu (ang.
phenylmethylsulfonyl fluoride)

-erytrocyty (ang red blood cells)

-regulator aktywacji dopetniacza (ang. regulator

of complement activation)
-rekombinowany CR1

-metoda radioimmunologiczna (ang.
radioimmunoassay)

-reumatoidalne zapalenie stawow

-krétkie powtorzenia sekwencji (ang. short
consensus repeats)

-stezenie kreatyniny w surowicy
-rozpuszczalna forma CR1 (ang. soluble CR1)
-Systemic Lupus Activity Measure

-wskanik aktywngci tocznia rumieniowatego
uktadowego (ang. Systemic Lupus
Erythematosus Disease Activity Index)
-biatkomocz dobowy

-toczer rumieniowaty uktadowy (ang. systemic
lupus erythematosus)

-toczniowe zapalenie nerek
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uCR1 -rozpuszczalny CR1 w moczu (ang. urine CR1)

ubD -uktad dopetniacza

WBC -leukocyty (ang. white blood cells)
WKZN -wtérne kkbuszkowe zapalenie nerek
ZN -zespot nerczycowy

ZUM -zak&enie ukladu moczowego
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1. WSTEP
1.1. Wprowadzenie

Uktad dopetniacza (UD) jest exia wrodzonej odporrii, ktéra dzeki
wspotpracy z przeciwciatami uczestniczy w swoistdpowiedzi immunologicznej
[1,2]. UD bierze udziat w skutecznej obronie preém patogenom i komérkom
nowotworowym, a take przyczynia s do usuwania z organizmu kompleksow
immunologicznych (KI) oraz martwych i apoptotyczhy&omorek [3]. Szereg
receptorow dla skladnikébw dopetniacza (Complementeceptor, CR),
zlokalizowanych na tmych komaorkach, umidiwia interakcje sktadnik dopetniacza-
receptor wplywajc tym samym na wiele procesOw immunologicznych, im.
mechanizm przylegania 1 fagocytozy, aktywacjlimfocytow, absorbeg,
przetwarzanie i prezentgcpntygenu [4,5]. Obok wielu nieytpliwie korzystnych
efektéw, jakie spetnia UD dla uktadu odpofaimwego, istnieje szereg zagen,
ktére mog wynika¢ z jego nieprawidtowej kontroli. Nadmierna, lub wiasciwa
aktywacja UD mee doprowadz do uszkodzenia tkanek gospodarza, prezentacji
wikasnych antygenow, aktywacji $mierci wlasnych komorek, a tym samym
wywotania stanu zapalnego i rozwoju choréb autoimabogicznych [5]. W toku
ewolucji organizm ludzki wytworzyt szereg zabezpgc w postaci biatek
regulacyjnych, ktére majchront wlasne komorki przed skutkami niedtave]
aktywacji dopetniacza [5]. Natg do nich receptor UD typu 1 (Complement
Receptor 1, CR1, C3bR, CD35), ktoremuéwigcona jest niniejsza praca.

1.2. Budowa i aktywacja uktadu dopetniacza
UD jest to system ponad 60 biatek btonowych i os@gzch, wysgpujacych
najczsciej w formie proenzymatycznej, ktorych aktywacjastpuje w okrélonej
kolejncéci i moze przebiega trzema réanymi drogami: klasyczy alternatywgn
i lektynowg. Wszystkie trzy drogi spotyk@jsic na poziomie biatka C3 i mag
konczy¢ utworzeniem kompleksu ataku btonowego (MAC) [llp ov 90%

doprowadza do lizy komorki (Ryc. 1).
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(konwertaza C3)

CR1 . C3b ” CR1
C3c<¢=== C3bBb3b C4b2a%s——> C3—> C(C4d
(konwertaza C5) (konwertaz@b)

N

C5 ' . —— C(Cb5b
C6
@ %
C8
C5b-9

Ryc. 1. Schemat aktywacji uktadu dopetniacza. daajace s¢ strzatki oznaczaj
miejsca dziatania CR1 jako regulatora aktywacji UD
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Klasyczna droga aktywacji UD wie st z nabys odpowiedzi
odporngciowa. Wymaga udziatu przeciwciat (klasy IgM, 1gG1 lupd3), co waze
sic z koniecznéciag wczeniejszego kontaktu gospodarza ze specyficznym
antygenem zwizanym z docelowym drobnoustrojem. Aktywacja drofgisikcznej
nastpuje poprzez patzenie s C1lg z kompleksem antygen-przeciwciato [6,7].
Wywotuje to aktywagj proteaz serynowych drogi klasycznej (C1r i Clsywstanie
kompleksu C4b2a (konwertazy C3) [5]. Konwertaza re3szczepia sktadnik C3,
oddzielajc od niego fragment C3a (czynnik chemotaktycznypmifleks C4b2a
taczac sk z nowo powstatym elementem C3b tworzy nowy enzyagidklasycznej,
konwertaz C5. Efektem proteolitycznego dziatania kompleksdbZa3b jest
powstanie C5b, do ktérego pragkap Si¢ juz w SposOb nieenzymatyczny kolejno
C6, C7, C8i C9. Kompleks C5b-9 stanowi wspomniacyesniej MAC [1].

Alternatywna droga aktywacji UD zostata opisanaz jwv latach
pigcdziesptych. Stanowi czs¢ wrodzonej odporngei | umazliwia aktywacg UD
niezalenie od obecn&i przeciwciat na powierzchni drobnoustrojow. 348 sk
ze spontaniczn hydroliza C3 i pozostaje w gglym stanie aktywacji. Zapewnia
znacznie szybgz odpowied immunologiczs, dapc czas na rozwoj
precyzyjniejszej, ale wolniejszej aktywacji UD dgodlasycza. Przy pomocy
czynnika B i czynnika D, droga alternatywna prowada powstania kompleksu
C3bBb, ktéry stanowi konwertazC3 drogi alternatywnej [3]. Naginie dizy
do utworzenia konwertazy C5 (C3bBb3b). W momenoieszczepienia C5 na Cha
I C5b, obie drogi (klasyczna i alternatywnag# sic prowadac do utworzenia
C5b-9 [1].

Wrodzona lektynowa droga aktywacji UD, opisamgp&niej, r&zni sie
od klasycznej wspnym rozpoznaniem. Jej aktywacja rasije poprzez
bezpdrednie paiczenie s MBL (lektyny strukturalnie podobnej do C1q)
z sacharydami bakteryjnymi [8,9]. Z MBL zyziane § proteazy serynowe (MASP 1-
3). Za aktywagj kaskady komplementu odpowiedzialna jest gtownie SWA2
[9,10]. Rozszczepia ona C4 i C2 prowgndzdo powstania konwertazy C3,

tj. aktywnego kompleksu C4b2a [1,10].
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1.3. Lokalizacja i budowa CR1 oraz struktura genu ¢ta CR1

CR1 jest receptorem btonowym znajgym st na powierzchni wielu
komorek, m.in. erytrocytow, neutrofildw, monocytowakrofagow, eozynofiléw,
limfocytéw B i T, podocytow, komorek dendrytycznyéhkomorek Langerhansa
w skoérze [2,11-15]. Liczba receptorow CR1 na egoe (E-CR1) wynosi 10-
1000/komork (srednio okoto 500-600/komoegk i zmniejsza si fizjologicznie wraz
Z procesem starzenia ¢siczerwonych krwinek, za co prawdopodobnie
odpowiedzialna jest proteoliza powierzchniowa [16) przypadku leukocytow
ekspresja ta jest znaczniegkéza (okoto 20000/komogk Jednak bigic pod uwag
liczbe erytrocytow w stosunku do innych komorek krwizlia CR1 na erytrocytach
stanowi okoto 85-90% wszystkich CR1 na komorkaaki Ki7].

CR1 zbudowany jest z pojedynczegondacha glikoproteinowego,
sktadajcego st z czsci zewngtrzkomaorkowej, przezbtonowej i cytoplazmatycznej
(hydrofobowej) [18]. CR1 naky do tzw. genowej superrodziny RCA, ktoérej gen
zlokalizowany jest na ramieniu dtugim chromosomuwlpozycji 32 (1932) [19].
Gen skiada si z sekwencji promotorowej, nie podlegzgj translacji cgsci 5,
czesci zewnytrzkomorkowej, czsci przezbtonowej, agci cytoplazmatycznej i nie
podlegagcego translacji rejonu 3’ [20]. Cegltharakterystycznrodziny RCA jest
wystepowanie krotkich powtorzesekwencji nukleotydow SCR [3]. Jeden odcinek
SCR to okoto 60 aminokwasowsmd ktorych znajduj si¢ cztery cysteiny tworgce
dwa mostki dwusiarczkowe. Mostki dwusiarczkowe mnadzeptydowi podwojnie
zakrcony ksztalt [21]. Kade kolejne 7 SCR mima dalej pogrupowaw dtugie
powtorzenia sekwencji (LHR). Sekwencja zbudowanaS@R dotyczy czci
zewnytrzkomorkowej. Najcgstsza forma CR1 zawiera 30 SCR i skfada si
z czterech LHR, oznaczanych kolejno literami alfabeA, B, C, D [14],
obejmupcych SCR od 1 do 28 [22]. Dwa ostatnie SCR 29-3gazone g do kaica
3" LHR-D (Ryc. 2). Casteczka polipeptydowa CR1 ulega potranslacyjnej
glikozylacji. Dojrzata czsteczka zawiera kompleks oligosacharydéw (gtowriie t
| tetra-) przyhczonych do N-kaca taicucha polipeptydowego [23].

Receptor CR1 ma powinowactwo gtéwnie do skladnik®8b i C4b
dopetniacza [2,14,21,24]. W aflmie LHR-A znajduje si rejon hczacy si z C4b,
natomiast LHR-B i LHR-C zawiergj miejsce przyjczania C3b/C4b i miejsce

o aktywndci kofaktora czynnika | [22,24,25]. LHR-D zawieréementy grupowe
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uktadu Knops, specyficzne miejsceguania z MBL i miejsce wizania C1q [22,26-
28].
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Ryc. 2.Schemat budowy receptora CR1 (allel A) [22]
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1.4.Polimorfizm CR1

Ze wzgkdu na ztaona rot CR1 (patrz» funcja CR1) od kilkudziesciu lat
trwajg intensywne badania nad aiavymi polimorfizmami ludzkiego E-CR1, ktére
mog wptywat na funkcg tej molekuty. Do tej pory najbardziej poznange tezy
z nich. Pierwszy dotyczy struktury gsteczki i masy cgsteczkowej, czyli w istocie
diugcsci tancucha polipeptydowego. Drugi polimorfizm zmany jest z liczh
receptoréw na erytrocytach. Trzeci polimorfizm maiast obejmuje uktad grupowy
czerwonych krwinek Knops i wynika z pojedynczych tamji antygenowych
w obrebie eksonu 29 (SCR-25) [11,29-32]. Pajiznajduje si szczegdtowy opis

dwoch pierwszych polimorfizmow.

1.4.1. Polimorfizm zwigzany z mag czasteczkowg CR1

Receptor CR1 wyspuje w formie czterech #diych alleli r@&nigcych se
masg czsteczkovg (m.cz.). Allele oznaczanegsczterema kolejnymi literami
alfabetu: allel A (=allel F, o m.cz. 190 kD), alRl(=allel S, o m.cz. 220 kD), allel C
(allel F’; najmniejszy, o m.cz. 160 kD) i allel B (n.cz. 250 kD) [11]. Dziedziczenie
nastpuje w sposob autosomalny kodomyuyj [33]. R&nice w wielkaci czasteczki
wynikajg z raznicy w diugagci mRNA, a nie obrobki potranslacyjnej, co wskazuje
na r&ng dlugas¢ czesci polipeptydowej receptora [11,34]. Wong i wsp.
zaproponowali,ze polimorfizm CR1 zwjzany z rGng masg czgsteczek wynika
z duplikacji, lub delecji odcinka obejnygego LHR w ol¢bie pierwotnej formy
transkryptu CR1 [35]. Sugestie te potwierdzatybynice w m. cz. pomdzy
poszczegblnymi allelami, wynagzej 30 kD, co jest w przykieniu rébwne m.cz.
LHR. Allel A zawiera cztery LHR, allel B p¢ LHR, natomiast allel C trzy LHR
[36]. Predysponuje to do #dej ilosci miejsc wazagcych C3b/C4b. Allel B,
zawieragcy dodatkowy LHR, posiada dodatkowe miejsceazatce C3b/C4b
w stosunku do allelu A [21]. Natomiast allel C m@mniejsa zdolnGg¢ wigzania s¢
z C3b [35]. Cezstsze wysipowanie duych form CR1 (0o m. cz. 220 kD i 250kD)
w populacji afrykaskiej mae by zwigzane z konieczrigig pojawienia s form
z wigksz liczbg miejsc wizania C3b w populacji bardziej naceej na choroby
infekcyjne (bakteryjne, wirusowe i pasonicze) [11].
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1.4.2. Polimorfizm zwiazany z liczlp CR1 na powierzchni erytrocytow

Liczba E-CR rani si¢ znacznie u rinych osobnikow i waha w przedziale
od 100-1000 cgsteczek/komork Wydaje s¢, ze liczba E-CR1 jest genetycznie
uwarunkowana i dziedziczona w sposéb autosomalmpinupcy [34]. Zmiana
pojedynczego nukleotydu w afmie intronu 27 (w oletbie odcinka LHR-D, Ryc. 2),
prowadaca do wymiany pojedynczego nukleotydu (adeniny gmirg), jest
odpowiedzialna za polimorfizm rs111181337]. Przy wykorzystaniu enzymu
restrykcyjnegoHindlll i metody RFLP (restriction fragment length polyimpioism)
oraz techniki Southern blot, wyndiono dwa allele: allel H (high expression; 7,4kb)
i allel L (low expression; 6,9kb). W zwiku z kodominujcym sposobem
dziedziczenia, mdiwe jest powstanie trzech kombinacji: homozygoty,Hvigzane]

z wysoky ekspresj, homozygoty LL z nisk ekspregj oraz jednej heterozygoty HL
odpowiadajcej zasredni ekspregj E-CR1 [11,13,38,39]. W latach 90-tych zostata
opracowana ocena polimorfizmu rs11118133 technBCR [37]. Metoda ta
umazliwita sprawdzenie polimorfizmu na wksza skaj w badaniach klinicznych.
Polimorfizm jednego nukleotydu w dftnie intronu 27 genu CR1, czyli €i
niekodupcej genu, nie wptywa bezp@dnio na zmiany kodonéw w affie ramki
odczytu CR1, ale wydajee¢sby¢ sprzzona z mutacjami w obbie czsci kodugcej.
Réznice w sekwencji pojedynczych nukleotyddéw zostabtwierdzone w wielu
pozycjach, z czego co najmniej $&enaze powodowd zmiany w pojedynczych
aminokwasach [20]. Mutacje pojedynczych nukleotyddvktére zostaty
zidentyfikowane przy wykorzystaniu techniki PCRizgmow restrykcyjnyciBstNI,
Rsal i Mnllsg specyficzne dla allelu L i obejmum. in. wymiar guaniny na tymig
w pozycji 3093 (G3093T), adeniny na guanm pozycji 3650 (A3650G) i cytozyny
na guanig w pozycji 5507 (C5507G-ekson 33) [20]. Zmiana wkveencji
aminokwaséw mze wplywa na stabilné¢ czasteczki CR1 i zwgksz& wrazliwosé
receptora na proteoliz20].Mutacja w pozycji 5507 prowadzi do zamianylpry
na arginig, co skutkuje stworzeniem nowego miejca dla dziatanoteaz [40,41].

Powyzej opisany trojmodalny schemat dystrybucji E-CR&eatvowany jest
w populacji kaukaskiej [20], indyjskiej [42], aleenw afrykaiskiej [40]. Jednake
wyzszg ekspresj E-CR1 wykazano u rodzimych miesikaw Zachodniej Afryki
i Afroamerykanow w porownaniu do grupy Amerykandéwocpodzenia

europejskiego [11].
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Dziedziczny charakter zmiennej ekspresji E-CR1jest do kaca pewny.
Receptor ten podatny jest na proteplin vitro i moze rownie dobrze uledga
rozktadowi enzymatycznemim vivo. By¢ maze zwikkszona wewstrznaczyniowa
aktywna¢ proteaz u chorych ze stanami zapalnymi w orgamzneshorobami
nowotworowymi lub autoimmunologicznymi, wptywa naany ekspresji E-CR1
obserwowane u tych chorych [11,43]. Gluma ekspresja E-CR1 m® mig tym

samym charakter nabyty.

1.5.Rozpuszczalna forma CR1 (sCR1)

Pozbawiony cgci przezblonowej i cytoplazmatycznej ntach
polipeptydowy CR1 jest wykrywany w surowicy w foeniozpuszczalnej (soluble
CR1, sCR1) [18,44,45]. Yoon i wsp. wykazalg u oséb zdrowych gtenie sCR1
waha s¢ migdzy 13-81 ng/ml i koreluje z licabE-CR1 u tych samych oso6b [46,47].
Stezenie SCR1 stanowi okoto 7% liczby E-CR1. Struktuikgl SCR1 zachowuje taki
sam fenotyp jak CR1 na komoérkach i po oczyszczensurowicy zachowuje tak
samy aktywna¢, m. in. zdolné¢ wigzania C3b [47]. Wykazano jednate gtdwnym
zrodtem sCR1 g prawdopodobnie leukocyty. Do surowicy sCR1 dost&jgoprzez
enzymatyczg proteoliz na powierzchni komorki, dulz tworzenie pcherzykow
btonowych [46,48]. Okres biologicznego pottrwan@Ri wynosi prawdopodobnie
okoto 2-3 dni, podobnie, jak innych biatek UD [4981].

CR1 wykrywany jest rowniew moczu (UCR1). U zdrowych oséb §éo
wydalanego uCR1 wynosi okoto 3,12 + 1,15 pgikddlyydalany uCR1 zachowuje
zdolna¢ wigzania Kl optaszczonych C3b. Pascual i wsp. wykan@zgodnéc
alleli uCR1 i alleli CR1 wysipujacych na erytrocytach wtasnych (patrz polimorfizm
CR1) u pacjentow po przeszczepie nerki, co wskangenerki jako miejsce
produkcji uCR1Zr6dtem uCR1 g prawdopodobnie podocyty [46,52].

1.6. Funkcja CR1

CR1, jako cztonek rodziny RCA, ma za zadanie regatoaktywacje UD
I przede wszystkim zapobieggego nadmiernej aktywacji. Dokonuje tego poprzez

hamowanie dziatania konwertazy C3 i C5. CR1, oddpe fragmenty C3b i C4b,
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do ktérych wykazuje powinowactwo, hamuje jedndore wszystkie trzy drogi
aktywacji UD [1]. Miejsce dziatania CR1 w systenaktywacji UD zobrazowano
na Ryc. 1. CR1 dziata dodatkowo jako kofaktor cikanl, ktory inaktywuje
sktadniki C3b i utatwia rozszczepienie C3b na iC3B¢ i C3dg. Fragment iC3b nie
tworzy juz konwertaz C3/C5 [14,16,24]. Poprzez wspomniane dvachanizmy
CR1 zapobiega spontanicznemu formowanigl MIAC na wiasnych komorkach
(m.in. na limfocytach B) i tym samym urdavia przetrwanie komorek w k#eniu
[7].

Dzi¢ki powinowactwu do fragmentow C3b i C4b, CR1 biemdziat
w usuwaniu z kgzenia Kl optaszczonych skiadnikami dopetniacza [11].
W przypadku erytrocytow, wzane przez E-CR1 KI usuwang = ich powierzchni
w trakcie przechodzenia przetedziore i watrobe, po czym krwinki czerwone
wracap do kmzenia [4,5,53-55]. Natomiast CR1 na powierzchni kogkR@ernych,
m. in. granulocytéw i monocytéw, wspétpracuje zeagimrem Fc-gamma i ufatwia
wychwyt i fagocytoz Kl i patogendw optaszczonych sktadnikami dopetnéa¢C3b)
[4,56,57].

Dzicki ekspresji CR1 i CR2 (receptor dla iC3b, C3d dgBna powierzchni
limfocytéw B UD ukierunkowuje i moduluje odpowigdimfocytéw B na bodce
antygenowe [2,7]. W wielu procesach oba receptoigye ze sob wspotdzialag.

Skfadnik C3 UD odgrywa znageza rok w regulacji odpowiedzi limfocytow
B na antygen [2,58]. CR1, poprzez stabilizacj obnizenie progu aktywnii
konwertazy C3, utatwia odkiladanie¢ ssktadnika C3 dopetniacza na powierzchni
limfocytbw B, a przez to promuje wychwyt i przetraywanie iC3b, a dalej
prezentag iC3b receptorowi CR2 [7]. Dodatkowo, dzial@jjako kofaktor czynnika
I, CR1 utatwia rozszczepienie iC3b na C3c i C3ggwstanie liganda dla CR2 [7].
CR2 natomiast, dgki obecndci Kl optaszczonych C3datzy st krzyzowo
z receptorem antygenowym limfocytéw B (BCR; B-CRkceptor), obrajgc tym
samym prog aktywacji limfocytow B i zwkszapc ponad 1000-krotnie reakci
limfocytdbw B na antygen [2]. Z drugiej strony ist@ dowody na toze krzyzowe
pofaczenie CR1 i Kl zopsonizowanych C3b hamuje prddiégr limfocytéow B
[2,58,59].

Wspotdziatanie CR1 i CR2 na powierzchni limfocyt8autatwia aktywaas
UD wszystkimi trzema drogami i me prowadzi do powstania kompleksu MAC

[7,60]. Aktywacja drogi klasycznej UD jest mdiwa dzicki obecndci miejsca
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wigzacego Clg w olgbie czsteczki CR1 [7,28]. Mimo utworzenia MAC, szereg
zabezpiecze na powierzchni limfocyta B nie dopuszcza do rozpdamorki.
Inkorporacja C5b-9 w biagn komédrkows limfocytbw prowadzi do zmian
w polarndci btony, co umaliwia wolny naptyw C&" do komérki i aktywagj wielu
szlakéw sygnatowych [7,61-64]. Z powszych danych wynikaze rola CR1
na powierzchni limfocytéw B nie jest do koA wyj&niona i wymaga dalszych
bada.

1.7.sCR1 jakosrodek terapeutyczny

Rozpuszczalna forma CR1, w zwku z wykazywaa wielofunkcyjngcia
oraz hamowaniem UD, od dawna wzbudzata zainterasewako maliwy srodek
terapeutyczny. Zahamowanie dopetniacza na etapiep@®adzi do szerokiej
blokady UD [65]. Ze wzgldu na zachowane miejsce gaania z C3b/C4b oraz
aktywnai¢ jako kofaktora czynnika I, oceniana byta przydaénerapeutyczna sCR1
W szeregu procesow, w ktérych rozwoju udziat UDtabpotwierdzony. Badania te,
w wigkszaci wykonane na zwieetach, dotyczyty m.in.: niedokrwienia jelit [66],
modelu ARDS [67], eksperymentalnego zapalenia  stawo[68],
autoimmunologicznego zapalenia tarczycy [69] ¢bkiszkowych zapate nerek
(KZN) [44]. Zastosowanie SCR1 u szczurow z niedo&niem mesnia sercowego
w 44% zmniejszato obszar martwicy ggnia sercowego, Co ¥Zano z mniejszym
naciekiem leukocytarnym w obszarze niedokrwienigawglopodobnie wskutek
obnizonej produkcji C5a [45,70].

Gtébwnym ograniczeniem uniemadwiajgcym wykonywanie przeszczepdw
migdzy niespokrewnionymi gatunkami jest aktywacja URtéra prowadzi
do nadostrego odrzucania przeszczepionychgdaw. Zahamowanie tego procesu
nie jest maliwe przy pomocy ogolnie doginych srodkow immunosupresyjnych.
Zainspirowato to szereg batdahad wykorzystaniem sCR1 jako czynnika, ktory
regulupc aktywacg UD mogtby zapobieganadostremu odrzucaniu przeszczepu
ksenogenicznego. Wyniki batleeksperymentalnychasobiecujce. Podanie sCR1
W sposOb istotny wydkalo przeycie przeszczepdw ksenogenicznych
I allogenicznych [71,72].

Na rynku dosfpny jest preparat rekombinowanej formy CR1 (rCR1)
0 nazwie TP-10 (AVANT Immunotherapeutics, Needhdass), ktéry podawany

jest parenteralnie [44]. Byt on testowany Klinin pacjentéw z ARDS, ostrym
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niedokrwieniem nysnia sercowego oraz u chorych po transplantacji [B6¢73,74].
Badania przeprowadzone na 15 niemgadh, zakwalifikowanych do wykonania
ptucno-sercowych petzen omijajagcych przed uptywem pierwszego rokaycia,
potwierdzity bezpieczestwo TP-10, podawanego w dawce 10 mg/kg masy dvata.
podaniu TP-10 obserwowano obemie aktywnéci UD wywotanej zabiegiem
operacyjnym i ochronne dziatanie preparatu na naazy'5]. W randomizowanych
wieloosrodkowych badaniach, obejmugych ponad 560 pacjentéw wysokiego
ryzyka, daylne podanie TP-10 #uprzed zabiegiem operacyjnym pomostowania
sercowo-ptucnego zmniejszyimiertelnac¢ i liczbe zawatow serca u gaczyzn [76].
Pojawity sk tez proby modyfikacji czsteczki sCR1 mage na celu
usprawnienie farmakokinetyki i funkcji CR1. Bctenie sCR1 z receptorem
wigzacym albuminy wydtaylo okres pottrwania sCR1, ktdry w poprzedniej vjiers
wynosit kilka godzin [77]. Natomiast usggie odcinka LHR-A z iacucha
polipeptydowego sCR1 (sCR1[desLHR-A]), pozbawgajcasteczk specyficznego
miejsca wjzania C4b, ograniczyto dziatanie tylko do hamowaalternatywnej
drogi aktywacji UD [78]. Pajczenie sCR1 z pojedynczym ntaichem Fv
przeciwciata skierowanego przeciwko antygenowi IR{cFv anti-Rh(D) complex)
na krwinkach czerwonych umlowvito, poprzez przydczenie tego kompleksu
do btony komérkowej, wzrostegtasci receptora na powierzchni erytrocytow. Oudin
I wsp. sugerwj, ze zwkksza to zdoln& erytrocytow do usuwania Kl i nie by
w przyszigci wykorzystane jako strategia terapeutyczna w abach, w ktorych
niska ekspresja E-CR1 odgrywa istptole w ich patogenezie (np. w TRU) [79].
Polczenie mini CR1 (powtdrzenia SCR 8-1lasteczki CR1, obejmyge miejsce
wigzania C3b/C4b) z fosfatydyloinozytolem hamowatoyaktos¢ UD o 50-70%

w zwierzcym modelu nadostrego odrzucania przeszczepu [80].

1.8. CR1 atoczé rumieniowaty uktadowy

Toczer rumieniowaty uktadowy (TRU) jest przewlgkiwielonarzdows
choroly atakujca wszystkie naraly, a przede wszystkim skgrstawy, nerki, ptuca,
serce oraz @wodkowy uktad nerwowy. Aktywni@ choroby nie jest stata i przebiega
w postaci zaostrzei remisji. Szczegolniezle rokuje zajcie nerek w przebiegu
choroby [81]. Zmusza to naukowcéw i klinicystéw ddensywnych bada nad

patogenez TRU i poszukiwania mechanizméw patogenetycznyclgk |
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i terapeutycznych rozgzan. TRU naley do grupy choréb autoimmunologicznych
I jest przede wszystkim zwdany z produkg przeciwciat przeciwko wlasnym
antygenom (gtownie przeciwciat przecislyowych - ANA). U podiaa powstawania
ANA lezy prawdopodobnie ugtedzone usuwanie ciat apoptotycznych [82,83].
Produkcja autoprzeciwciat wplywa na tworzenie nazmej ilagsci Kl, ich
nieprawidtowe usuwanie oraz wt@rraktywacg UD [30,84,85]. Za usuwanie Ki
odpowiedzialna jest gtébwnie klasyczna droga aktyiid®. Niedobor skiadnikow
drogi klasycznej, np. C4, predysponuje do rozwojRUT[86]. O zwekszonej
aktywnaici drogi klasycznej UD mie swiadczy tez zwickszony poziom C4d
na erytrocytach, limfocytach B i ptytkach w tej gi@ chorych [87]. Ztogi Kl
w nerce prowadgz do uszkodzenia &buszka nerkowego i pojawigj Sic
we wszystkich postaciach nefropatii toczniowej [88]

Wydaje st¢, ze zmniejszona ekspresja E-CR1, w gk z updledzeniem
usuwania optaszczonych C3b i C4b Kl,zasprzyjé rozwojowi TRU. Wiele bada
wskazuje na obmong liczbe E-CR1 u pacjentow chorych na TRU [38,89-95].
Wilson i wsp. zaobserwowalize nizszej ekspresji E-CR1 u chorych na TRU
towarzyszy obriona liczba E-CR1 u ich krewnych. Autorzy ci zaawlatez wzrost
czestasci wystepowania allelu L u tych pacjentow. Pojawitg siugestiaze niska
ekspresja E-CR1 ma u chorych na TRU charakter diizay i wykazuje zwjzek
z polimorfizmem rs11118133. Niska ekspgeBfCR1 ma wedlug autorow badania
predysponowa do rozwoju TRU [13]. Jednak, wwietle innych bad&
dziedziczenie predyspozycji do niskiej ekspresjiCE1 u tych chorych jest
watpliwe. Badania wykonane na 13 zdrowych rodzinadlY irodzinach pacjentow
z rozpoznanym TRU potwierdzity dziedzicadoczynnikow kontrolujcych liczlk
E-CR1, ale dotyczyto to tylko os6b zdrowych, u ktr wykazano dodatmi
korelacg pomidzy srednp liczbg E-CR1 u rodzicdw i u ich dzieci. Ekspresja E-CR1
byta obnkzona u pacjentéw chorych na TRU, jednak prawidtowichu bliskich
krewnych. Ponadto, u czterech pacjentow choryciRB, mimo niskiej ekspresji
receptora, genotypowo wykazano wersjlelu H. Wyniki te sugerygj ze obnzona
ekspresja E-CR1 u pacjentbw na TRU zmomi€ charakter nabyty, a nie
genetycznie uwarunkowany [96]. Za tyue obniona liczba E-CR1 ma u chorych
na TRU charakter nabyty me przemawiarozna ekspresja tego receptora it
jednojajowych [17]. W tym kontgkie, wykazano ujemn korelacg micdzy
ekspresj E-CR1 a aktywnéria TRU. Obserwowano mianowicie wzragtaj liczbe
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E-CR1 u pacjentéw wchodeych w okres remisji choroby i 18z liczbe E-CR1
u pacjentéw z aktywnym TRU, w poréwnaniu do choryhmieaktywnym TRU
[17,89,92,97].

Birmingham i wsp. zauwgli, ze obnzona liczba E-CR1 u chorych
z aktywnym TRU mee wynik& rowniez ze zuycia receptora w przebiegu
nadmiernej ekspozycji na aktywigp dopetniacz Kl [89]. U pacjentéw
Z rozpoznanym toczniowym zapaleniem nerek (TZN)dsgaekspresji receptora
pojawiat s¢ w momencie, gdy nagtowat rzut tocznia (wzrost ogolnej aktywico
choroby), ale nie obserwowano zaostrzenia choradrgkn Sugeruje to zwzek
pomiedzy zwyciem receptora a ochrgmprzeciwko nasileniu TZN [89]. Przy takim
ujeciu zagadnienia, niska ekspresja E-CR1 mogtabyostiEnczynnik protekcyjny
chrongcym nerki przed rzutem nefropatii toczniowej, ale agoélnym zaostrzeniem
choroby.

Istniejg réwniez rozbieznosci, co do czstasci wyskpowania allelu S
u chorych na TRU. Badania wykonane na populacjduakiej wykazaty wzrost
ekspresji allelu S u pacjentdow z rozpoznanym TRUparownaniu do grupy
kontrolnej [36]. Van Dyne i wsp. sugegupge wystpowanie matej formy CR1 (allel
3) ma poditaee genetyczne i stanowi genetyczny czynnik ryzykatypyenia TRU
[98]. Wynikéw tych nie potwierdzili Moulds i wsp. dlania przeprowadzone
na osobach zdrowych i chorych z rozpoznanym TRUwyikazaty istotnych rinic
w czestasci wystepowania allelu 3 w obu populacjach. Zaobserwowaheniez,
ze procesy obrobki enzymatycznej, jakigj moddawane Kl, magdawa wyniki
falszywie dodatnie w postaci dodatkowegazga o wielkgci 160 kD [30], co mee
by¢ mylnie odczytywane jako allel 3.

Réwniez badania wykonane na leukocytach chorych z potwargm TRU
wykazaty obniong ekspregy CR1 na limfocytach B i neutrofilach [99,100].
Ekspresja CR1 na leukocytach zglew duzej mierze od aktywnii choroby
podstawowej i jest obabna w okresie aktywnym i wzrasta w okresie remnj&]i].
Do zmniejszenia liczby receptorow na powierzchnimkoek pdrzastych mge
dochodz¢ wskutek obnienia transkrypcji genowej, nasilonej enzymatycznej
proteolizy i upgledzonego ruchu cytoplazmatycznego CR1 na powieizilony
komorkowej [22,101,102]. Obienie ekspresji CR1 na powierzchni leukocytow
moze updledza fagocytoz Kl u chorych na TRU [101]. Z drugiej strony,akgce
Kl hamup ekspresj CR1 na powierzchni neutrofilow poprzez zjawiskamwa-
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regulation’. Podobnie dziata interleukina (IL)-4,0 czaobserwowano u 0sG6b
zdrowych. Wzrost ekspresji CR1 na neutrofilach @bosdrowych i chorych na TRU
wywotuje natomiast interferon (INR){102].

Zmniejszona ekspresja CR1 na podocytaebudzkow nerkowych sprzyja
moze wystepowaniu TZN. Obmona liczba C3bR na podocytach zostata
potwierdzona u chorych z nefropatioczniowg [15,103,104]. Zaobserwowano
rowniez obnizone wydzielanie uCR1 z moczem u pacjentow z nagion
rozplemowym KZN i ogniskow sklerotyzacj kiebuszkow nerkowych w przebiegu
TRU. Zakiladajc, ze to podocyty s zrodlem uCR1, autorzy badania sugeru;
mozliwos¢ wykorzystania zjawiska zmniejszonego wydzielan@Rd z moczem
jako markera uszkodzeniagkluszkdéw nerkowych [15,52]. Uzasadnionym jednak
wydaje s¢ stwierdzenieze rola CR1 w patogenezie i rozwoju TRU nie jeskdiaca

jasna i wymaga dalszych bada

1.9.CR1 a pierwotne kiebuszkowe zapalenie nerek

Zagadnienie roli CR1 w rozwoju pierwotnegceliddiszkowego zapalenia
nerek (PKZN) jest zdecydowanie mniej poznane. Aroxap. odnotowali obrbng
ekspresj E-CR1 u pacjentdow z ogniskowym-segmentalnym stmiardem
kiebuszkédw nerkowych [105]. Podobne wyniki uzyskanchorych z ostrym KZN,
jakkolwiek autorzy badania sugesujze niska ekspresja E-CR1 nie jest u tych
chorych dziedziczna. Wskazywatoby na to podobnkieak czstosci wysiepowania
poszczegolnych alleli CR1 u os6b z KZN i w zdrovwpejpulacji [106]. Z kolei,
Katyal i wsp. zaobserwowalize u pacjentéw z KZN, obionej ekspresji E-CR1
towarzyszyt wzrost c¢mtosci wyskpowania genotypu HH. Homozygoty HH
wykazywaly wekszz podatné¢ na wysapienie choroby, jednak mechanizm tej
zaleznosci nie jest jasny [107].

Na uwa@g zastuguy pozytywne efekty terapii przy pomocy sCR1, jakie
uzyskano w eksperymentalnych modelach KZN u szezuiy w KZN wywotanym
konkawalip A (przypominagcym rozlam rozplemows nefropatg toczniows
u cztowieka); 2) w ‘anti-Thyl” KZN (wywotanym podam przeciwciat przeciwko
tymocytom szczura), przypominaym nefropat IgA badz mezangialne
rozplemowe TZN; 3) w nefropatii Heymanna odpowiadej nefropatii btoniastej

u ludzi. We wszystkich tych postaciach uszkodzekigbuszkéw nerkowych
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u szczuréw, dgylne podanie sCR1 i utrzymywanie jegoezstnia we Krwi
na poziomie 100-200 pg/mL zmniejszato aktyéhbemolityczm UD do 15% (bez
znacacych zmian w stzeniu C3 w surowicy) i spowodowato znacy spadek
nasilenia zmian morfologicznych i czynioowych kkbuszkow nerkowych z wtogn
redukcp biatkomoczu [44].

Wyniki ostatnich badasugeruy, ze CR1 mae by wykorzystywany jako
marker ubytku podocytow w #buszku nerkowym. Kubiak-wlekly i wsp.,
wykorzystupc metody immunohistochemiczne, wykaza®, w zdrowym k¢buszku
nerkowym ekspresja CR1 jest znaczna i dotyczy pgidec Natomiast ekspresja
CR1 w kkbuszkach oséb chorych na KZN jest znigowana i zalgy od stopnia
uszkodzenia podocytow. U chorych z minimalnym remmm komorek kbuszka
ekspresja CR1 jest zbtina do obserwowanej w nerce zdrowej. Brak ekspres;ji

odnotowano w kibuszkach sklerotycznych i z uformowanymi pagikgcami [15].

1.10. Ocena aktywndci tocznia rumieniowatego uktadowego

TRU jest ztaong choroly o zr&nicowanym obrazie klinicznym, przebiegu
I rokowaniu, charakteryzgga sie okresami zaostride i remisji. Dla potrzeb
praktycznych wane jest wiarygodne opracowanie wakikow aktywndgci choroby,
ktdre pozwolityby w sposéb obiektywny océnkonieczné¢ wiaczenia leczenia,
monitorow& odpowied na leczenie i ochroéichorego przed zbyt intensywn
immunosupresj Do tej pory zostato opracowanych kilka skal aktgéci TRU,
m.in. BILAG (British Isles Lupus Assessment Groupal®), ECLAM (European
Consensus Lupus Activity Measure), SLEDAI (Systergpus Erythematosus
Disease Activity Index), SLAM (Systemic Lupus Adtiv Measure), LAI (Lupus
Activity Index) [108]. Stanowa one dobre predyktory uszkodzenarzdowych
i zgonu chorych na TRU. Charakteryzusic powtarzalnécia, stusznécia,
elastycznécia i czutascia na zmiany aktywriei choroby [109]. St okreleniu
obiektywnej aktywnéci choroby podstawowej i wykluczeniu np. infekdjnych
chordb wspotistnigcych, zmian przewlektych, czyzeibocznych efektéw leczenia.
Moga mie¢ wartas¢ w monitorowaniu choroby i wplywa na posgpowanie
z chorym, m. in. na poelfie decyzji terapeutycznych. Caty czaszmg jednak
pozostaje indywidualna ocena kliniczna chorego ptekarza praktyka, ktora nadal

jest ztotym standardem w ocenie aktyweiachoroby [108].
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Wskaznik aktywnaci SLEDAI-2K, opublikowany po raz pierwszy w 1992
roku, ocenia catkowdt aktywnag¢ choroby, a nie aktywré w poszczegolnych
narzdach. Skala obejmuje objawy pochgce z 9 nargdéw systemowych do 10 dni
poprzedzajcych da¢ badania. Punktacja obejmuje 24 zmienne, w tyaiesie
przeciwciat przeciw ds-DNA (p-dsDNA) i sktadowychDUw surowicy chorego.
Chory mae otrzym& od 0-105 punktéw [110]. Skala jestywana zarOwno
w celach klinicznych, jak i naukowych [111].

Zostata ona nieco zmodyfikowana w roku 2000 przegzpat ekspertéw,
ktory utworzyt nows skab SLEDAI 2000 (lub SLEDAI-2K). Nowa skala ma
odzwierciedlé réwniez uporczyva, przetrwag aktywna¢ choroby. W jej uprzedniej
wersji, takie zmiany jak biatkomocz, wysypka, tyses naderki btony sluzowej
brane byty pod uwagtakze w przypadku pojawienia¢sich po raz pierwszy lub
W sposOb nawracgjy. Miato to na celu odedni¢ zmiany aktywne od przewlektych.
Autorzy nowej skali wyszli z zai@nia,ze utrzymywanie si wyzej wymienionych
zmian odzwierciedla przetrwpbktywna¢ choroby [111].

Zasady przyznawania punktacji przedstawione zostahab. 3. Aktywnosé¢
choroby w skali SLEDAI-2K zostata podzielona na @ 1) brak aktywnsri
(punktacja 0); 2) tagodna aktywsto(1-5 punktéw); 3) umiarkowana aktywsto(6-
10punktéw); 4) wysoka aktywldé (11-19 punktéw); 5) bardzo wysoka aktywto
(>20punktow) [112]. Wzrost o co najmniej 3 punkty kak SLEDAI oznacza rzut
tocznia, poprawa zdefiniowana zostata jako spadekoonajmniej 3 punkty,
przetrwata aktywn@ choroby to zmiany £1-3punkty, natomiast remisjardewana
jest jako 0 punktéw w skali SLEDAI [113].

TRU charakteryzuje siwysktpowaniem przeciwciat przeciwko ndym
antygenom gdrowym, cytoplazmatycznym i powierzchniowym. Do tepry
stwierdzono ponad 100 takich przeciwciat, m. indgBNA, przeciw Clq,
fosfolipidom, RNP, Ro/SSa, La/SSb, nukleosomom, iSgibosomalnemu bialku P
[83,114]. W codziennej praktyce lekarskiej korzystg tylko kilku z nich.
Najczsciej do rozpoznania tocznia wykorzystujee sbbecné¢ przeciwciat
przeciwpdrowych (ANA) i p- dsDNA [115]. Przeciwciata p-ds2\charakteryzuj
sie niewielky czutascig (30-70%), ale wysakswoistdcig, natomiast ANA wykazuj

sie 89-95% czutécia, ale § mniej specyficzne [87,116].

Zaobserwowano zataos¢ miedzy stzeniem p-dsDNA i aktywnizia TRU

[117]. Istniep jednak przypadki chorych ze stale podegonym sizeniem tych
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przeciwciat w surowicy mimo braku klinicznie aktyejrchoroby [116]. Cgi¢ bada
potwierdza raj p-dsDNA w ocenie aktywrsgi TZN [117,118]. Sugeruje i
rowniez bezpdredni udziat p-dsDNA w patogenezie TZN, w szczegédn

w powstaniu aktywnych zmian proliferacyjnych wlktiszku nerkowym [88].

W codziennej praktyce, w ocenie aktywoo TRU znalazio rownie
miejsce oznaczanie¢gen sktadowych C3 i C4 UD w surowicy. Uszkodzenie #dan
w przebiegu aktywacji UD ma istotne znaczenie w TRWnizenie sktadowych C3
i C4 parednioswiadczy o aktywnéci UD, zwtaszcza o zaangavaniu jego drogi
klasycznej. Obriienie s¢zenia sktadowych C3 i C4 nie jest jednak swoisteTdRa).
Towarzyszy innym chorobom przebiegaim z nadmiersi czgsto niekontrolowam
aktywacp UD przez Kl, hdz specyficzne przeciwciata. Dlatego izolowane
oznaczenie C3 i C4 nie jest wystarezgm markerem aktywrsgi choroby i nie
wykazuje swoistci narzdowej. Dopiero w pajczeniu z obrazem klinicznym oraz
oznaczeniem p-dsDNA w surowicy wydajec sSv bardziej wiarygodny sposob
swiadczy o aktywndci TRU [119]. Maliwy jest takze pomiar sizenia innych
skfadnikow i produktow aktywacji UD w surowicy, im. C1qg, C3a, C4a, C5a, C3d,
C4d, lecz ze wzgHu na niestabiln@ ich czsteczek i krotki okres péitrwania
pomiar ten nie jest wykonywany rutynowo.¢&inie produktow aktywacji UD nie
zawsze koreluje ze eniem ich prekursorow w surowicy [120]. Poditae si
przydatnd¢ oznaczania przytzonego do erytrocytow/retikulocytow C4dgdh
ekspresji receptora CR1 metodytometrii przeptywowej. U pacjentow z TRU
wykazywano kilka razy wiszz ekspresj depozytow C4d na erytrocytach,
limfocytach B i ptytkach oraz nsza ekspresj E-CR1 w poréwnaniu do grupy
kontrolnej i grupy chorych z innymi AiTRU chorobami reumatycznymi. Zmiany

w ich ekspresji wydajsi¢c korelowa z aktywndcia choroby [87].

1.11. Uzasadnienie dla przeprowadzenia badania
TRU jest chorop o wielu postaciach klinicznych, zionym
patomechanizmie, przewlekt potencjalniesmiertelrs. Prowadzone gsintensywne
badania, ktére majpomdOc poznai zrozumi€ przyczyny powstania tej choroby
oraz rozwikid zagadk skutecznego jej leczenia. Rola CR1 w rozwoju TRW |
do tej pory nie jest jasna. Jak ghbtnie pojawito si badanie, ktére oceniatoby
tacznie ekspregjCR1 na powierzchni erytrocytéw i leukocytéw u tyatorych. Nie

znaleziono te badania, ktére oceniatoby wptyw polimorfizmu rs18133 genu
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CR1 na poziom ekspresji CR1 na leukocytach u paijez TRU. Celowym zatem
wydawato s¢ poréwnanie tych parametrow u chorych na TRU z taysmcym
zajgciem nerek z grup osob zdrowych i chorych na ate postaci PKZN oraz

skorelowanie otrzymanych wynikow zezgniem sCR1 w surowicy os0b badanych.
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2. CELE PRACY:

1. Ocena cgstasci wystepowania polimorfizmu rs11118133 w genie CR1 u oséb
zdrowych i chorych na pierwotne i toczniowe KZN.

2. llosciowa ocena i poréwnanie ekspresji CR1 na komérkawh osob zdrowych
i chorych na pierwotne i toczniowe KZN.

3. Ocena i porownanie @gtenia SCR1 w surowicy o0s6b zdrowych i chorych
na pierwotne i toczniowe KZN.

4. Préba znalezienia zaieosci miedzy czstaicig wystepowania genotypowdindlli
CR1, ekspregj produktu biatkowego genu CR1 na komorkach krwi
oraz s¢zeniem sCR1 u 0s6b zdrowych i chorych na pierwotoezniowe KZN.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Chorzy
Badaniem olgto 291 osbéb (174 kobiety), w tym: 150 chorych (@bikt)
z rozpoznanym PKZN wwieku 35 (18-74) lat, 66 chorych (57 kobiet) na TZN
w wieku 32 (18-73) lat, 75 zdrowych ochotnikéw (dsbiet) w wieku 38 (21-58) lat,
stuzacych jako grupa kontrolna (K).

Pacjenci byli rekrutowani z grupy chorych hospgaWwanych w Katedrze
i Klinice Nefrologii, Transplantologii i Chorob Wewtrznych Uniwersytetu
Medycznego w Poznaniu w latach 2008-2012. Z badawkluczano chorych
z aktywnymi infekcjami lub przetoczeniem preparatkmwi w ciggu ostatnich 3
mieskcy. Grupa K sktadata size studentow i personelu medycznego Katedry. Stan
zdrowotny grupy K okrdany byt na podstawie krotkiej ankiety. Z badania
wykluczane bylty osoby z rozpozranchoroly przewleky, przyjmupcy leki
lub wykazugce cechy jakichkolwiek infekcji. Wszystkie osobyjgib badaniem
wyrazity ustry i pisemry zgod na wzecie udziatlu w eksperymencie medycznym
i zostaty szczegétowo poinformowane o celu i fornbi@dania. Komisja Bada
Bioetycznych Uniwersytetu Medycznego w Poznaniuaziya zgog na wykonanie

eksperymentu medycznego i zatwierdzita protokolgmegvany przez uczestnika.

Rozpoznanie pierwotnego KZN i TZN postawione zastad podstawie
badania klinicznego, baflalaboratoryjnych oraz badania histopatologicznego
I immunopatologicznego bioptatu nerki. Ocena patdadogiczna materiatu
uzyskanego w czasie przezskornej biopsji nerki aastvykonana w ramach
rutynowej diagnostyki KZN w Katedrze PatomorfoloKiinicznej UM w Poznaniu,
natomiast ocena immunopatologiczna w Katedrze Inofogi Klinicznej UM
w Poznaniu. Chorych na PKZN podzielono wedtug ranamia histopatologicznego
na grug rozplemowych form KZN (PKZN-R), obejmagych mezangialne KZN
(w tym nefropag IgA) i btoniasto-rozplemowe KZN oraz greip postaci
nierozplemowych KZN (PKZN-NR), do ktorych naddy: Dbioniaste KZN,
ogniskowe segmentalne stwardnienigebkiszkow nerkowych i submikroskopowe
KZN. Dane kliniczne i morfologiczne badanych chdryarzedstawiono w Tab. 1.
Pacjenci z TZN pogrupowani zostali zgodnie z klésdja opracowan przez
International Society of Nephrology/Renal Patholdggciety (ISN/RPS) z 2004

roku, obejmujca 6 klas zmian [121]. \Af6d rozpozna histopatologicznych
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u chorych ohjtych badaniem wyttiono klag 1l (mezangialne rozplemowe TZN),
klas Il (ogniskowe TZN), klag IV (rozlane rozplemowe KZN) i klgsV (btoniaste

TZN). Dane kliniczne i morfologiczne tej grupy clgoh przedstawiono w Tab. 2.

Pacjenci biogcy udziat w badaniu prezentowalizrée wartdci biatkomoczu
i/lub erytrocyturii oraz prawidtowlub updgledzory funkcje nerek (Tab. 11 2). U 16
chorych zakwalifikowanych do grupy TZN nie wykonabdpsji nerki. Jednak
spetniali oni kryteria kliniczne i biochemiczne waknikdbw uszkodzenia nerek
w czasie pobierania materialu do badan lub w plagsz Przeciwskazaniami
do wykonania biopsji nerki byly zaburzenia ukfaduzdpnicia (w tym
matoptytkowac), zbyt mata wielké¢ nerek w przebiegu wieloletniego procesu
chorobowego, lub brak zgody pacjenta na bippsyki.

Kazdy pacjent z rozpoznanym TRU spetniat co najmniejkdteria
klasyfikacyjne tocznia rumieniowatego uktadowego WGR (American College
of Rheumatology). Do oksienia aktywnéci TRU w momencie pobierania krwi
uzyto skali SLEDAI-2K (Systemic Lupus Erythematosusséase Activity Index
2000) [111]. Zakres punktow, ktére chorzy mogli sizy, miescit sic w granicach
od 0 do 105. Sposob obliczania skali SLEDAI przadsno w Tab. 3.
Po szczegdétowym zebraniu wywiadu medycznego, badgmizedmiotowym
i uzyskaniu wynikoéw badadodatkowych, chorych z punktaci10 punktow w skali
SLEDAI-2K zakwalifikowano do grupy z aktywnym TZNaTZN; mediana 16),
natomiast chorych, ktérzy otrzymali punki@egjl0 w skali SLEDAI-2K, do grupy
nieaktywnego TZN (naTZN; mediana 4) (Tab. 2). Changstyka kliniczna

i immunologiczna chorych na aTZN i naTZN zostataguistawiona w Tab. 4.

Leczenie pacjentbw na PKZ i TZN w agu ostatniego miegta
poprzedzajcego pobranie krwi przedstawiono w Tab. Bziewig¢dzieseciu
dziewkciu pacjentéw z PKZN, 4 z aTZN i 1 z naTZN miatdopary krew w chwili

postawienia rozpoznania choroby i przedazkniem leczenia immunosupresyjnego.
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Tab. 1. Dane morfologiczne, kliniczne i biochemiczne clabrypa PKZN

Czas
Postat _ o Wiek trwania ser eGFRwg MDRD  TPUR ZN E NT
: Liczba  Ptleé (lata) choroby : : . . .
morfologiczna chorych  K/M mediana (miesiace) w surowicy  (mL/min/1.73m2)  (g/24h) (liczba (liczba (liczba
KZN : (nmol/L) §r+SD §r+SEM  chorych)  chorych)  chorych)
[zakres] mediana $r+SD
[zakres]
PKZN-R (n=100)
MesKZN 89 47/42  36[20-70] 13,5[1-612] 79,5+32,7 94,2+33,3 2,6[0,4] 18 51 67
IgA-KZN 35 19/16  33[20-59] 10,5[2-286] 88,4+34,5 87,1+31,0 2,3[0,4] 5 28 26
n-1IgA-KZN 54 28/26  42[20-70] 16,0[1-612] 79,5+31,0 98,7+34,2 2,8[0,6] 13 25 42
Bto-rozKzZN 11 7/4  35[19-60] 7,5[3-336] 168,0+141,4 68,7+48,9 3,4[0,8] 5 9 9
PKZN-NR (n=50)
BtoKZN 22 5/17 57,5[31-74] 16,0[1-138] 97,2+35,4 83,6+34,4 6,0[1,0] 15 7 20
FSGS 22 8/14 36,5[19-65] 28,5[1-296] 103,4+47,7 80,1+31,6 2,9[0,7] 5 10 18
MCD 6 1/5 24,0[22-40] 240[40-468] 65,418,8 130,8+25,2 3,9[1,7] 2 1 1

Objasnienia: BtoKZN- btoniaste kbuszkowe zapalenie nerek, Bto-rozKZN- btoniastgptemowe kébuszkowe zapalenie nerdk- erytrocyturia (>5 RBC
w polu widzenia), eGFR wg MDRD- szacowana filtraggbuszkowawg Modification of Diet in Renal Diseasé&SGS- ogniskowe segmentalne
stwardnienie kibuszkéw nerkowych, IgA-KZN- nefropatia IgA, KZN-dlduszkowe zapalenie nerek, MCD-submikroskopowebudzkowe zapalnie nerek,
MesKZN- mezangialne rozplemoweckliszkowe zapalenie nerek, n-IgA-KZMszystkie postacie MeskKZN z wagkiem nefropatii IgA, NT- nadénienie
tetnicze, Scr- stzenie kreatyniny w surowicy, PKZN-R- rozplemowe pietne kkbuszkowe zapalenie nerek, PKZN-NR- nierozplemowerwmotne

kicbuszkowe zapalenie nerek, TPUR — dobowy biatkomshiz,zesp6t nerczycowy.
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Tab. 2. Dane morfologiczne, kliniczne i biochemiczne clabrya TZN

Posta Liczba Pte¢ Wiek Czas SLEDAI- Scr GFR wg MDRD TPUR ZN E NT
morfologiczna chorych  K/M (lata) trwania 2K W surowicy (mL/min/1,73m2) (g/24h) (liczba (liczba (liczba
KZN mediana choroby mediana (nmol/L) §r+SD $Sr+SEM chorych) chorych chorych)
[zakres] (miesiace) [zakres] $r+SD
mediana
[zakres]
aTZN (n=33); SLEDAI 16 [zakres 10-22]

klasa Il 4 3/1 25 16 15 64,3£12,4 116,6+30,9 130, 0 2 4
[20-32] [15-114] [13-18]

klasa lll 4 3/1 32 45 12 198,0+283, 95,4+63,0 1,8[1,3] 1 3 3
[22-73] [3-170] [10-18] 8

klasa IV 22 17/5 28,5 52 16 127,0+75,6 66,5+34,0 1[048] 8 21 20
[19-54] [1-192] [10-22]

klasa V 1 1/0 51 165 20 63,7 90,8 6,23 1 1 1

[51] [165] [20]
bez biopsiji 2 2/0 42 22,5 17 182,1+165, 59,5+63,4 1,3[0,5] 0 1 2
[22-62] [10-35] [13-21] 0
naTZN (n=33); SLEDAI 4 [zakres 0-8]

klasa Il 4 4/0 32 71 2 86,2+53,8 95,0+£53,4 0,4[0,2] O 0 4
[19-61] [35-74] [0-4]

klasa lll 4 4/0 30,5 67,5 6 50,845,3 133,3+14,0 (@R 0 1 2
[20-37] [7-120] [4-8]

klasa IV 8 8/0 34 96 7 102,1+43,0 67,7126,4 1704 1 2 8
[18-44] [58-216] [0-8]

klasa V 3 1/2 31 52 3 75,7+2,2 98,7+24,2 1,2[1,0] 0 0 1
[31-55] [49-192] [2-6]

bez biopsiji 14 14/0 36 96 2,5 82,7+48,6 91,2438,4 ,17@,1] 0 0 7

[21-56] [24-372] [1-8]
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Objasnienia: aTZN- aktywne toczniowe zapalenie nerek, E- erytrocyturia (>5 RBC w polu
widzenia), GFR wg MDRD- szacowana filtracja ktebuszkowa (ang. estimated glomerular
filtration rate) wg Modification of Diet in Renal Disease, KZN- ktebuszkowe zapalenie nerek,
S.- stezenie kreatyniny w surowicy, naTZN- nieaktywne toczniowe zapalenie nerek, NT-
nadci$nienie tetnicze, SLEDAI-2K- wskaznik aktywnosci tocznia rumieniowatego
uktadowego (ang. Systemic Lupus Erythematosus Disease Activity Index), TPUR- dobowy

biatkomocz, ZN- zespdt nerczycowy
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Tab. 3. Zasady przyznawania punktacji w skali SLEDAI-2K §man 2002].
Czerwory czcionky zostaty zaznaczone parametry nerkowe

Kryterium Punktacja

Drgawki (wykluczone przyczyny metaboliczne, infgke, polekowe) 8
Psychoza (nie zwkana z mocznicczy lekami) 8
Zespot psychoorganiczny (wykluczone przyczyny meliabne, 8
infekcyjne, polekowe)

Zaburzenia widzenia (zmiany w siatkbwce nie gashe z 8
nadcénieniem ¢tniczym, zakaeniami, lekami)

Nieprawidiowdci nerwéw czaszkowych (zaburzenia czuciowe lub 3
ruchowe)

Bl gtowy (bardzo silny, bez odpowiedzi na lekikatyczne) 8
Incydent naczyniowo-moézgowywiezy, niezwgzany z miadzyca) 8
Zapalenie naczy(objawy Kliniczne, biopsja) 8
Zapalenie stawow (minimum 2 + objawy stanu zapaiheg 4

Zapalenie mgsni (objawy kliniczne, enzymy réniowe, EMG, biopsja) 4

Wateczkomocz (erytrocytarne, ziarniste) 4
Krwiomocz (>5 erytrocytow wpw, bez zatenia czy kamicy) 4
Biatkomocz (0,5 g/d lub wzrost 0 0,5 g/d) 4
Ropomocz (>5 leukocytéw wpw, bez zakaia) 4
Nowe zmiany skérne 2
Lysienie 2
Owrzodzenia btonyluzowej (jama ustna lub nosowa) 2
Bol optucnowy (obecrig tarcia, ptynu, zgrubienie optucnej) 2
Zapalenie osierdzia (tarcie, ptyn, echo lub EKG) 2
Hipokomplementemia 2
Zwigkszone wizanie DNA (p-dsDNA) 2
Gorczka (>38C, bez zakzenia) 1
Matoptytkowasé¢ (<100.000 PLT/mr) 1
Leukopenia (<3000 WBC/mn 1
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Tab. 4. Charakterystyka kliniczna i immunologiczna choryehaTZN i naTZN w

czasie pobierania krwi

aTZN naTZN p
(n=33) (n=33)

-Zaburzenia neurologiczne 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1,0000
(drgawki, psychozy, bél glowy)
-Zapalenie naczyi/lub migsni 2 (6,1%) 0 (0,0%) 0,4923
-Zapalenie stawOw2 stawow) 5 (15,2%) 7 (21,2%) 0,7508
-Zmiany skorne(rumiea w ksztalcie motyla| 7 (21,2%) 2 (6,06) 0,1487
rumier krazkowy)
-Owrzodzenia btosdluzowych 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1,0000
-Zapalenie btondluzowych 9 (27,3%) 1(3,000) |0,0129
(osierdzia, optucnej)
-Gorgczka(po wykluczeniu przyczyn infekcyjnych) 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1,0000
-Lysienie 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1,0000
-Zaburzenia hematologiczne

-leukopenia < 4000/ul 4 (12,1%) 1 (3,0%) 0,355

-trombocytopenia <100.000/ul 5 (15,2% 2 (6)1% | 0,4266
-Obnizone skiadowe dopetniacza 23 (69,7%) | 6 (18,2%) | <0,0001
(C3<0,99/l, C4 <0,1g/l)
Objawy nerkowe: |
-Biatkomocz(>0,5g/24h) 33 (100%) | 9 (27,3%) | <0,0001
-Wateczkomocz 7 (21,2%) 0 (0,0%) |0,0110
(wateczki erytrocytarne, ziarniste)
-Erytrocyturia(po wykluczeniu Zum. >5 wpw) | 28 (84,8%) | 3 (9,1%) | <0,0001
-Leukocyturia(po wykluczeniu ZzuM, >5 wpw) | 16 (48,5%) | 0 (0,0%) | <0,0001
Przeciwciata:
ANA >1:320 33 (100%) | 22 (66,7%)| 0,0004
p-dsDNA 22 (66,7%) | 9 (27,3%) | 0,0028
p-SSA 7 (21,2%) 14 (42,4%) 0,1118
p-SSB 3 (9,1%) 2 (6,1%) 1,0000
p-Ro-52 5 (15,2%) 3 (9,1%) 0,7085
p-nukleosomom 8 (24,2%) 3 (9,1%) 0,1850
p-AMA-M2 0 (0,0%) 1 (3,0%) 1,0000
p-Anty-SM 2 (6,1%) 2 (6,1%) 1,3868
p-antykardiolipinie 4 (12,1%) 3 (9,1%) 1,0000
p-anty$,-glikoproteinie 1 4 (12,1%) 5 (15,2%) 1,0000
p-histonom 5 (15,2%) 3 (9,1%) 0,7085
p-RNP/SM 4 (12,1%) 1 (3,0%) 0,3553
p-PCNA 3 (9,1%) 1 (3,0%) 0,6132
p-centromery 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1,0000
p-rybosomalne biatko P 3(9,1%) 0 (0,0%) 0,2385
p-PM-SCL 1 (3,0%) 0 (0,0%) 1,0000

ZUM-zakaenie uktadu moczowego
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Tab. 5. Leczenie w grupach chorych na PKZN, aTZN, naTZNiygu ostatniego
miesgca poprzedzagego pobranie krwi

Leczenie

PKZN

(w ciaggu ostatnich 4 (n = 150)

tygodni
pobraniem krwi)

przed [srednia

dawki
dobowej, mg £ SD]

Y AN

(n =33)

[srednia dawki
dobowej, mg £ SD]

naTZN

(n =33)
[srednia dawki
dobowej,

mg + SD]

Metyloprednizolon |8 13
dozylnie [3 x 500, lub 6 X [3 x 500, lub 6 X O
(SoluMedrol) 250] 250]
Metyloprednizolon
doustnie (Metypred) 40 [23,3£18,7 24 [26,0+15,9] 28 [11,5+8,1
Prednisolon doustnig2 2 3
(Encorton) [15,0+7,1] [15,0+14,1] [11,7+2,9]
Deflacort (Calcort) 0 ! 1

[30] [12]
Azatiopryna 4 4 4
(Imuran) [100£0] [100£0] [100+0]
Chlorambucyl 7 0 0
(Leukeran) [4£0]
Chlorochina 0 0 2
(Arechin) [250+0]
Hydrochlorochina 0 3 0
(Quensyl) [400+0]
Mykofenolan 0 1 0
Mofetilu (CellCept) [2000]
Cyklosporyna 10 0 0
(Neoral, Equoral) [187,5+53,0]
Cyklofosfamid 2 0 0
(Endoxan) [100£0]
Bez leczenia 99 4 1

39



3.2. Opracowanie materiatu do bada
Materiat do bada stanowity prébki krwizylnej z zyty odtokciowej pobrane
od chorych na PKZN i TZN oraz os6b z grupy K. Pam@ trzy prébki, dwie
na EDTA celem izolacji DNA i wykonania cytometrirzeptywowej oraz trzegi
na skrzep, z ktérej po odwirowaniu pozyskiwvano wico do bada

immunoenzymatycznych (w sumie okoto 15 ml krwi olbleavej).

3.3. Dodatkowe badania laboratoryjne
W ramach standardowej diagnostyki pierwotnych i mweéh

kiebuszkowych zapatenerek u kadego chorego obego badaniem wykonano:

1) badanie stzenia kreatyniny, biatka catkowitego, albumin orakladowych
dopetniacza C3 i C4 w surowicy;

2) petrg morfologi krwi (z uwzgkdnieniem liczby WBC, RBC, PLT orazegenia
HGB );

3) badanie ogdlne moczu z oznaczeniegiestia biatka oraz ocgnosadu moczu
(erytrocyturia, leukocyturia, wateczki).

Wszystkie badania zostaty wykonane w Centralnym okaforium
Analityczno-Biochemicznym Szpitala Klinicznego inH. Swiecickiego UM
w Poznaniu. Oznaczenia wykonano na analizatorzehbrmicznym firmy Synchron
CX 7 Delta firmy Beckman (Fullerton, Stany Zjednoog) przy uyciu
standardowych testéw stosowanych w diagnostycedatnyjnej.

Oznaczenia gkenia skladowych dopetniacza C3 i C4 wykonano mgetod
immunoturbidymetryczap z wyciem aparatu COBAS INTEGRA 800 (ROCHE
DIAGNOSTICS, Mannheim, Niemcy). Do badanych surowigzciexczonych
w 0,9% NaCl w stosunku 1:20 dodawano swoiste kzéliprzeciwciata wywohac
wytragcanie s¢ badanych biatek, ktérych ¢genie mierzono turbidymetrycznie
przy dtugaci fali 340 nm. Wartéci referencyjne dla oznaczonych parametréw

biochemicznych, morfologicznych i immunologicznymtzedstawiono w Tab. 6.
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Tab. 6. Zakres wartéci  referencyjnych dla  okéonych  parametrow

biochemicznych, morfologicznych i immunologicznych

SUROWICA/KREW PELNA

KREATYNINA 61,9-106,umol/l

BIALKO CALKOWITE 6,40-8,30 g/d|

ALBUMINY 3,50-5,20 g/dl

WBC 3,90-11,00x18pl

RBC 4,20-5,80x16/pl

HGB 13,5-17,2 g/d|

PLT 130-400x16/pl

C3 0,9-1,8 g/l

C4 0,1-0,4 g/l

MOCZ

TPUR <0,15 g/24h

E <5 RBC wpwpo odwirowaniu probki
L <5 WBC wpwpo odwirowaniu probki

3.4. Parametry immunologiczne
W grupie chorych na TZN, w ramach diagnostyki i moceaktywndgci
choroby oznaczano ANA i ANA profil. Oznaczenia testaty wykonane w Pracowni
Histopatologii i Immunopatologii Skory przy Kateérz Klinice Dermatologii UM
im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu. ANA oznaczanctodg immunofluorescencji
posredniej z ayciem testu Mozaika HEp-24troba (matpa) firmy EUROIMMUN
(Luebeck, Niemcy). Kombinagj dwodch substratéw, ludzkich komérek
nabtonkowych (HEp-2) i meonych skrawkéw wtroby matpy, inkubowano
Z rozcigéiczonymi prébkami surowicy chorych. W przypadku vkgnidodatniego
przeciwciata klasy IgA, 1gG i IgM wdzaly st z odpowiednimi antygenami.
Nastpnie zwpzane przeciwciata klasy IgG byly wykrywane przezakmwane
fluoresceim przeciwciata przeciw ludzkim IgG (kozie). Reakcjoceniano
pod mikroskopem fluorescencyjnym. W oceniegiowe] mianem ANA okréato
si¢ takie rozciéczenie surowicy, przy ktorym mpa bylo jeszcze rozpozéha
specyficzny typ fluorescencji w affrie jgdra komorkowego. Miano wgze, ldz
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rowne 1:320 stanowito wynik dodatni. Jako kontraladatnia shayta ludzka
surowica kontrolna z oznaczonym mianem autoprzeatwezeciwpdrowych. Jako
kontrok negatywl wykorzystano ludzk surowie kontrolg ujemry wobec
autoprzeciwciat.

Jakaciowej oceny typu przeciwciat ANA dokonywano zyagiem testu ANA
Profil 3 EUROLINE firmy EUROIMMUN (Luebeck, Niemcy)Test ten pozwala
na identyfikagg ludzkich przeciwciat klasy IgG skierowanych prizecl4
antygenom gdrowym: nRNP/Sm, Sm, SS-A (natywne), Ro-52, SS-8;79, PM-
Scl, Jo-1, CENR B, PCNA, dsDNA, nukleosomom, histm, rybosomalnemu
biatku P i AMA-M2 w surowicy. Jest to test paskowyaniesionymi w postaci linii
wysoko oczyszczonymi antygenami pochgmyani z: grasicy cielcej i kroliczej
(nRNP/Sm, SS-B, SCL-70, Jo-1, rybosmalne biatko M[)asicy ciejcej
(nukleosomy, histonykledziony i grasicy wotowej (Sm, SS-A), sersgini (AMA-
M2), jader tosia (dsDNA), ekspresji odpowiedniego ludzkiefpNA z wyciem
bakulowiruséw jako wektora w komorkach owadzictk@mbinowany Ro-52, PM-
Scl, CENP B, PCNA).

Paski testowe inkubowano z rozmeory w stosunku 1:100 surowgc
pacjenta. W przypadku wyniku dodatniego specyficpmeeciwciata klasy IgG
(rowniez IgA i IgM) wigzaly st z odpowiednimi antygenami na paskach membrany.
W nastpnym etapie dodawano kozie przeciwciato przeciwzkiej IgG sprzzone
z fosfataz alkaiczry. Substrat dla enzymu stanowit chlorek nitrobluatsdlinum/5-
bromo-4-chloro-3-indolyfosforanu (NBT/BCIP), po dodu ktérego obserwowano
reakcg barwryg. Intensywné¢é zabarwienia oceniano pofciowo z wyciem
programu EUROLineScan. Na podstawie intensyoncsygnatu (IS) wyniki

kwalifikowano jako:

-negatywny 0 - 1Sod0Odo5;
-graniczny (+) - 1S od 6-10;
-pozytywny + - 1S od 11-25;
-pozytywny ++ - 1S 26-50;
-wysoko pozytywny +++ - 1S >50.

Za dodatnie uznawano wyniki +, ++, +++.
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3.5. Ocena funkcji nerek
Oceny funkcji nerek dokonywano z pomoaceny filtracji kkbuszkowe;j
(eGFR) wg wzoru skréconego wzoru MDRD:
GFR (ml/min/1,73 R) = 186 x ( stzenie kreatyniny w surowicyj™>*x (wiek)©?%x
0,742 (dla kobiet) x 1,21 (dla Afro-Amerykanq®22]

3.6. Oznaczanie sizenia SCR1 w surowicy

Stezenie sCR1 w surowicy oznaczono metodLISA za pomog testu
C3bR ELISA kit firmy ElAab Science Co. Ltd (Stanjednoczone). Zasgadnetody
przedstawiono na Ryc. 3.

Surowice wszystkich chorych i zdrowych ochotnikbwzpuszczano
w dofgczonym do zestawu rozpuszczalniku w stosunku 1:289).odpowiednich
dotkbw na przygotowanej wcgaej mikroptytce pokrytej przez specyficzne
przeciwciato przeciwko C3bR dodawano po 100 ul hsda surowic oraz prébek
wzorcowych. C3bR w surowicy ulegato g@aniu z przeciwciatem przeciw C3bR
na ptytce. Po 2-godzinnej inkubacji w temperatuzZ€C delikatnie usuwano ptyn
z dotkbw na mikroptytce i dodawano kompleks zawwma przeciwciato
poliklonalne przeciw C3bR oraz biotyn(inkubacja 1-godzinna w temp. 37°C).
Aspirowano tré¢ z kazdego dotka, a naginie przemywano zayciem specjalnego
buforu, powtarzajc procedug 3 razy. W kolejnym etapie dodawano HRP gpong
z awidyry (inkubacja 1-godzinna w temp. 37°C). Substrat elaymu stanowita
TMB (3,3',5,5' tetrametylbenzydyna), po dodaniu fgjd nastepowata barwna
reakcja. Po zahamowaniu #ej reakcji za pomac roztworu kwasu siarkowego,
intensywnaé¢ zabarwienia prébki mierzono spektrofotometrem zyciem fal
o dilugaci 450 nm i otrzymane wyniki porownywano z krzywzorcows. Test

pozwalat na wykrycie C3bR w surowicy wegeniu 0,78 ng/ml do 50 ng/ml.
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Chromogen/substrat dla HRP  —— ****

Awidyna sprzezonazHRP <€¢——

Przeciwciato przeciw CR1
sprzezone z biotyng

CR1 obecne w badanej surowicy -

Dotek mikroptytki optaszczony
przeciwciatem przeciw CR1

Ryc. 3.Zasada metody oznaczania SCR1 w surowicy

3.7. 1zolacja DNA

Izolacg DNA z leukocytow krwi petnej przeprowadzono przyyciu
zestawu Master Puf® DNA Purification Kit firmy EPICENTRE (Madison, Sig
Zjednoczone). Od wszystkich zdrowych ochotnikowhorych obgtych badaniem
pobrano probk krwi na EDTA, a naspnie przeniesiono z niej p825 ul krwi
do probowki typu Eppendorf. W kolejnym etapie dade probéwki dodano 1 ml
buforu lizugcego (Lysis Buffer 1), wymieszano na worteksie §irBARSTEDT
(Numbrecht, Niemcy) i inkubowano w temperaturze qowej przez 5 min.
Zawarta¢ probdwki ponownie worteksowano przez 10 s, inkudoovprzez kolejne
5 min w temperaturze pokojowej i ponownie wymiegzan wyciem worteksu.
Nastpnie probowk wirowano przez 25 s zzyciem wirdwki firmy EPPENDORF
(Hamburg, Niemcy) przy 14000 RPM, po czym ngdszlewano, pozostawigj
na dnie probéwki okoto 25ul supernatantu, w ktérym przez worteksowanie
zawieszono osad. W kolejnym etapie do probowki daoheo 500ul drugiego buforu
lizujgcego (Lysis Buffer 2) i zawieszano osad przez T7tngopipetowanie.

Po dodaniu 200ul roztworu precypituyjcego (Precipitation Solution) i 30
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sekundowym worteksowaniu, powstaimieszania wirowano przez 10 min
przy 14 000 RPM. Powstaty supernatant przenoszomo ndwej probowki

i dodawano do niego 508 izopropanolu. Mieszag roztwor poprzez wielokrotne
obracanie prébéwki obserwowano waganie s¢ wyizolowanego DNA. Wytcone
DNA osadzono na dnie probowki poprzez 10-minutowieowanie przy 14000
RPM. Powstaly supernatant delikatnie usuwano, d 884A przeptukiwano jeszcze
2-krotnie z wyciem 300 ul 75% etanolu i ponownie wirowano przez 2 min.
Po delikatnym usugciu supernatantu n@iankach probowki pozostawat osad DNA,
ktory po osuszeniu w temperaturze pokojowej praezl® minut, zawieszano w 100
ul TE (10 mM Tris-HCI pH=8,0, 1 mM EDTA). Prébknastpnie worteksowano

I zamraano w temperaturze -20°C.

Stzenie  wyizolowanego DNA  oznaczano przy zydciu
spektrofotometru Lambda EZ201 (PERKIN ELMER, Bost8tany Zjednoczone).
Do prébki dodano bufor TE firmy PROMEGA (Madisortay Zjednoczone) celem
uzyskania stzenia DNA 100 ngil. DNA przechowywano w temperaturze -20°C.

3.8. Amplifikacja DNA metoda PCR

Celem oceny polimorfizmu rs11118133 genu CR1 welgier intronu 27
amplifikowano wyizolowany wczmiej materiat genetyczny metpdCR [Cornillet
1991]. Do przeprowadzenia reakcjiyto pary starteréw: forward -5-CAG CAG
AGC CAA CTT CTG ACC C-3ii revers: 5-CCC TTG TAA GGC AAG TCT GG-
3’'(Metabion InternationalAG; Martinsried, Niemcy). Amplifikagg DNA metod
PCR wykonano na termocyklerze firmy BIOMETRA,GRADIENT (Goettingen,
Niemcy).

2 ul wyizolowanego wcz@iej dsDNA (matryca) rozciezono
w mieszaninie reakcyjnej o sktadzie: 2 mMz#ago dNTP (PROMEGA), 2 pM
odpowiednich starterow, gl buforu do PCR (18stezony bufor, sktad: 100 mM
Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI, 15 mM Mggl 0,01% zelatyny) (SIGMA
ALDRICH, Saint Louis, Stany Zjednoczone) oraz wod&aktowana
dietylopiroweglanem (DEPC) (FERMENTAS, Wilno, Litwa). gtzna obgtos¢
mieszaniny wynosita 2@l. W probce stanowtej kontrot ujemry 2 pl matrycy

zasgpiono rownowang iloscig wody DEPC. Do cakxi dodawano 1 U polimerazy
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Redtaq(Redtag genomic DNA polymerase, SIGMA, Niemcy)tezeniu 5 Ul.
Temperatug przylegania dla par starterow dobierano wykgaujgradient
temperaturowy na termocyklerze BIOMETRA. Kolejneamt reakcji PCR
przedstawiono w Tab. Po zakaczonej reakcji probowki inkubowano w temp. 4°C

przez ok.15 min.

Tab. 7. Etapy amplifikacji DNA w obgbie intronu 27 genu CR1 metp&CR

CZAS
TEMPERATURA

TRWANIA

WSTEPNA DENATURACJA 95°C 3 min
( denaturacja 95°C 30s
rzylczanie
AMPLIFIKACJA | Przyy , EgoC 1 min 20
(40 cykli) starterow
KWyd’fuéanie 72°C 1min20s
KONCOWE WYDLUZANIE 72°C 7 min.

3.9. Przygotowaniezelu agarozowego do elektroforezy

Celem przygotowania 1,5%elu agarozowego 1,5 g sypkiej agarozy (Serva,
Heidelberg, Niemcy) zawieszono w 1xzinym buforze TAE (o sktadzie 40 mM
Tris-CH;COOH pH 8,0, 2 mM EDTA pH 8,0) do aipsci 100 ml. Zawiesia
ogrzewano w kuchence mikrofalowej w temp. 60°C przeninut i dodawano {l
bromku etydyny o steniu 5 mg/ml (Sigma Aldrich, Saint Louis, Stany
Zjednoczone) i pozostawiano roztwor do wystygid. Po ostudzeniu agakoz
wylewano do wanienki aparatu elektroforetycznegonigac zel o grubdci 0,5cm.

Do plynnego cjgle zelu w odpowiednim czasie wkladano grzebiektory

po zastygnjciu zelu wyjmowano. Tak powstatyel umieszczano w aparacie
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do elektroforezy i zalewano buforem TAE. Do ufornamych kieszonek
wprowadzano badane proby apaine w 1/10 olgitosci barwnikiem o skitadzie: 30%
glicerol, 0,5% b¢kit bromofenolowy, 0,25% ksylencjanol (SIGMA ALDRIKJ.

W pierwszej kieszonce uformowanegglu umieszczano marker DNA Ladder, czyli

wzorzec mas ¢gteczkowych (EURX Ltd., Gdak, Polska).

3.10. Elektroforeza

Rozdziatu elektroforetycznego dokonywano w aparaie elektroforezy
GNA 200 (AMERSHAM BIOSCIENCES, Buckinghamshire, W& Brytania).
Elektroforez prowadzono przy nagiu 70-100V i najzeniu 80-100 mA,
w temperaturze pokojowej, w czasie 30-60 minut. Walizacji produktéow PCR
po rozdziale elektroforetycznym nzelu agarozowym dokonywano za porjoc
kamery video emitucej promienie UV i programu do analizy i dokumeritaeli
(VILBERT LOUMART, Marnes la Valle, Francja). Zgjia zapisywano w formie

elektroniczne.

3.11. Przygotowywanie produktow PCR do dalszych attia

Oczyszczanie produktow PCR ze sktadnikow mieszar@akcyjnych
przeprowadzano przyzuciu zestawu DNA Clean-up (A&A BIOTECHNOLOGY,
Gdaisk, Polska). Do probowki zawiegag] mieszanig PCR dodawano 40Ql
roztworu whzacego ,G”, zawiergicego sOl chalotropayy Nastpnie
po wymieszaniu prébki zawa#® probowki nanoszono na minikolunen
umieszczoa w probowce o ohjtosci 1,5 ul i wirowano przez 30 s przy obrotach
14000 RPM w temp. 4°C. Powstalty supernatant usawaNastpnie
na minikolumr nanoszono 60Qul roztworu ptucacego ,Al” (zawierajcego
etanol) i caté¢ wirowano przy 14000 RPM przez 30 s. Po uprzedniomigsiu
nadgczu na minikolumn ponownie nanoszono 300 roztworu ,Al”. Cala¢
wirowano przez 2 minuty przy 14000 RPM, supernatastungto. Osuszos
minikolumre umieszczano naginie w nowej probowce i dodawano @Gbuforu TE
(10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA). Po 3-minutowigkubacji w temperaturze
pokojowej prébk ponownie wirowano  otrzymaf supernatant zawieegy
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oczyszczone DNA. Powstaly praegz zamraano i przechowywano w temperaturze
-20°C celem #ycia do dalszych bada

3.12. Analiza restrykcyjna produktow amplifikaciji

Celem oceny polimorfizmu rs11118133 genu CR1 welaibr intronu 27
uzyto techniki PCR i enzymu restrykcyjnebiindlll (Amersham Life Science, Stany
Zjednoczone) do ¢cia wczéniej otrzymanego i oczyszczonego produktu tej rgakc
[Cornillet 1991]. Sekwengj rozpoznawas przez wspomniany enzym jest: 5'-
A|AGCTT -3'. W sklad mieszaniny o afipsci 30 ul, w ktérej przeprowadzano
reakcg restrykcji wchodzito: Jul enzymu restrykcyjnegblindlll o sezeniu 10 UL,
25 ul roztworu oczyszczonego DNA (10 oczyszczonego wcgeiej produktu PCR
+15 pl wody DEPC), 3ul buforu (o skfadzie: 10 mM Tris-HCI, pH 8,5, 10 mM
MgCl,, 100 mM KCI, 0,1 mg/ml BSA) oraz il wody DEPC (FERMENTAS).
Probéwlke z 30ul mieszaniny inkubowano w temperaturze 37°C w blgkaejnym.
Po okoto 16 godzinach inkubacji dokonywano rozdrialektroforetycznego
produktéw reakcji restrykcji na 2%elu agarozowym. Dwu procentowyel
agarozowy otrzymywano po rozpuszczeniu 2,0 g sypkgarozy w 100 ml 1x

stezonego TAE buforu w warunkach opisanych widej w rozdz. 3.6.

3.13. Cytometria przeptywowa

Do analizy uyto 2 ml dobrze wymieszanej krwi, pobranej na EDZ &ty
odtokciowej. Badanie wykonywano do 2-3 godzin odbamia krwi, utrzymujc ja
przez ten czas w temperaturze otoczenia.

Celem okrélenia gtéwnych subpopulacji leukocytow (neutrofieonocyty,
limfocyty i limfocyty B) 100 ul krwi inkubowano w lwecndci przeciwciat
monoklonalnych znakowanych fluorochromepnzeciw CD45 (znakowane FITC),
CD19 (znakowane PerCP), CD14 (znakowane Pe-CyM)1i5C(znakowane APC)
oraz odpowiednich izotypéw IgGl i 1gG2b sisych jako kontrola. Do oceny
subpopulacji leukocytéw aywano przeciwciat firmy Becton-Dickinson (San Jose,
CA, Stany Zjednoczone). Subpopulacje leukocytéwy ldgfiniowane na podstawie
bramek utworzonych w oparciu o parametry rejestreega swiatta rozproszonego

na komorce (FSC i SSC oktajace odpowiednio wielké i ziarnistg¢ komorek)
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oraz $wiatta emitowanego przez wzbudzony fluorochrom, azanym

z odpowiednim przeciwcialem monoklonalnym (neuteofcD45+ CD15+ CD14-;
monocyty CD45+ CD14+; limfocyty CD45+ CD14-, w tylimfocyty B CD19+)
(Ryc. 4a). Akwizycja populacji erytrocytow byta wykywana z osobnej
nielizowanej prébki. Erytrocyty zostaly okiene jako populacja CD45-
I wykazupca ekspresgj glikoforyny A (CD235a, Becton Dickinson, San JOE&,
USA) oraz wykazujca niskie FSC (Ryc. 4b). Do oktenia ekspresji receptora CR1
na okrglonych wczeéniej populacjach leukocytow i erytrocytowyio przeciwciata
monoklonalnego przeciw CD35 znakowanego fikoengr{iaE)-klon E11 (Becton
Dickinson). Badania wykonano w Zakiadzie Immunologii Katedrymuomologii

Klinicznej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Markowskiego w Poznaniu.

W pierwszym etapie, do probowek cytometrycznychlddia 5 ml)
dodawano po 5 pl odpowiednich przeciwciat, a ¢pase 100 ul badanej krwi.
Zawartg¢ probowek mieszano, nagphie inkubowano przez 15 min w warunkach
ciemnej komory, w temperaturze pokojowej. Dadej probéwki dodawano 500
swiezo przygotowanego ptynu lizagego (BD FACS Lysing Solution; Becton
Dickinson, USA). Po zmieszaniu, probéwki ponownigubowano przez 10 min
w temperaturze pokojowej (liza erytrocytow). Do lppavek dodano po 3 ml PBS-u
o pH 7,4 (zatrzymanie lizy), zawafto przeptukiwano, nagpnie wirowano
z predkoscia 1200 RPM przez 4 min (temp. -4°C-£€). Supernatant zlewano
osuszajc resztki ptynu na bibule. Do probéwek ponownieaw@dno po 3 ml PBS-u,
zawart@¢ po wymieszaniu wirowano jak poprzednio. Superrtatalewano,
odsiczano resztki ptynu na bibule. Do probowek zawigngh na dnie pelet
leukocytow dodawano po 500l PBS-u. Bezpgrednio po znakowaniu prébki
poddawano akwizycji (10 000 zdafdena cytofluorometrze (FACS CANTO,
Becton-Dickinson), nagpnie dane analizowano przy pomocy programu BD FACS
DIVA v. 6.1.2. software (Becton-Dickinson). Eksgeesreceptora CR1 zostata
okreslona jakosrednia intensywng fluorescencji (MFI) [87,123].

Akwizycja populacji erytrocytow byta wykonywana gabnej nielizowanej
probki. Erytrocyty zostaty okéone jako populacja CD45- i wykazop ekspresj
glikoforyny A (CD235a, Becton Dickinson) oraz wykggca niskie FSC (Ryc. 4b).
Do okrelenia ekspresji receptora CR1 na dgkvaych wczéniej populacjach
leukocytow i erytrocytow iyto przeciwciatla monoklonalnego przeciw CD35
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znakowanego fikoerytryn (PE) (Becton Dickinson). 1 ml krwi pacjenta
przeptukiwano 10 ml soli fizjologicznej przez okalomin. Nastepnie do 20 pl krwi
pacjenta dodawano po 2 pl Zkkego przeciwciata i inkubowano prze 15 min
w temperaturze pokojowej w ciemdudh Powstad zawiesir przeptukiwano
ponownie 2 razy 1ml soli fizjologicznej i poddawamoezwiocznie akwizycji
na cytofluorometrze (Ryc. 4b).
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Ryc. 4b.Bramkowanie erytrocytow (populacja CD45-) w cytam@rzeptywowej

3.14. Metody statystyczne

Wyniki zostaty przedstawione w postagednich £ SD srednich £ SEM,
lub jako wartéci procentowe. Wartmi SLEDAI-2K i wiek zaprezentowano
z wyciem mediany podag wartgci minimalne i maksymalne. W pierwszej
kolejnaéci dokonano weryfikacji zgodsoi wynikdw 2z rozktadem Gaussa
korzystagc z testu normalrgi Shapiro-Wilk. Do analizy zmiennych #ciowych
niepowhzanych wykorzystano jednoczynnikgwanaliz wariancji dla zmiennych
niepowgzanych (ANOVA). W przypadku uwzglniania wptywu zmiennej
towarzyszacej przy porOownywaniu grup zastosowano aralikowariancji
(ANCOVA). Do porownania zmiennych #oiowych niepowazanych w dwoch
grupach ayto testu t-Studenta (dla zmiennych parametryczhyctestu Manna-
Whitneya (dla zmiennych nieparametrycznych). Do ngcerdznic CczStasci
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wystepowania genotypu radzy grupami ayto testu Fishera-Freemana-Haltona.
Zgodna¢ rozkladu genotypow polimorfizmu rs11118133 prawem Hardy'ego-
Weinberga w grupie chorych oraz w grupie kontrobmjawdzono testenf i testem
Fischera. Aby ocefiwptyw danego genotypu na wygptenie choroby i ekspresj
CR1 na badanych komérkach oragzehie sCR1 w surowicyayto odpowiednich
modeli regres;ji logistycznej. Do oceny wptywu potirfizmu rs11118133, czynnika
pici, wieku badanych, stosowanego leczenigzestia kreatyniny w surowicy,
wielkosci biatkomoczu i klirensu kreatyniny nac¢seénie sCR1 w surowicy i
ekspresj CR1 na powierzchni badanych populacji komérek wykstano take
modele hierarchicznej regresji wielorakiej. Przy zgWdnieniu ogranicze
wynikajacych z liczebnéci grupy do modelu nie w&zano na raz wcej niz jednego
predyktora na 10 przypadkow. Oeermodelu przeprowadzono Kkieggj sk
skorygowanym R Zwiazek pomédzy stzeniem sCR1 w surowicy i ekspresgR1
na powierzchni komérek a polimorfizmem rs1111818@rydoterapi u badanych
chorych i aktywnécia TZN analizowano przy pomocy wieloczynnikowej wgieej
analizy logistycznej. Do analizy korelacji ¢dzy badanymi parametrami
wykorzystano wspoiczynnik korelacji liniowej r Peana (dla zmiennych
parametrycznych) lub korelacji rangowejs 1Spearmana (dla zmiennych

nieparametrycznych). Jako istotne statystycznigj gz wartagci p<0,05.
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4. WYNIKI
4.1. Analiza produktu Hindlll RFLP
4.1.1. Analiza produktu PCR
Zgodnie z oczekiwaniami, otrzymany produkt ampéfik DNA
z wykorzystaniem metody PCR i par starterow speewfych dla intronu 27 genu
CR1 miat dlugéc¢ 1633 pz (Ryc. 5).

M 1 2 3 4 5 6 7 8

1633 pz

Ryc. 5. Produkt PCR otrzymany przyzyciu starterow dla intronu 27 w afirie

genu CR1 o diugei 1633 pz
Objanienia: M-marker; 1-7 —produkt PCR uzyskany u koteh badanych osoéb; 8-

kontrola negatywna (woda)

4.1.2 Analiza produktéw reakcji restrykcji z u zyciem enzymuHindlll

Dlugosci fragmentow powstatych w reakcji restrykcji zygiem enzymu
Hindlll wynosity 1546pz, 1081pz, 465pz i 87pz. Wxmino trzy wersje genotypu
w obrbie polimorfizmu intronu 27 genu CR1 przyygiu enzymu restrykcyjnego
HindlIl i techniki RFLP:
— genotyp HH, ktéry odpowiadat fragmentom DNA o diéigj 1546 i 87 pz;
—genotyp HL odpowiadagy fragmentom DNA o diugei 1546 pz, 1080 pz, 465
pzi87pz;
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—genotyp LL odpowiadagy fragmentom DNA o diugai 1080 pz, 465 pz i 87pz
(Ryc. 6a).

Obecné¢ fragmentu DNA o diugi 87 pz po zastosowaniu ecia
enzymemHindlll wynika z obecngi dodatkowego konstytutywnego miejscacta
dla enzymuHindlll w obrbie odcinka DNA wyznaczonego przez garytych
starterow, niezalmego od polimorfizmu rs11118133. Pojawig sin w kadym
badanym przypadku bez wedu na rodzaj genotypu polimorfizmu rs11118133.
Miejsce cecia enzymuHindlll zalezne od mutacji A>T, bedace podstaw badanego
polimorfizmu, i wspomniane wcgeiej miejsce konstytutywne zaznaczone zostaty
na Ryc. 6b. Homozygota HH posiadata nieaktywne et@aymu restrykcyjnego
miejsce dziatania zwrzane z polimorfizmem rs11118133 (brak mutacj»A), skd
fragment 1546 pz nie ulegl dalszemwcai. W przypadku heterozygoty HL
fragment 1546 pz ulegt efciowemu cg¢ciu na fragmenty 1080 pz i 465 pz,
co wynika z obecnwi mutacji A>T w allelu L. W przypadku homozygoty LL
fragment DNA o diugéci 1546 pz ulegt catkowitemu @iu na 1080 i 465 pz,

co wynika z obecrigi wspomnianej mutaciji.
M HL HH LL LL HH HH HL HH HH

1546 pz
1081 pz

Pl

465 pz

|

87 pz

Ryc. 6a. Zel obrazujcy mazliwe wersje polimorfizmu rs11118133 genu CR1 przy
uzyciu enzymu restrykcyjnegdindlll
Objasnienia: M-marker, HH-homozygota HH (produkty o gitéci 1546 i 87 pz);
HL-heterozygota HL (produkty o dtugc 1546 pz, 1080 pz, 465 pz i 87pz);
LL-homozygota LL (produkty o diugei 1080 pz, 465 pz i 87pz)
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CAGCAGAGCCAACTTCTGACCCAGTCTCAGATAGACAAACTAAACTATTGCTCCCTTTACTTTAAA
AGCAAGCAATAGGACTTATAGATGGAGATGATACGTTGGACATAGCCATATGATCAAAGGAATACA
AAAAAGAAGGTACAATATGTATTGTATTGTAAACCAGAGGAGGGCAACATGTTCCTGTCAAAGGTG
GTACATGTGAAACCTGGTCAGGCATTCATTGGATGAAAAGGAGCAGCTTACAAATAAGGAAAAGG
AAAAAAGGTAGTTGAACCATGTAAACCTCCTTAACTGAGATCAGTAGGTAATACAGTTGAGTTGGA
GGACCCTGAAGCAGAGTTTGGGAGGGTAAACATTAATTGTAACAGCAGCTCTGGAAGAGTATGCA
TCAAAGTGCACACAGAGAGGAGACATTATGGGGTTCTTGCTCTTGACTTCTCCTTGGGACAAGTA
GCCACACCAAAAGCCATTGCCTCAACTGAGAAGGGGCTTTTAAAAACTCTGGAGTGGACCTCCAT
CAAACTCCAGCAGACCTGCAGCAGAGGGGCCTGACTGTTAGAAGATAAACTAACAAACATAAAGG
AATAGCATCAACATTAACAAAAAGGACGTCCACATGAAAACCCCATCCAAAGGTCACCAACATCAA
AGACCAATGATAGATAAATCCACGAAGATGAGGAAAAACCAGCACAAAAAGGCTGAAAATTCCCG
AAACCAGAATGCCTCTTCTCCTCCAAAGGATCACAACTCCTTGCCAGCAAGAGAACAAAACTGGG
TGGAGAATGAGTGAGTTGGACAGATTGACAGAAGTAGGCTTCAGAAGGTGGGTAATAACAAACTC
CTCTGAGCTAAAGGAGCATGTTCTAACCCAATGCAAGGAAGCGAAGAACCTTGAAAAACAGGTTA
GAGGAATTACTAACTAGAATAACCAGTTTAGAAAAGAACATAAATGACCTGATGGAGCTGAAAAAC
ACAGCACAAGAACTTCATGAAGCATACACAAGTATCAATAGCCGAATCGATCAAGTGAAACAAAGG

ATATCAGAGATTGAAGATCAACTTAATGAAATAA AGCA/TTGAAGACAAAAAAAGAATGAAAAGG
AATGAACAAAGCCTCCAAGAAATATGGGACTATGTGAAAAGACCAAACCTACGTTTGATTGGTGTA
CCTGAAAGTGACGGGGAGAATGGAACCAAGTTGGAAAACACTCTTCAAGATATTATCCAGGAGAA
CTGCCCCAACCTAGCAAGACAGTCCAGCATTCAAATTCAGGAAATACAGAGAACACCACAAAGAT
ACTCCTTGAGAAGAGCAACCCCAAGACACGTAATTGTCAGATTCACCAAGGTTGAAATGAAGGAA
AAAAATGTTAAGGGCAGCCAGAGAGAAAGGTCGGGTTACCTACAAAGGGAAGCCCATCAGACTAA
CAGTGAATCTCTCTGCAGAAACCCTACAAGCCAGAAGAGAGTGGGGGCCAATATTCAACATTCTT
AAAGAAAAGAATTTTCAACCCAGAATTTCATATCTAGCCAAACTALAGCTTCATAAGTGAAGGAGAA
ATAAAATCCTTTACAGACAAGCAAATGCTGAGGGATTTTGTCACCACCAGACTTGCCTTACAAGG
G

Ryc. 6b. Sekwencja nukleotydow w uzyskanym produkcie PCRzd@
zaznaczono fragmenty wyznaczone przez ptarterOw oraz miejsce
mutacji A—T, bedgce podstaw polimorfizmu rs11118133. Pojedyncz
ciagta linig zaznaczone jest miejsce konstytutywne dziatarggran
restrykcyjnegdindlll. Podwdjry linig ciaglta oznaczone jest miejsce
dziatania tego enzymu w przypadku obemmonutacji A—>T

4.2.0cena cestosci wystepowania genotypéw HH, HL i LL w badanej
populacji

Caly badan populacg (291 oséb) podzielono wedtug uzyskanego genotypu

na grug HH (190 osob), HL (88 osob) i LL (13 osob), w tym:

-K (HH-49 oséb; HL-22 osoby; LL-4 osoby)
-PKZN (HH-1010s0b; HL-42 osoby; LL-7 oséb)
-aTZN (HH-20 os6b; HL-13 osob; LL-0 oséb)

-naTZN (HH-20 os6b; HL-11 0s6b; LL-2 osoby).

Rozktad procentowy wysgpowania poszczegolnych genotypéw w badanych

podgrupach przedstawiono na Ryc. 7. Zaréwno w ¢adpnej populacji (GC), jak
I w poszczegolnych podgrupach (K, PKZN i TZN) nafzej wystpowat genotyp
HH, najrzadziej LL. Cgstas¢ wyskpowania genotypow HH, HL i LL nie ¢dita si
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istotnie statystycznie pogdzy grupami K, PKZN i TZN (p=0,77) i grupami K,
PKZN, aTZN, naTZN (p=0,76). Rozklad genotypow amalvanego polimorfizmu
byt zgodny z prawem Hardy'ego-Weinberga zaréwnorupig K , jak i chorych
na PKZN i TZN (p>0,05) (Tab. 8).
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Czestosc - GC
4,5%

ngstos’,é -TZN
0%

\

‘ ® % HH ™ % HH
m % HL m % HL
"% LL " %LL
Czestosc - K Czestosc - aTZN
5,3% 0,0%
m % HH ® % HH
= % HL m % HL
=% LL " %LL
Czestosc - PKZN Czestosc - naTZN
4,7% 6,1%
‘ m % HH ‘ ® % HH
m % HL m % HL
"% LL m%LL

Ryc. 7. Czstas¢ wyskpowania genotypu HH, HL, LL w GC, K, PKZN, TZN,

aTZN i naTZN

GC — Grupa catkowita, K — kontrola, PKZN — przewtekicbuszkowe zapalenie nerek, TZN —
toczniowe zapalenie nerek, aTZN — aktywne tocznipamalenie nerek, naTZN — nieaktywne

toczniowe zapnalenie ner:
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Tab. 8. Rownanie Hardy'ego-Weinberga dlagstméci wyskepowania genotypow
polimorfizmuHindlll CR1

Kontrola (MAF® = 0,2) |

Genotyp Obserwowane Oczekiwane p p

HH 49 48

HL 22 24 p=0,47 p=0,77
LL 4 3

Genotyp Obserwowane Oczekiwane pb p°

HH 101 99

HL 42 46 p=0,42 p=0,63
LL 7 5

Genotyp Obserwowane | Oczekiwane p° p°

HH 40 41

HL 24 22 p=0,71 |p=0,77
LL 2 3

a — MAF — minor allele frequency; b — Fisher exast; ¢ —°

4.3. Ocena wptywu genotypoviHindlll CR1 na wyshpienie PKZN i TZN

Poza ocejp czstdsci wyskpowania genotypow HH, HL, LL w
poszczegolnych badanych grupach (K, PKZN i TZNQjr&tnie wykazaty rinic
pomiedzy grupami, do oceny wptywu polimorfizmu rs1111818a wysipienie
PKZN i TZN wykorzystano model regresji logistyczndjab. 9). Model ten nie
wykazat istotnego ryzyka zachorowania na TZN i PKZ&Mazanego z posiadaniem

okreslonego genotypidindlll genu CR1.



Tab. 9. Model regres;ji logistycznej dotygay czstasci wysiepowania genotypowdindlll CR1 i ryzyka zachorowania na PKZN i TZN

Zmienna (genotyp) PKZN (n = 150) K (n=75) IL (95% PU) Wartosé P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 101 (67,33) 49 (65,33) 1.00
HL 42 (28,00) 22 (29,33) 0,93 (0,50 - 1,72) p = 0.808
LL 7(4,67) 4 (5,34) 0,85 (0,24 —5,07) p = 0,803
HL/LL 49 26 0,91 (0,51 —1,65) p=0,764
Zmienna (genotyp) TZN (n = 66) K (n=75) IL (95% PU) Wartosé P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 40 (60,61) 49 (65,33) 1.00
HL 24 (36,36) 22 (29,33) 1,34 (0,65 — 2,75) p = 0,425
LL 2 (3,03) 4 (5,34) 0,61 (0,10 —5,60) p =0,575
HL/LL 26 26 1,22 (0,61 — 2,45) p = 0,562
Zmienna (genotyp) TZN (n = 66) PKZN (n = 150) IL (95% PU) Wartosé P
n (%) [1] n (%) [1]
Hindlll CR1
HH 40 (60,61) 101 (67,33) 1.00
HL 24 (36,36) 42 (28,00) 1,44 (0,77 — 2,69) p = 0,250
LL 2 (3,03) 7 (4,67) 0,72 (0,14 — 3,69) p =0,684
HL/LL 26 49 1,34 (0,73 — 2,45) p =0,341
Zmienna (genotyp) TZN + PKZN (n = 216) K (n=75) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [1]
Hindlll CR1
HH 141 (65,27) 49 (65,33) 1.00
HL 66 (30,56) 22 (29,33) 1,04 (0,58 — 1,87) p = 0,888
LL 9 (4,17) 4 (5,34) 0,78 (0,23 —2,67) p = 0,697
HL/LL 75 26 1,00 (0,58 — 1,74) p =0,993

K-grupa kontrolna; PKZN-pierwotne ¢thuszkowe zapalenie nerek, TZN-toczniowe zapalesiekn IL — iloraz szans, PU — przedziat uftio
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4.4. Ocena i poréwnanie ekspresji CR1 na umych komoérkach w grupach
0s6b z r@nymi genotypami

Poréwnanie ekspresji CR1 naznych typach komorek krwi radzy
grupami osob posiadgjych odmienny genotyp w calej badanej grupie wykaza
ze najwtksz ekspregj CR1 ma granulocytach, monocytach i limfocytach B
stwierdzono u 0sO6b z genotypem LL. Rice te byly statystycznie znamienne
pomigdzy grupami HH i LL (dla G-CR1 p<0,01, natomiasa iM-CR1 i B-CR1
p<0,05). Grupa o0s6b z genotypem HL wykazywalasrginyg ekspresj
na granulocytach, monocytach i limfocytach B w paméniu do grupy HH i LL,
ale bez statystycznie istotnychznic w poréwnaniu do grupy HH i LL. Nie
stwierdzono natomiast #0ic w ekspresji CR1 na erytrocytach peday

wspomnianymi grupami (Ryc. 8).

[ 1
7000 -
= 1
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4000
E = HH
4
= 3000 mHL
=
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1000 -
13 19088 13
0 .
Granulocyty Monocyty Limfocyty B Erytrocyty
*_.p<0,05 ** _p<0,01 **% _p < 0,001

Ryc. 8. Poréwnanie ekspresji receptora CR1 na poszczedolhymach komorek
krwi u 0s6b z ranymi genotypamHindlll CR1 w catej badanej populacji
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Nastpnie porownano ekspresiCR1 na komorkach krwi osob zzrgymi
genotypami w grupie K (Ryc. 9a), PKZN (Ryc. 9bY2ZN (Ryc. 9c). Statystycznie
znamienne rinice w ekspresji CR1 powdzy grup HH i LL stwierdzono
na granulocytach (p<0,05) i limfocytach B (p<0,0&8lg tylko u chorych na PKZN.
Réznice te byly rownie widoczne na monocytach, ale nie spetniaty wymogow
istotnaci statystycznej. \&t6d chorych na PKZN, podobnie jak to zaobserwowano
w GC, najwekszg ekspresj wykazywaly leukocyty u osob z genotypem LL,
posredng z HL, a najmniejsg z HH. Nie stwierdzono natomiast istotnychzmic
w ekspresji G-CR1, M-CR1 i B-CR1 pogdzy osobami z rnymi genotypami
w grupie K i TZN. W grupie K mana jednak byto zauwg¢ tendengj do wyzszej
ekspresji G-CR1, M-CR1 i B-CR1 u 0s6b z genotypelm Rodobnie genotyp LL
predysponowat do wigzej ekspresji G-CR1 i M-CR1 u chorych na TZN. Nie
odnotowano rénic pomedzy ekspregj E-CR1 u 0s6b z dymi genotypami Wrod
chorych na PKZN i TZN oraz w grupie K.
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Ryc. 9a. Poréwnanie ekspresji receptora CR1 na poszczggoltypach komorek
krwi u 0s6b z genotypami HH, HL, LL w grupie K
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Ryc. 9b. Poréwnanie ekspresji receptora CR1 na poszczedoltygach komorek
krwi u 0s6b z genotypami HH, HL, LL u chorych naA¥X
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Ryc. 9c Poréwnanie ekspresji receptora CR1 na poszczedoltygach komorek
krwi u 0s6b z genotypami HH, HL, LL u chorych naN'Z
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4.5. Ocena wplywu posiadanego genotyptindlll CR1 na wysokdé jego
ekspresji na komdérkach krwi oséb badanych

W celu potwierdzenia mtiwosci wptywu genotypow HH, HL, LL
na wysokeé¢ ekspresji CR1 na komorkach krwi zbudowano modairesi
logistycznej oparty na podziale grupy badanej ndgpapy z wysok (w), sredng (S)

I niska (n) ekspregi CR1. Granice dla podziatu na grupy w, S, n przgismno
w Tab. 10. Zostaly one wyznaczone przez waitd5 i 75 percentyla dla G-CR1, M-
CR1, B-CR1 i E-CR1 osgnicte w grupie K, ktore wyznaczaly rowniesztywne
granice dla n, s i w ekspresji w grupie GC, PKZNZN.

Tab. 10. Granice podziatu na nigk(n), sredng (s), i wysok (w) ekspregj CR1
na poszczegolnych populacjach badanych komorelkupigK

Rodzaj N ﬁlr(idrr‘(i;'a S Ui @
komérid Minimum  Maksimum ekspresja (n) N Zgi <J75( ) ekspresja (w)
< 25 percentyla > 75 percentyla

percentyla

(Cf\;lggl 699,00 | 710000 |< 140506 g %igg’gg "> 2479 00

(Ml\/l_lci:l?l 911,87 | 10821,00 | < 162150 215642512’5000' > 5452.00

(B,\;ICHF;l 1436,80 | 10872,00 | < 2653,00 226605337’0000' > 6037,00

R-CRL 512057 |

Wy | 5325 | 26872 |<12057 Coompy | 220522

Cztery modele regresji logistycznej dotyce wptywu polimorfizmu
rs11118133a wysokaéc ekspresji G-CR1 (Tab. 11a), M-CR1 (Tab. 11b), BICR
(Tab. 11c) i E-CR1 (Tab. 11d) w catej badanej geupykazaly istota statystycznie
tendeng} do wyzszej ekspresji CR1 na leukocytach u 0s6b z genotyidei HL/LL
w stosunku do genotypu HH, a w przypadku granutdeytrownie: istotr
statystycznie tendencjdo wyzsze] ekspresji G-CR1 u os6b z genotypem HL
w poréwnaniu do grupy HH. Brak natomiast byto tyzhleznosci w modelu
dotyczcym E-CR1.

W grupie K, modele regresji logistycznej wykazasfotry statystycznie
wyzszy ekspresj G-CR1 u oséb z genotypem LL wzdém osob z genotypem HH
(Tab. 12). Rénica ta byta jednak mniej wytaa niz w GC. Natomiast nie

stwierdzono rénic w ekspresji CR1 na pozostatych badanych konubrka
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Wsrdéd chorych na PKZN, zaobserwowano istotnie statystie wy:sz
ekspresj G-CR1 i B-CR1 u 0s6b z genotypem LL i HL/LL wzdem HH (Tab. 13a
i 13c) . W modelu dotyerym G-CR1 zaznaczylagsiowniez wyzsza ekspresja CR1
na granulocytach u osob z genotypem HL wdgm HH (Tab. 13a). Poguzy
podgrupami w, s i n najmniej widoczne byhgnice w ekspresji M-CR1 (Tab. 13b),
chocia obserwowano statystycznie istotneni@e medzy genotypem HL/LL a HH.

Nie stwierdzono ranic w ekspresji E-CR1 portzy powyszymi podgrupami.

Zastosowanie modeli regresji logistycznej do oceekspresji CR1
na komérkach krwi u chorych na TZN nie wykazat@tsych statystycznie #dic
w B-CR1 i G-CR1 pomidzy osobami z rymi genotypami (Tab. 14). Nie
stwierdzono rénic w liczbie CR1 réwnig na pozostatych komérkach w tej

podgrupie.
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Tab. 11a.Model regresji logistycznej dotygzy wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeG-CR1 w GC

Zmienna GC-w G-CR1 (n =75) GC-sG-CR1 (n =118) IL(95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 39 (52,00) 77 (68,81) 1,00
HL 21 (36,00) 39 (29,70) 1,37 (0,73 — 2,56) p=0,115
LL 9 (12,00) 2 (1,49) 8,88 (1,80 — 43,80) p = 0,002
HL/LL 36 41 1,73 (0,46 — 3,14) p = 0,067
Zmienna GC-sG-CR1 (n=118) GC-n G-CR1 (n =98) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 77 (68,81) 74 (75,51) 1,00
HL 39 (29,70) 22 (22,45) 1,70 (0,92 - 3,15) p = 0,085
LL 2 (1,49) 2 (2,04) 0,96 (0,13 —7,08) p = 0,969
HL/LL 41 24 1,64 (0,90 — 2,99) p =0,100
Zmienna GC-w G-CR1 (n=75) GC-n G-CR1 (n =98) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 39 (52,00) 74 (75,51) 1,00
HL 21 (36,00) 22 (22,45) 2,33 (1,17 — 4,64) p = 0,015
LL 9 (12,00) 2 (2,04) 8,54 (1,73 —42,14) p = 0,002
HL/LL 36 24 2,85 (1,48 —5,45) p = 0,001
Zmienna GC-w G-CR1 (n =75) GC-n+sG-CR1 (n=216) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 39 (52,00) 151 (69,99) 1,00
HL 21 (36,00) 61 (28,24) 1,71 (0,96 — 3,05) p = 0,068
LL 9 (12,00) 4 (1,85) 8,71 (2,53 — 30,01) p < 0,001
HL/LL 36 65 2,14 (1,25 — 3,68) p = 0,006

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufiey GC-w G-CR1 — grupa oséb wykazo@ wysolg ekspresj CR1 na granulocytach w GC; GC-s G-CR1 — grupa 0so6b
wykazupca sredni ekspresj CR1 na granulocytach w GC; GC-n G-CR1 — grupa os§kazupca nisky ekspregj CR1 na granulocytach w GC;

GC-n+s G-CR1 — grupa osob wykagug nisl i sSredng ekspresj CR1 na granulocytach w GC
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Tab. 11b.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspees|-CR1 w GC

Zmienna GC-w M-CR1 (n = 56) GC-sM-CR1 (n =161) IL (95% PU) P value
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 32 (57,14) 103 (63,98) 1.00
HL 17 (30,36) 53 (32,92) 1,03 (0,52 — 2,03) p = 0,926
LL 7 (12,50) 5(3,11) 4,51 (1,32 — 15,33) p =0,015
HL/LL 24 58 1,33 (0,71 -2,48) p = 0,366
Zmienna GC-sM-CR1 (n =161) GC-n M-CR1 (n=74) IL(95% PU) P value
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 103 (63,98) 55 (74,32) 1,00
HL 53 (32,92) 18 (24,32) 1,57 (0,84 — 2,95) p =0,150
LL 5(3,11) 1(1,35) 2,67 (0,30 — 23,81) p =0,330
HL/LL 58 19 1,63 (0,88 — 3,02) p=0,112
Zmienna GC-w M-CR1 (n = 56) GC-n M-CR1 (n=74) IL (95% PU) P value
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 32 (57,14) 55 (74,32) 1,00
HL 17 (30,36) 18 (24,32) 1,62 (0,73 — 3,62) p = 0,232
LL 7 (12,50) 1(1,35) 12,03 (1,38 — 105,21) | p = 0,004
HL/LL 24 19 2,17 (1,02 — 4,60) p = 0,040
Zmienna GC-w M-CR1 (n = 56) GC-n+sM-CR1 (h=235) | IL (95% PU) P value
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 32 (57,14) 158 (67,23) 1,00
HL 17 (30,36) 71 (30,21) 1,18 (0,61 — 2,27) p=0,616
LL 7 (12,50) 6 (2,55) 5,76 (1,80 — 18,41) p = 0,004
HL/LL 24 77 1,54 (0,85 — 2,80) p =0,159

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufiogg GC-w M-CR1 — grupa 0s6b wykaagp wysolg ekspregj CR1 na monocytach w GC; GC-s M-CR1 — grupa os6b
wykazupca sredng ekspregy CR1 na monocytach w GC; GC-n M-CR1 — grupa osoOlkazypca nisly ekspresj CR1 na monocytach w GC;

GC-n+s M-CR1 — grupa os6b wykazcg nisk i sredna ekspresgj CR1 na monocytach w GC
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Tab. 11c.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeBjCR1 w GC

Zmienna GC-w B-CR1 (n = 56) GC-sB-CR1 (n =129) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 30 (53,57) 82 (63,57) 1,00
HL 20 (35,71) 42 (32,56) 1,30 (0,66 — 2,57) p = 0,447
LL 6 (10,71) 5(3,88) 3,28 (0,92 — 11,69) p = 0,066
HL/LL 26 47 1,51 (0,80 — 2,87) p = 0,203
Zmienna GC-sB-CR1 (n=129) GC-n B-CR1 (n = 106) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 82 (63,57) 78 (73,58) 1,00
HL 42 (32,56) 26 (24,53) 1,54 (0,86 — 2,75) p =0,143
LL 5(3,88) 2(1,89) 2,58 (0,44 —12,77) p = 0,287
HL/LL 47 28 1,60 (0,91 — 2,81) p =0,100
Zmienna GC-w B-CR1 (n =56) GC-n B-CR1 (n = 106) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 30 (53,57) 78 (73,58) 1,00
HL 20 (35,71) 26 (24,53) 2,00 (0,97 — 4,13) p = 0,060
LL 6 (10,71) 2(1,89) 7,80 (1,46 —12,77) p = 0,008
HL/LL 26 28 2,41 (1,22 — 4,79) p=0,011
Zmienna GC-w B-CR1 (n = 56) GC-n+sB-CR1 (n=235) | IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 30 (53,57) 160 (68,08) 1,00
HL 20 (35,71) 68 (28,93) 1,57 (1,15 - 3,26) p=0,168
LL 6 (10,71) 7(2,98) 4,57 (1,42 — 14,66) p =0,014
HL/LL 26 75 1,85 (1,02 — 3,35) p = 0,043

IL —iloraz szans; PU — przedziat ufiogg GC-w B-CR1 — grupa 0s6b wykazuap wysolg ekspresj CR1 na limfocytach B w GC; GC-s B-CR1 — grupa oséb
wykazupca sredng ekspregj CR1 na limfocytach B w GC; _GC-n B-CR1 — grupa os@fkazupca nislky ekspresj CR1 na limfocytach B w GC;
GC-n+s B-CR1 — grupa 0s0b wykaztag nisk i srednig ekspresj CR1 na limfocytach B w GC
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Tab. 11d.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeelSfCR1 w GC

Zmienna GC-w E-CR1 (n = 63) GC-sE-CR1 (n = 155) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 42 (66,67) 96 (61,94) 1,00
HL 19 (30,76) 50 (32,26) 0,87 (0,45 — 1,65) p = 0,665
LL 2(3,72) 9 (5,81) 0,50 (0,10 — 2,48) p=0,371
HL/LL 21 59 0,81 (0,44 — 1,51) p = 0,509
Zmienna GC-sE-CR1 (n = 155) GC-n E-CR1 (n = 66) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 96 (61,94) 47 (71,23) 1,00
HL 50 (32,26) 17 (25,76) 1,44 (0,75 - 2,77) p = 0,267
LL 9 (5,81) 2 (3,03) 2,20 (0,45 -10,74) p =0,291
HL/LL 59 19 1,52 (0,81 — 2,85) p =0,182
Zmienna GC-w E-CR1 (n = 63) GC-n E-CR1 (n = 66) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 42 (66,67) 47 (71,23) 1,00
HL 19 (30,76) 17 (25,76) 1,25 (0,67 — 2,74) p=0,571
LL 2(3,72) 2 (3,03) 1,12 (0,15 - 8,53) p =0,912
HL/LL 21 19 1,24 (0,58 — 2,63) p =0,577
Zmienna GC-w E-CR1 (n =63) GC-n+sE-CR1 (n=221) | IL (95% PU) Warto$é¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 42 (66,67) 143 (64,70) 1,00
HL 19 (30,76) 67 (30,31) 0,96 (0,52 —1,79) p =0,911
LL 2(3,72) 11 (4,98) 0,62 (0,13 —2,93) p = 0,523
HL/LL 21 78 0,92 (0,45 —2,40) p=0,772

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufieii GC-w E-CR1 — grupa 0s0b wykazoa wysolg ekspresj CR1 na erytrocytach w GC; GC-s E-CR1 — grupa os6b
wykazupca sredng ekspregj CR1 na erytrocytach w GC; GC-n E-CR1 — grupa osgikazupca nisk ekspresj CR1 na erytrocytach w GC;
GC-n+s E-CR1 — grupa 0s6b wykagug nisk i sredng ekspresj CR1 na erytrocytach w GC
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Tab. 12.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeG-CR1 w grupie K

Zmienna K-w G-CR1 (n =19) K-sG-CR1 (n = 37) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 11 (38,46) 75 (70,49) 1,00
HL 5 (38,46) 11 (27,87) 1,03 (0,28 - 3,81) p = 0,960
LL 3(23,08) 1(1,64) 6,82 (0,59 - 78,99) p =0,840
HL/LL 8 18 1,51 (0,47 — 4,87) p=0,477
Zmienna K-sG-CR1 (n = 37) K-n G-CR1 (n = 19) IL (95% PU) Wartosé P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 75 (70,49) 13 (100,00) 1,00
HL 11 (27,87) 6 (0,00) 0,95 (0,28 — 3,25) p =0,938
LL 1(1,64) 0 (0,00)
HL/LL 18 6 1,04 (0,31 - 3,50) p = 0,948
Zmienna K-w G-CR1 (n =19) K-n G-CR1 (n = 19) IL (95% PU) Warto ¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 11 (38,46) 13 (100,00) 1,00
HL 5 (38,46) 6 (0,00) 0,48 (0,22 — 4,35) p = 0,983
LL 3(23,08) 0 (0,00)
HL/LL 8 6 1,58 (0,40 — 6,23) p =0,501
Zmienna K-w G-CR1 (n =19) K-n+sG-CR1 (n = 56) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 11 (38,46) 38 (67,86) 1,00
HL 5 (38,46) 17 (30,36) 1,02 (0,30 - 3,47) p=0,174
LL 3 (23,08) 1(1,79) 10,36 (0,92 - 116,31) | p=0,034
HL/LL 8 18 1,53 (0,52 — 4,55) p =0,435

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufieii K-w G-CR1 — grupa 0s6b wykazgp wysoly ekspresj CR1 na granulocytach w grupie K; K-s G-CR1 — grupa
0s6b wykazujca srednp ekspregji CR1 na granulocytach w grupie K; K-n G-CR1 — grugsdb wykazujca nisk ekspregi CR1 na granulocytach
w grupie K; K-n+s G-CR1 — grupa os6b wykaga nisk i sredni ekspresj CR1 na granulocytach w grupie K
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Tab. 13a.Model regresji logistycznej dotygezy wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeG-CR1 u chorych na PKZN

Zmienna PKZN-w G-CR1 (n = 45) PKZN-sG-CR1 (n = 51) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 23 (51,11) 34 (66,67) 1,00
HL 17 (37,78) 16 (31,37) 1,57 (0,65 - 3,77) p = 0,305
LL 5(11,11) 1(1,96) 7,39 (0,77 — 70,56) p = 0,039
HL/LL 22 17 1,91 (0,83 — 4,41) p=0,121
Zmienna PKZN-sG-CR1 (n = 51) PKZN-n G-CR1 (n = 54) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 34 (66,67) 44 (81,48) 1,00
HL 16 (31,37) 9 (16,67) 2,30 (0,90 — 5,90) p =0,074
LL 1(1,96) 1(1,83) 1,29 (0,07 — 22,41) p = 0,857
HL/LL 17 10 2,20 (0,88 —5,47) p =0,081
Zmienna PKZN-w G-CR1 (n = 45) PKZN-n G-CR1 (n = 54) IL (95% PU) Warto$é P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 23 (51,11) 44 (81,48) 1,00
HL 17 (37,78) 9 (16,67) 5,61 (1,38 —9,49) p = 0,007
LL 5(11,11) 1(1,83) 9,56 (1,01 —90,19) p =0,018
HL/LL 22 10 4,21 (1,69 — 10,49) p =0,021
Zmienna PKZN-w G-CR1 (n = 45) GC-n+sG-CR1 (n=105) | IL (95% PU) Warto$é¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 23 (51,11) 78 (74,29) 1,00
HL 17 (37,78) 25 (23,81) 2,31 (1,06 —5,02) p = 0,035
LL 5(11,11) 2 (1,90) 8,78 (1,51 — 47,55) p = 0,009
HL/LL 22 27 2,76 (1,32 —5,77) p = 0,006

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufiog PKZN-w G-CR1 — grupa oséb z PKZN wykagcg wysoly ekspregj CR1 na granulocytach; PKZN-s G-CR1 —
grupa os6b z PKZN wykazga sredni ekspresj CR1 na granulocytach; PKZN-n G-CR1 — grupa osd@®KZN wykazupca nisk ekspresj CR1 na
granulocytach; PKZN-n+s G-CR1 — grupa 0s6b z PKZKazujca nisl i srednig ekspresj CR1 na granulocytach
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Tab. 13b.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeels|-CR1 w PKZN

Zmienna PKZN-w M-CR1 (n = 28) PKZN-sM-CR1 (n = 84) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 16 (57,94) 54 (64,29) 1,00
HL 9 (32,14) 26 (30,95) 1,17 (0,45 - 3,03) p = 0,747
LL 3(10,71) 4 (4,76) 2,53 (0,50 — 12,84) p = 0,268
HL/LL 12 30 1,35 (0,56 — 3,26) p =0,501
Zmienna PKZN-sM-CR1 (n = 84) PKZN-n M-CR1 (n = 38) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 54 (64,29) 31 (81,58) 1,00
HL 26 (30,95) 7 (18,42) 2,13 (0,82 — 5,54) p =0,103
LL 4 (4,76) 0 (0,00)
HL/LL 30 7 2,46 (0,96 — 6,32) p = 0,048
Zmienna PKZN-w M-CR1 (n = 28) PKZN-n M-CR1 (n = 38) IL (95% PU) Warto$é P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 16 (57,94) 31 (81,58) 1,00
HL 9 (32,14) 7(18,42) 2,49 (0,76 — 8,11) p=0,120
LL 3(10,71) 0 (0,00)
HL/LL 12 7 3,32 (1,07 — 10,30) p = 0,030
Zmienna PKZN-w M-CR1 (n = 28) GC-n+sM-CR1 (n=119) | IL (95% PU) Warto$é¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 16 (57,94) 85 (71,53) 1,00
HL 9 (32,14) 33 (27,73) 1,45 (0,58 - 3,63) p =0,430
LL 3(10,71) 4 (3,36) 3,98 (0,80 — 19,89) p = 0,105
HL/LL 12 37 1,72 (0,74 — 4,03) p =0,810

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufioii PKZN-w M-CR1 — grupa os6b z PKZN wykazof wysolg ekspresji CR1 na monocytach; PKZN-s M-CR1 —
grupa oséb z PKZN wykazga srednp ekspresj CR1 na monocytach; PKZN-n M-CR1 — grupa o0s6b z RKiykazupca nisk ekspregj CR1 na

monocytach; PKZN-n+s M-CR1 — grupa 0s6b z PKZN veyligca nisly i sredni ekspregj CR1 na monocytach
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Tab. 13c.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeBiCR1 w PKZN

Zmienna PKZN-w B-CR1 (n = 28) PKZN-sB-CR1 (n = 71) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 15 (53,57) 46 (64,79) 1,00
HL 8 (28,57) 24 (35,80) 1,02 (0,27 — 2,78) p = 0,965
LL 5 (17,86) 1(1,41) 15,33 (1,59 — 147,48) | p = 0,004
HL/LL 13 25 1,59 (0,65 — 3,92) p = 0,304
Zmienna PKZN-sB-CR1 (n = 71) PKZN-n B-CR1 (n = 51) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 46 (64,79) 40 (78,43) 1,00
HL 24 (35,80) 10 (19,61) 2,09 (0,88 — 4,93) p = 0,083
LL 1(1,41) 1(1,96) 0,87 (0,05 — 14,99) p = 0,922
HL/LL 25 11 1,98 (0,86 — 4,55) p = 0,099
Zmienna PKZN-w B-CR1 (n = 28) PKZN-n B-CR1 (n =51) IL (95% PU) Warto$é P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 15 (53,57) 40 (78,43) 1,00
HL 8 (28,57) 10 (19,61) 2,13 (0,69 — 6,55) p=0,181
LL 5(17,86) 1(1,96) 13,33 (1,37 - 129,61) | p = 0,007
HL/LL 13 11 3,15 (1,14 - 8,69) p = 0,023
Zmienna PKZN-w B-CR1 (n = 28) GC-n+sB-CR1 (n=122) | IL (95% PU) Warto$é¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 15 (53,57) 86 (70,49) 1,00
HL 8 (28,57) 34 (27,87) 1,35 (0,22 - 0,65) p =0,539
LL 5(17,86) 2(1,64) 14,33 (2,40 - 87,41) | p=0,001
HL/LL 13 36 2,87 (1,20 — 6,84) p =0,018

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufiogg PKZN-w B-CR1 — grupa os6b z PKZN wykazcg wysolg ekspresj CR1 na limfocytach B; PKZN-s B-CR1 —
grupa os6b z PKZN wykazga srednp ekspresj CR1 na limfocytach B; PKZN-n B-CR1 — grupa osoOPiKZN wykazupca nisk ekspresj CR1 na
limfocytach B; PKZN-n+s B-CR1 — grupa 0s6b z PKZ©Mkazupca nislq i srednip ekspresj CR1 na limfocytach B
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Tab. 14a.Model regresji logistycznej dotygezy wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeG-CR1 w TZN

Zmienna TZN-w G-CR1 (n = 11) TZN-sG-CR1 (n = 30) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 5 (45,45) 18 (60,00) 1,00
HL 5 (45,45) 12 (40,00) 1,50 (0,34 - 6,63) p=0,581
LL 1(9,09) 0 (0,00)
HL/LL 6 12 1,80 (0,43 — 7,58) p = 0,407
Zmienna TZN-sG-CR1 (n = 30) TZN-n G-CR1 (n = 25) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 18 (60,00) 17 (68,00) 1,00
HL 12 (40,00) 7 (28,00) 1,62 (0,50 - 5,22) p = 0,405
LL 0 (0,00) 1 (4,00)
HL/LL 12 8 1,42 (0,45 - 4,43) P =0,538
Zmienna TZN-w G-CR1 (n = 11) TZN-n G-CR1 (n = 25) IL (95% PU) Warto$é P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 5 (45,45) 17 (68,00) 1,00
HL 5 (45,45) 7 (28,00) 2,43 (0,50 — 11,79) p = 0,252
LL 1(9,09) 1 (4,00) 3,40 (0,15 - 76,76) p =0,425
HL/LL 6 8 1,55 (0,56 — 11,52) p = 0,204
Zmienna TZN-w G-CR1 (n = 11) TZN-n+sG-CR1 (n =55) | IL (95% PU) Warto$é¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 5 (45,45) 35 (63,64) 1,00
HL 5 (45,45) 19 (34,55) 1,84 (0,46 — 7,37) p =0,380
LL 1(9,09) 1(1,82) 7,00 (0,34 —143,03) | p=0,215
HL/LL 6 20 2,10 (0,55 —7,96) p = 0,265

IL —iloraz szans; PU — przedziat ufog TZN-w G-CR1 — grupa oséb z TZN wykazaa wysolg ekspregj CR1 na granulocytach; TZN-s G-CR1 — grupa
0s6b z TZN wykazujca srednig ekspresj CR1 na granulocytach; TZN-n B-CR1 — grupa osolZi Twykazupca nisly ekspregj CR1 na granulocytach;

TZN-n+s B-CR1 — grupa 0s6b z TZN wykageg nisk i sSredni ekspresj CR1 na granulocytach
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Tab. 14b.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspeeBiCR1 w TZN

Zmienna TZN-w B-CR1 (n = 9) TZN-sB-CR1 (n = 21) IL (95% PU) Wartos¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 3(33,33) 13 (61,90) 1,00
HL 6 (66,67) 7 (33,33) 3,71 (0,65 -21,18) p=0,111
LL 0 (0,00) 1(4,76)
HL/LL 6 8 3,25 (0,58 — 18,08) p =0,148
Zmienna TZN-sB-CR1 (n = 21) TZN-n B-CR1 (n = 36) IL (95% PU) Warto s¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 13 (61,90) 24 (66,67) 1,00
HL 7 (33,33) 11 (30,56) 1,17 (0,36 — 3,86) p=0,786
LL 1(4,76) 1(2,78) 1,85 (0,10 — 35,24) p=0,676
HL/LL 8 12 1,23 (0,39 - 3,87) P=0,717
Zmienna TZN-w B-CR1 (n=9) TZN-n B-CR1 (n = 36) IL (95% PU) Warto$é P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 3(33,33) 24 (66,67) 1,00
HL 6 (66,67) 11 (30,56) 4,36 (1,07 — 21,37) p = 0,055
LL 0 (0,00) 1(2,78)
HL/LL 6 12 4,00 (0,81 —19,70) p =0,070
Zmienna TZN-w B-CR1 (n=9) TZN-n+sB-CR1 (n=57) | IL (95% PU) Warto$é¢ P
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 3(33,33) 37 (64,91) 1,00
HL 6 (66,67) 18 (31,58) 4,11 (0,89 — 18,90) p = 0,055
LL 0 (0,00) 2 (3,51)
HL/LL 6 20 3,70 (0,81 — 16,87) p = 0,075

IL —iloraz szans; PU — przedziat ufioij TZN-w B-CR1 — grupa oséb z TZN wykazop wysolg ekspresj CR1 na limfocytach B; TZN-s B-CR1 — grupa
0s6b z TZN wykazuica sredni ekspresj CR1 na limfocytach B; TZN-n B-CR1 — grupa os6bZNTwykazupca nisly ekspregj CR1 na limfocyatch B;
TZN-n+s B-CR1 — grupa 0s6b z TZN wykagea nisk i srednp ekspresj CR1 na limfocytach B
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4.6. Ocenasredniej ekspresji CR1 na komorkach krwi w badanychgrupach

niezaleznie od genotypu.

Poréwnanie éredniej ekspresji CR1 na badanych komorkach krwi
w analizowanych podgrupach niezalee od genotypu wykazato a5z ekspresj G-
CR1 i B-CR1 u chorych na TZN w stosunku do grupwtkainej (p<0,05 i p<0,001
odpowiednio dla G-CR1 i B-CR1). Ekspresja B-CR1 horgch na TZN byta
réwniez istotnie nksza w stosunku do wynikow otrzymanych u chorychPKaN.
Nie stwierdzono istotnych statystyczniezm& w ekspresji M-CR1 i E-CR1
pomicdzy badanymi grupami (Ryc. 10a). Przy podziale gtioma TZN na grup
aktywrg (aTZN) i nieaktywn (naTZN), obnienie ekspresji B-CR1 pozostawato
nadal wyrane i statystycznie istotnie asze pomgdzy grup aTZN i K (p<0,01)
oraz grug naTZN i K (p<0,05). Nie stwierdzonoadic pomedzy ekspregj B-CR1
w aTZN i naTZN. Przy uwzgtnieniu ostatniego podziatu, nie stwierdzono réwnie

roznic w ekspresji G-CR1 pordzy tymi podgrupami (Ryc. 10b).
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Ryc. 10a. Srednia ekspresja CR1 na komorkach krwi w grupie K thorych
na PKZN i TZN
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Ryc. 10b. Srednia ekspresja CR1 na komorkach krwi w grupie K thorych
na PKZN, naTZN i aTZN

4.7. Porbwnanie ekspresji CR1 na komorkach krwi midzy grupami osob
z rdznym rozpoznaniem Kklinicznym z uwzgédnieniem pici i wieku
Poroéwnanie ekspresji CR1 na komérkach krwi kobietm¢zczyzn,
bez uwzgidniania posiadanego genotypHindlll, nie wykazato istotnych
statystycznie rinic w G-CR1, M-CR1, B-CR1 i E-CR1 poedizy osobami rénej
ptci w trzech analizowanych podgrupach (K, PKZNZN) (Ryc. 1la+b. 12a+b,
13a+b, 14a+b). Zaobserwowano natomiastznic@ (na granicy istotndi
statystycznej) miedzy eksprgsjM-CR1 wérdod zdrowych kobiet i zdrowych
mezczyzn (p=0,051) (Ryc. 12a i 12b). Dla obu picipotse statystycznie gdice
stwierdzono przy analizie ekspresji B-CR1 peday grup K a TZN (p<0,05)
i PKZN a TZN (p<0,01) (Ryc. 13a). Porownanie eksprB-CR1 midzy grup K,
PKZN, aTZN i naTZN wykazatoze r&nice w ekspresji B-CR1 milzy grup K
i naTZN oraz mgdzy PKZN i naTZN dotyczyty tylko kobiet. Wykazandwniez
roznice w ekspresji M-CR1 radlzy kobietami z grupy K i PKZN (p=0,040). Nie
stwierdzono natomiast zdic w ekspresji B-CR1 mdzy grump aTZN i naTZN (Ryc.
13b).

77



Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci
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Ryc. 11a. Poréwnanie ekspresji G-CR1 w grupie chorych na PKZNEN oraz
w grupie K z uwzgjdnieniem ptci i wieku badanych

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci
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Ryc. 11b. Poréwnanie ekspresji G-CR1 u chorych na PKZN, aTZdTZN oraz
w grupie K z uwzgjdnieniem ptci i wieku badanych
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Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci
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Ryc. 12a. Poréwnanie ekspresji M-CR1 u chorych na PKZN i Tadz w grupie
K z uwzgkdnieniem pfci i wieku badanych

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci
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Ryc. 12b. Poréwnanie ekspresji M-CR1 u chorych na PKZN, aTZMNaTZN
oraz w grupie K z uwzgtinieniem ptci i wieku badanych
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Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci
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Ryc. 13a. Poréwnanie ekspresji B-CR1 u chorych na PKZN i Taisz w grupie K
z uwzgkdnieniem pfci i wieku badanych
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Ryc. 13b. Poréwnanie ekspresji B-CR1 u chorych na PKZN, aTzTZN oraz
w grupie K z uwzgjdnieniem ptci i wieku badanych
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Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedzialy ufnosci
220

210
200 =

190

180 | 1810
L 168

170 | B
162

160 } 1161

E-CR1 [MFI]

150 152

140

130

120 | | Wartosci zm. towarzyszacej:
Wiek: 35,5

110

: : 3 =~ Kobiety
K PKZN TZN == Mezczyzni
grupa

Ryc. 14a. Poréwnanie ekspresji E-CR1 u chorych na PKZN i Tdbiz w grupie K
z uwzgkdnieniem pfci i wieku badanych

Pionowe stupki oznaczaja 0,95 przedziaty ufnosci
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Ryc. 14b. Porownanie ekspresji E-CR1 u chorych na PKZN, aTZMTZN oraz
w grupie K z uwzgidnieniem pici i wieku badanych
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4.8. Porownanie sgzen SCR1 w surowicy zdrowych i chorych na PKZN i TZN

Poréwnanie stzen sCR1 w surowicy os6b badanych wykazalozsee
stezenia tego receptora w grupie chorych na TZN (R$&)10sagrety one jednak
statystyczp istotng¢ przy podziale grupy chorych na TZN na gsupktywmn
i nieaktywry. Zaobserwowano wowczas znamienniezsee s¢zenia SCR1 w grupie
aTZN w poroéwnaniu do grupy K (p<0,01), PKZN (p<0,01naTZN (p<0,05)
(Ryc.15b).
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Ryc. 15a. Por6éwnanie sten SCR1 w surowicy w grupie K i u chorych na PKZN
i TZN
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Ryc. 15b. Poréwnanie sten rozpuszczalnego receptora sCR1 w surowicy
w grupie Ki u chorych na PKZN, aTZN i naTZN

4.9. Poréwnanie s¢zen SCR1 w badanych grupach oséb z uwzglnieniem ptci
I wieku
Poréwnanie gten sCR1 m¢dzy grup K, PKZN i TZN z uwzgédnieniem
czynnika pici i wieku nie wykazalo istotnych stdiygsznie r@nic pomedzy
kobietami i mgzczyznami (Ryc.16g chocia roznica medzy stzeniem sCR1
u zdrowych kobiet i zdrowych gaczyzn byla na granicy istotba statystycznej
(p=0,066). Wykazano istotnie wgze sgzenie SCR1 u chorych na TZN
w poréwnaniu do grupy K (p=0,013) i chorych na PK&&0,024) (Ryc.16a). Przy
uwzgkdnieniu podziatu TZN na grgpaktywrg i nieaktywra, réznice midzy grup
aTZN i K (p=0,006) oraz aTZN i PKZN (p=0,011) stadg bardziej wyrane
i istotniejsze statystycznie oraz byty niezale od czynnika pici (Ryc. 16b). Rdice
pomicdzy SCR1 w aTZN i naTZN zaobserwowano tylko w geugobiet z wynikiem
istotnie statystycznie wgzym dla kobiet chorych na aTZN (p<0,008) (Ryc.)16b
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Ryc. 16b. Poréwnanie gsten sCR1 w surowicy w grupie K i u chorych na PKZN
i TZN z uwzgkdnieniem pfci i wieku
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4.10. Porownanie sfzen sCR1 w surowicy badanych zdrowych i chorych
miedzy grupami z rGznym genotypamiHindlll CR1
Ocena stzen SCR1 u 0s6b z siymi genotypami polimorfizmu rs11118133

w catej badanej grupie wykazata napie sizenie SCR1 u os6b z genotypem HL
i statystycznie istotnroznice wzgledem grupy HH (p<0,01). Stenie sCR1w grupie
LL wykazywalo pdrednie wartéci, bez statystycznie istotnych zric
w porownaniu do grupy HH i HL (Ryc.17a). W przypadiodziatu grupy badanej
na K, PKZN i TZN, znamienne statystycznie of@mie s¢zenia SCR1 w grupie HL
obserwowane byto tylko w PKZN (p<0,01). Nie stwieodo ré&nic w stzeniu
SCR1 u os6b z ihymi genotypami w grupie K i u chorych na TZN. Wugie K
zaobserwowano tendepcdo wyzszych s¢zen sCR1 u osdb z genotypem HL
w poréwnaniu do tych z genotypami HH i LL, jednaézhistotndci statystycznej
(Ryc. 17b).

GC

1'6 * %k

1,4 T

P~
N
|

[any
I

sCR1 [ng/ml]
o
[o,e]

0,6 -
0,4 -
0,2 -
O .
HH HL LL
*_.p<0,05 ** . p<0,01 %% 5 < 0,001

Ryc. 17a. Poréwnanie gsten sCR1 w surowicy w grupie GC u 0s6b zmgmi
genotypami (HH, HL, LL)
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Ryc. 17b. Poréwnanie gszen SCR1 w surowicy w grupie K i u chorych na PKZN
i TZN migdzy osobami z inymi genotypami (HH, HL, LL)

4.11.0Ocena wplywu genotypow polimorfizmu rs11118138a siezenie SCR1 w

surowicy oséb badanych

W celu potwierdzenia natiwosci wptywu rodzaju posiadanego genotypu

HH, HL lub LL na stzenie sCR1 w surowicy zbudowano model regresji tggmnej

oparty na podziale grupy badanej na podgrupy z kgsgw), srednim (s) i niskim

(n) stzeniem sCR1 wyznaczonym przez 25 i 75 percentyl upigr K. Granice

dla podziatu na grupy w, s, n przedstawione zostalyab. 15.

Tab. 15. Granice podziatu na niskie (ngrednie (s) i wysokie (w) stenia sCR1

w grupie K

Minimum | Maksimum

Srednie

sCR1

I

8,65

Niskie stezenie (s) > Wysokie
stezenie (n) & stezenie (w)

< 25 percentyla 231 18 > 75 percentyla
S2 y percentyla  — P y
<0,33 95t 2140
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Wykorzystany model regresji logistycznej w GC wydzistotnie
statystycznie riisze sizenie SCR1 u os6b z HL i HL/LL wzglem HH (Tab. 16a).
Podobne rénice uzyskano w grupie PKZN (Tab. 16c). Nie wykazastotnych
zaleenosci pomkedzy genotypem a gteniem sCR1 w grupie TZN (Tab. 16d).
W grupie K zaobserwowano tendendo wysokich wartéci stezenia SCR1 u oséb
z genotypem HL (Tab. 16b).
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Tab. 16a.Model regresji logistycznej dotysazy wptywu genotypdw polimorfizmu rs11118183 stzenie SCR1 w surowicy w GC

Zmienna GC-w sCR1 (n =90) GC-ssCR1 (n = 122) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 68 (75,36) 74 (60,60) 1,00
HL 17 (18,89) 42 (34,43) 0,44 (0,22 — 0,84) p=0,011
LL 5 (5,56) 6 (4,92) 0,91 (0,26 — 3,14) p=0,876
HL/LL 22 48 0,50 (0,27 — 0,91) p = 0,026
Zmienna GC-w sCR1 (n =90) GC-n sCR1 (n =67) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 68 (75,36) 39 (58,21) 1,00
HL 17 (18,89) 26 (38,81) 0,37 (0,18 — 0,78) p = 0,007
LL 5 (5,56) 2(2,99) 1,43 (0,26 — 7,89) p = 0,669
HL/LL 22 28 0,45 (0,23 — 0,90) p =0,021
Zmienna GC-ssCR1 (n=122) GC-n sCR1 (n =67) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 74 (60,60) 39 (58,21) 1,00
HL 42 (34,43) 26 (38,81) 0,85 (0,45 — 1,60) p=0,614
LL 6 (4,92) 2(2,99) 1,58 (0,30 — 8,34) p=0,574
HL/LL 48 28 0,90 (0,49 — 1,66) p =0,743
Zmienna GC-w+ssCR1 (n=212) GC-n sCR1 (n =67) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [0] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 142 (66,98) 39 (58,21) 1,00
HL 59 (27,83) 26 (38,81) 0,62 (0,35-1,12) p=0,114
LL 11 (5,19) 2 (2,99) 1,51 (0,32 -7,17) p =0,586
HL/LL 70 28 0,69 (0,39 — 1,21) p=0,193

IL —iloraz szans; PU — przedziat ufiog GC-w sCR1 — grupa 0s0b wykazcg wysokie stzenie SCR1 w GC ; GC-s sCR1 — grupa os6b wykaaisfednie
stgzenie SCR1 w GC; GC-n sCR1 — grupa oséb wykgaupiskie sfzenie SCR1 w GC; GC-w+s sCR1 — grupa 0s6b wykaauyvysokie rednie sizenie
sCR1wGC
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Tab. 16b.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu genotypow polimorfizmu rs11118183 stzenie SCR1 w surowicy w grupie K

Zmienna K-w sCR1 (n=17) K-ssCR1 (n = 32) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 11 (64,71) 19 (59,38) 1,00
HL 5(29,41) 10 (31,25) 8,64 (0,81 —91,07) p = 0,031
LL 1(5,88) 3(9,38) 0,58 (0,05 — 6,84) p =0,638
HL/LL 6 13 0,80 (0,23 — 2,79) p=0,715
Zmienna K-ssCR1 (n = 32) K-n sCR1 (n = 18) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 19 (59,38) 13 (72,22) 1,00
HL 10 (31,25) 5 (27,78) 1,37 (0,36 — 5,12) p =0,630
LL 3(9,38) 0 (0,00)
HL/LL 13 5 1,78 (0,49 - 6,41) p = 0,359
Zmienna K-w sCR1 (n=17) K-nsCR1 (n =18) IL (95%PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 11 (64,71) 13 (72,22) 1,00
HL 5(29,41) 5(27,78) 5,91 (0,38 — 4,44) p = 0,086
LL 1(5,88) 0 (0,00)
HL/LL 6 5 1,42 (0,32 — 6,28) p =0,632
Zmienna K-w+ssCR1 (n =43) K-nsCR1 (n =18) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 30 (69,77) 13 (72,22) 1,00
HL 15 (34,88) 5(27,78) 1,30 (0,54 — 4,44) p = 0,666
LL 4 (9,30) 0 (0,00)
HL/LL 19 5 1,65 (0,49 — 5,48) p =0,399

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufmij K-w sCR1 — grupa oséb zdrowych wykagg wysokie stzenie sCR1; K-s sCR1 — grupa os6b zdrowych
wykazupca srednie sgzenie SCR1; K-n sCR1 — grupa 0s6b zdrowych wykgaupiskie sizenie sSCR1; K-w+s sCR1 — grupa os6b zdrowych wylgaauj
wysokie isrednie s¢zenie sCR1
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Tab. 16c.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu genotypow polimorfizmu rs11118183 stzenie sCR1 w surowicy w PKZN

Zmienna PKZN-w sCR1 (n = 43) PKZN-ssCR1 (n = 68) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 36 (83,72) 44 (64,71) 1,00
HL 4 (9,30) 22 (32,35) 0,29 (0,09 —0,94) p = 0,024
LL 3(6,98) 2(2,94) 1,22 (0,23 - 6,58) p=0,813
HL/LL 7 24 0,36 (0,13 —0,93) p = 0,026
Zmienna PKZN-ssCR1 (n = 68) PKZN-n sCR1 (n = 36) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 44 (64,71) 19 (52,78) 1,00
HL 22 (32,35) 15 (41,67) 0,63 (0,27 — 1,49) p = 0,292
LL 2(2,94) 2 (5,56) 0,43 (0,05 - 3,43) p =0,423
HL/LL 24 17 0,61 (0,26 —1,40) p =0,238
Zmienna PKZN-w sCR1 (n =43) PKZN-n sCR1 (n = 36) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 36 (83,72) 19 (52,78) 1,00
HL 4 (9,30) 15 (41,67) 0,14 (0,04 — 0,49) p = 0,001
LL 3(6,98) 2 (5,56) 0,79 (0,12 - 5,36) p = 0,808
HL/LL 7 17 0,22 (0,07 — 0,63) p = 0,005
Zmienna PKZN-w+ssCR1 (n =111) PKZN-n sCR1 (n = 36) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 80 (72,07) 19 (52,78) 1,00
HL 26 (23.42) 15 (41,67) 0,41 (0,18 — 0,93) p = 0,033
LL 5 (4,50) 2 (5,56) 0,59 (0,10 — 3,36) p = 0,565
HL/LL 31 17 0,43 (0,20 — 0,95) p = 0,035

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufileii PKZN-w sCR1 — grupa 0s6b z PKZN wykagzg wysokie stzenie SCR1; PKZN-s sCR1 — grupa 0s6b z PKZN
wykazupca srednie stzenie sCR1; PKZN-n sCR1 — grupa os6b z PKZN wykgaujniskie sfzenie sCR1;_PKZN-w+s sCR1 — grupa os6b z PKZN
wykazupca wysokie rednie stzenie sCR1
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Tab. 16d.Model regres;ji logistycznej dotygey wptywu genotypow polimorfizmu rs11118183 stzenie sCR1 w surowicy w TZN

Zmienna TZN-w sCR1 (n = 30) TZN-ssCR1 (n = 22) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 21 (70,00) 11 (50,00) 1,00
HL 8 (26,67) 10 (45,45) 0,42 (0,12 — 1,41) p =0,146
LL 1(3,33) 1(4,55) 0,52 (0,03 - 10,30) p=0,661
HL/LL 9 11 0,43 (0,13 -1,38) p =0,143
Zmienna TZN-ssCR1 (n = 22) TZN-n sCR1 (n = 13) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 11 (50,00) 7 (53,85) 1,00
HL 10 (45,45) 6 (46,15) 1,06 (0,25 — 4,48) p =0,934
LL 1 (4,55) 0 (0,00)
HL/LL 11 6 1,17 (0,28 — 4,86) p =0,826
Zmienna TZN-w sCR1 (n = 30) TZN-n sCR1 (n = 13) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 21 (70,00) 7 (53,85) 1,00
HL 8 (26,67) 6 (46,15) 0,44 (0,44 — 1,81) p = 0,243
LL 1(3,33) 0 (0,00)
HL/LL 9 6 0,50 (0,12 —1,99) p=0,312
Zmienna TZN-w+ssCR1 (n =52) TZN-n sCR1 (n = 13) IL (95% PU) Wartosé p
n (%) [1] n (%) [0]
Hindlll CR1
HH 32 (61,54) 7 (53,85) 1,00
HL 18 (34,62) 6 (46,15) 0,66 (0,19 — 2,31) p = 0,505
LL 2 (3,85) 0 (0,00)
HL/LL 20 6 0,73 (0,21 — 2,54) p=0,614

IL — iloraz szans; PU — przedziat ufog TZN-w sCR1 — grupa os6b z TZN wykazcg wysokie stzenie SCR1; TZN-s sCR1 — grupa 0s6b z TZN
wykazupca srednie sgzenie SCR1; TZN-n sCR1 — grupa os6b z TZN wykgzaujniskie sfzenie SCR1; TZN-w+s sCR1 — grupa 0s6b z TZN wykgauj
wysokie isrednie s¢zenie sCR1
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4.12. Ocena stzen sktadnikow dopetniacza C3 i C4 w surowicy badanych

4.12.1. Ocena sten skiadnikow dopetniacza C3 w surowicy badanych
w grupie K, PKZN i TZN

Uzyskane wyniki bada potwierdzity spodziewane #dice w stzeniu C3
w surowicy pomgdzy grup K a PKZN (p<0,001), K a naTZN (p<0,001), K a aTZN
(p<0,001), aTZN a PKZN (p<0,001), aTZN a naTZN (1) oraz PKZ a naTZN
(p<0,01). Najwysze stzenie C3 obserwowano w grupie K (Ryc. 18a). Wykazano
rowniez statystycznie istotne zdice pomé¢dzy stzeniem C3 w surowicy w grupie K
a r@nymi postaciami morfologicznymi PKZN: mezangialnyiZN (p<0,001),
ogniskowym segmentalnym stwardnieniemebkiszkéw nerkowych (p<0,05),
btoniasto-rozplemowym KZN (p<0,001) i Dbioniastym <Q@001). Nie
zaobserwowano natomiast istotnegnicy pomegdzy stzeniem C3 u 0séb chorych
na submikroskopowe KZN i oséb zdrowych (Ryc. 18bylko pacjenci z grupy
aTZN wykazywali stzenie C3 w surowicy pownej 0,9 g/l, czyli poniej wartgci

przyjetej za dol granie normy dla sfzenia C3 w surowicy.

[remmmemmmmmmmmemeseeseseceeeoee e L 1
[re-mmmmmmmmmmem oo LR 3 ——— - -
e ek __ - - ¥ ____ e | *E¥k _ -
e XK __ - —— -
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3 1-
0 0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
O .
K PKZN naTZN aTZN
*-p<0,05 **.p<0,01 *¥* .p<0,001

Ryc. 18a Poroéwnanie sten sktadnika dopetniacza C3 w surowicy zdrowych
i chorych na PKZN, naTZN i aTZN
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Ryc. 18b. Poréwnanie stzen skladnika dopetniacza C3 w surowicy zdrowych
i chorych na réne postacie morfologiczne PKZN

MesPGN — mezangialne KZN; FSGS - ogniskowe segrimenttwardnienie kbuszkow
nerkowych; MPGN — btoniasto-rozplemowe KZN; IMGN -bloniaste KZN;
MCD - submikroskopowe KZN

4.12.2.0cena stzen skladnikbw dopetniacza C4 w surowicy badanych w
grupie K, PKZN i TZN

Analiza stzen C4 w surowicy o0s6b badanych wykazata istotne
statystycznie rinice pomédzy grup K a naTZN (p<0,001), K a aTZN (p<0,001),
aTZN a PKZN (p<0,001), aTZN a naTZN (p<0,001) oRiZ a naTZN (p<0,01).
Najwyzsze sgzenie C4 obserwowano w grupie PKZN. Nie wykazantystgcznie
istotnych ré@nic pomedzy stzeniem C4 w surowicy os6b zdrowych i pacjentéw
z r&znymi postaciami morfologicznymi PKZN (Ryc. 19.b).eWszystkich badanych
grupach stzenie C4 w surowicy byto powsj 0,1 g/l, czyli wartéci przyjctej
za dolry granie normy dla sgzenia C4 w surowicy.
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Ryc. 19a. Porownanie stzen sktadnika dopetniacza C4 w surowicy zdrowych
i chorych na PKZN, naTZN i aTZN
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Ryc. 19b. Poréwnanie sten sktadnika dopetniacza C4 w surowicy zdrowych
i chorych na réne postacie morfologiczne PKZN

MesPGN- mezangialne KZN; FSGS- ogniskowe segmentalwardnienie kbuszkéw
nerkowych; MPGN- Dbtoniasto-rozplemowe KZN; IMGN- obiaste KZN; MCD-
submikroskopowe KZN
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4.13.Badanie korelacji pomiedzy wybranymi parametrami w grupie K
i u chorych na TZN oraz PKZN

Nie stwierdzono statystycznie istotnych korelagimedzy stzeniem sCR1
w surowicy badanych a ekspresp-CR1, M-CR1, B-CR1 i E-CR1 w grupie K,
PKZN i TZN. Nie wykazano réwnie znamiennych korelacji pogtdzy stzeniem
sCR1 a C3 i C4 w surowicy w grupie K i u chorych RKZN. Stwierdzono
natomiast istotn ujemry korelacg pomkdzy stzeniem sCR1 a ateniem C3
(r=-0,269; p<0,05) i C4 (r=-0,319; p<0,001) w swiwy chorych na TZN (Ryc. 20a
+ b). W grupie tej, stenie sCR1 korelowalo teistotnie z punktagj w skali
SLEDAI-2K (r=0,2579; p<0,05) (Ryc. 21). Nie uzyskamatomiast korelacji
pomidzy stzeniem SCR1 a ateniem p-dsDNA w grupie TZN oraz guizy sCR1
a stzeniem kreatyniny w surowicy w grupie TZN i PKZN.&\wykazano rownie
istotnej korelacji pomgidzy stzeniem C3 i C4 w surowicy a ekspresja G-CR1,
M-CR1, B-CR1 i E-CR1 w grupie K, PKZN i TZN.
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Ryc. 20a. Korelacja pomgdzy stzeniem C3 a geniem sCR1 w surowicy chorych
na TZN
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Ryc. 20b. Korelacje pomgdzy stzeniem C4 a seniem sCR1 w surowicy chorych

na TZN
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Ryc. 21. Korelacja pomgdzy stzeniem sCR1 w surowicy i punktacw skali
SLEDAI-2K u chorych na TZN
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4.14.0cena wplywu wybranych czynnikéw Kklinicznych, biockemicznych
i genetycznych na wysok& ekspresji CR1 na komodrkach krwi oraz
stezenie sCR1 w surowicy w grupie K i u chorych na PKZNoraz TZN

z zastosowaniem modeli regresji wielorakiej

W wykorzystanych modelach regresji wielorakiej aatgych grupy K
I uwzgledniajgcych wiek i pt€¢ badanego oraz posiadany genotyp polimorfizmu
rs11118133 wykazanagie: pte& meska jest ujemnym predyktorem dla ekspresji
M-CR1 (p<0,025) i B-CR1 (p<0,043) i dodatnim pretbfem dla ekspresji E-CR1
(p<0,033), genotyp HL jest dodatnim predyktorem ekspresji E-CR1 (p<0,038),
genotyp LL dodatnim predyktorem dla ekspresji G-Gp40,001), a wiek badanych
ujemnym predyktorem dlaggtenia SCR1 (p<0,001) (Tab. 17a).

Do budowy modelu regresji wielorakiej w grupie PKZWNbrano genotyp
rs11118133 ptec, klirens kreatyniny wg MDRD, stenie kreatyniny, biatkomocz
dobowy i wiek badanych. Wykazange genotyp LL jest dodatnim predyktorem
dla ekspresji G-CR1 (p<0,001), M-CR1 (p<0,003) CB1 (p<0,001), natomiast
genotyp HL dodatnim predyktorem dla ekspresji G-CQR€0,048). Dla stzenia
SCR1 w grupie chorych na PKZN ujemnym predyktorest pt€¢ meska (p<0,032)

i genotyp HL (p<0,001) (Tab. 17b).

W konstrukcji modelu regresji wielorakiej u choryeta TZN wzeto
pod uwag: aktywna¢ choroby, genotyp polimorfizmu rs1111813#e¢, klirens
kreatyniny wg MDRD, stzenie kreatyniny, wielk@& biatkomoczu dobowego
oraz wiek. Zaobserwowanaie aktywnd¢ choroby jest dodatnim predyktorem
dla stzenia sCR1 (p<0,001) i ekspresji G-CR1 (p<0,002) i{CR1 (p<0,024),
klirens kreatyniny dodatnim predyktorem dla eksprssCR1 (p<0,042) i B-CR1
(p<0,023), sizenie kreatyniny dodatnim predyktorem dla ekspre§iCR1
(p<0,012), wiek dodatnim predyktorem dla B-CR1 (j©€d). Natomiast genotyp
HL okazal s¢ dodatnim predyktorem dla G-CR1 (p<0,004) i B-CRk(Q,017)
oraz ujemnym dla stenia sCR1 (p<0,018) (Tab. 17c).

W modelu regresji wielorakiej dla grupy PKZN i TZBAhalizowanych
tgcznie wykorzystano wiek, pteosob badanych, rodzaj choroby (PKZjtlh TZN),
genotyp rs11118133, klirens kreatyniny wg MDRRzsehie kreatyniny w surowicy,
wielkos¢ biatkomoczu dobowego, leczenie glikokortykosteaond (lub jego brak),
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azatioprynm, chlorambucylem, chlorochin mykofenalem mofetilu, cyklosporyn
lub cyklofosfamidem. Wykazanoze genotyp LL jest dodatnim predyktorem
dla ekspresji G-CR1 (p<0,0001), M-CR1 (p<0,000B-CR1 (p<0,0001), genotyp
HL ujemnym predyktorem dlagtenia sCR1 (p<0,0001), ale dodatnim dla ekspresji
B-CR1 (p<0,002) i G-CR1 (p<0,008). Leczenie glikakkosteroidami okazato si
ujemnym predyktorem dla ekspresji M-CR1 (p<0,0G4& dodatnim dla stenia
SCR1 (p<0,001). Leczenie azatiopgyimyto ujemnym, a chlorambucylem dodatnim
predyktorem dla ekspresji G-CR1 (p<0,009 dla AZpi0,007 dla chlorambucylu)

I M-CR1 (p<0,030 dla AZA i p<0,003 dla chlorambugyl Leczenie chlorochin
byto dodatnim predyktorem dlaggenia sCR1 (p<0,002). Samo wygienie TRU
stanowito dodatni predyktor dla ekspresji M-CR1@®001) i ujemny dla ekspresji
B-CR1 (p<0,001) (Tab. 17d).
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Tab. 17a.Model regresji wielorakiej dla grupy K

Parametr Wyraz wolny Pte¢ HL LL Wiek
Betha K-0 HL-1 LL-1 [lata]
p M-1 HH-0 HH-0
LL-0 HL-0
Model sCR1 -0,58
skor. R=0,32 | p<0,001 p<0,001
p<0,001
Model G-CR1 0,47
skor. B=0,21 | p<0,001 p<0,001
p<0,001
Model M-CR1 -0,29
skor. B=0,07 | p<0,001 p=0,025
p=0,025
Model B-CR1 -0,26
skor. R=0,05 | p<0,001 p=0,043
p=0,043
Model E-CR1 0,26 0,26
skor. R=0,10 | p<0,001 P=0,033 p=0,038
p=0,017

HH-genotyp HH; HL-genotyp HL; LL-genotyp LL; K — kiety; M — nezczyzni; SCR1 — rozpuszczalny CR1; sCR1-rozpuszczaliRy;G-CR1-ekspresja
CR1 na powierzchni granulocytéw; M-CR1-ekspresjalQid powierzchni monocytow; B-CR1-ekspresja CR1powierzchni limfocytow B; E-CR1-

ekspresja CR1 na powierzchni erytrocytow
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Tab. 17b Model regresji wielorakiej dla grupy PKZN

PKZN

Parametr Wyraz HL LL Pte¢ eGFR (MDRD) | Scr TPUR Wiek
Betha wolny HL-1 LL-1 K-0 [ml/min/1,73m? | [umol/I] [g/24N] [lata]
p HH-0 HH-0 M-1
LL-O0 HL-0
Model sCR1 -0,31 -0,17
skor. R=0,12 p<0,001 p<0,001 p=0,032
p<0,001
Model 0,16 0,34
G-CR1 p<0,001 p=0,048 p<0,001
skor. R=0,12
p<0,001
Model 0,24
M-CR1 p<0,001 p=0,003
skor. R=0,05
p=0,004
Model 0,34
B-CR1 p<0,001 p<0,001
skor. R=0,11
p<0,001

PKZN-pierwotne ktbuszkowe zapalenie nerek; ; HH-genotyp HH; HL-ggpdtL; LL-genotyp LL; eGFR wg MDRD- szacowana fitja kkbuszkowa
wg Modification of Diet in Renal Disease; Screzgnie kreatyniny w surowicy; TPUR-biatkomocz dobowy;— kobiety; M — mgzczyzni; SCR1 —
rozpuszczalny CR1; G-CR1-ekspresja CR1 na powieizghanulocytéw; M-CR1-ekspresja CR1 na powierzchminocytow; B-CR1-ekspresja CR1
na powierzchni limfocytow B; E-CR1-ekspresja CRIpoavierzchni erytrocytow
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Tab. 17c.Model regresji wielorakiej dla grupy TZN

Parametr
Betha

p

TZN
Wyraz
wolny

Aktywno$é
choroby

1- aktywny
0- nieaktywny

HL
HL-1
HH-0
LL-O0

LL
LL-1
HH-0
HL-0

Pte¢
K-0
M-1

eGFR (MDRD)
[mI/min/1,73m2]

Scr
[umol/1]

TPUR
[9/24h]

Wiek
[lata]

Model
sCR1
skor.
R?=0,18
p<0,001

p<0,001

0,39
p=0,002

-0,28
p=0,018

Model
G-CR1
skor.
R?=0,61
p<0,001

0,36
p=0,002

0,27
p=0,004

0,28
p=0,012

Model
M-CR1
skor.
R?=0,11
p=0,015

p=0,018

0,28
p=0,024

0,25
p=0,042

Model
B-CR1
skor.
R?=0,68
p<0,001

0,21
p=0,017

0,28
p=0,023

0,45
P<0,001

TZN-toczniowe zapalenie nerekHHH-genotyp HH; HL-genotyp HL; LL-genotyp LL; e®wg MDRD- szacowana filtracjadduszkowa wg Modification

of Diet in Renal Disease; Scr-¢s¢nie kreatyniny w surowicy; TPUR-biatkomocz dobowsCR1 — rozpuszczalny CR1; G-CR1-ekspresja CR1
na powierzchni granulocytow; M-CR1-ekspresja CR1powierzchni monocytéw; B-CR1-ekspresja CR1 na porahni limfocytéw B; E-CR1-ekspresja
CR1 na powierzchni erytrocytow
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Tab. 17d.Model regresji wielorakiej dla grup PKZN i TZN dizawanych §cznie

Chorzy PKZN + TZN

arametr

Wyraz wolny

Grupa
PKZN-0
TZN-1

Ple¢ K-0, M-1

LL-1
HL-0
HH-0

Wiek

eGFR MDRD

Scr

[umol/I]

TPUR

GKS

AZA

Chloram-
bucyl

Chloro-china

MMF

CsA

CcYc

p<0,001

p<0,0001

0,24
p<0,001

Model
G-CR1
skor.
R’=0,23
p<0,001

p<0,0001

0,43
p<0,0001

-0,18
p=0,009

0,19
0,007

Model M-
CR1 skor.
R?=0,21
p<0,001

p<0,0001

0,34
p<0,0001

0,39
p<0,0001

-0,22
p=0,004

-0,16
p=0,03

0,22
p=0,003

Model
B-CR1
skor.
R’=0,23
p<0,001

p<0,0001

-0,21
p<0,0001

0,20
p=0,002

0,41
p<0,0001

szacowana filtracja &buszkowa wg Modification of Diet in Renal DiseaSer- stzenie kreatyniny w surowicy; TPUR-biatkomocz dobovBKS-
glikokortykosteroidy; AZA; azatiopryna; MMF-mykofetan mofetilu; CsA-cyklosporyna; CYC- cyklofosfam&lCR1 — rozpuszczalny CR1; G-CR1-

PKZN - pierwotne kbuszkowe zapalenie nerek; TZN-toczniowe zapalesieky HH-genotyp HH; HL-genotyp HL; LL-genotyp LeEGFR wg MDRD -

ekspresja CR1 na powierzchni granulocytow; M-CR4pe&sja CR1 na powierzchni monocytow; B-CR1-ek$pr@R1 na powierzchni limfocytéw B; E-
CR1-ekspresja CR1 na powierzchni erytrocytow
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4.15.Wieloczynnikowa wsteczna analiza logistyczna dotygza wptywu
polimorfizmu rs11118133genu CR1 na komorkach krwi oraz sg¢zenie
sCR1 w surowicy badanych oséb
Wsteczna wieloczynnikowa analiza logistyczna wykassatystycznie rzadsze
wystepowanie wysokiej ekspresji G-CR1, M-CR1 i B-CR1 yaej 75 percentyla)
u badanych oso6b posiadeych genotyp HH i HL (dla G-CR1 p = 0,002 i p =(5@9
dla M-CR1 p = 0,008 i p = 0,0046; dla B-CR1 p =038 i p = 0,0412 odpowiednio)
(Tab. 18a). U o0s6b z genotypem HL, statystycznitotnge rzadsze byto
wystepowanie niskiej ekspresji G-CR1 (paej 25 percentyla) (p = 0,0054) (Tab.
18Db). Istotnie cgstsze wystpowanie niskiej ekspresji B-CR1 (pagj 25 percentyla)
odnotowano u 0s6b z genotypem HH (p = 0,0187) (T&b). Genotyp HH i HL
predysponowat réwnie do rzadszego wygbowania wysokiej ekspresji G-CR1
(p=0,0247 i p = 0,0233) i M-CR1 (p = 0,0312 i p®1B0) w grupie K (Tab. 19a).
Genotyp HL wjzat st na granicy istotrgei statystycznej z rzadszym
wystepowaniem niskiej ekspresji G-CR1 (péej 25 percentyla) w grupie K
(p=0,06) (Tab. 19b). Natomiast u chorych na PKZN/gawala s} istotna tendencja
do rzadszego wygbowania wysokiej ekspresji B-CR1 (poiey 75 percentyla)
u 0sob z genotypem HH (p = 0,025) i HL (p = 0,04@R3b. 20a) oraz estszego
wystepowania niskiej ekspresji B-CR1 (pagj 25 percentyla) u pacjentow
z genotypem HH (p = 0,0187) (Tab. 20b). W grupie ZRK genotyp HH
predysponowat do rzadszego wystepowania wysokigprelsji G-CR1 (powiej 75
percentyla) (p = 0,0064) (Tab. 20a) iesiszego wyspowania niskiej ekspres;ji
M-CR1 (pontej 25 percentyla) (p = 0,0187) (Tab. 20b). Wielouakowa wsteczna
analiza logistyczna wykazata rownjee w catej grupie badanej statystycznie istotna
byla tendencja do rzadszego wysiwania wysokich sgen sCR1 (powyej 75
percentyla) u oséb z genotypem HL (p = 0,0051) (T&a) i czstego wysipowania
posrednich wartéci SCR1 (> 25 percentyla i < 75 percentyle) u osdienotypem
LL (p < 0,0001) (Tab. 18c). W grupie chorych na RKgenotyp HH predysponowat
do rzadszego wygbowania niskich sten SCR1 w surowicy (pownej 25 percentyla)
(Tab. 20b) oraz genotyp HL do rzadszego wystvania wysokich gten sCR1
w surowicy (powyej 75 percentyla) (Tab. 20a), ale wyniki te byty geanicy
istotndci statystycznej (p = 0,0618).
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Tabela 18a.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisgej wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspgegSR1 na komorkach krwi orazgsenie
sCR1 w surowicy w GC

G-CR1 > 75 percentyla

M-CR1 > 75 percentyla

B-CR1 > 75 percentyla

Stezenie SCR1 > 75 percentyla

W 0, W 0, W 0, W 0,
op |LE%PY| p | JL | LEswPY | b | L | ILE5%PU) P | @ | LE%PY | p
2.27 0,10 1,97 0,14 1,67 0,19 i
HH | 062) | (0,03-0,35) | ©999?| (058) | (0,04-0,44) | 99998 057y | (0,06-057) | 20033 -
1,76 0,17 1,73 0,18 121 0,30 20,87 0,42
HL | 0,64) | (0,05059) | %094 (061) | (005057 |299%| (059) | (0,00-005 |2942| (030)| (0,23077) | 0051
| - : ; i i i ; ; i i
x> 16,37 11,86 8,91 8,53

Objasnienia: IL —iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —d1 standardowy

Tabela 18b.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisiej wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspgegSR1 na komorkach krwi orazgséenie
sCR1 w surowicy w GC

GCR1 < 25 percentyla

MCR1 < 25 percentyla

BCR1 < 25percentyla

Stezenie sSCR1 < 25 percentyla

w D W 0 W . W )
sp) |LO%PU| b | gpy | LE%PY) | p | gpy | IL(e5%PU) P | (s | LE%PY) | P
0,63 1,88 _ _ _
il - _ ] ] © | (028 | @11-319 |90187
084 | 043
HL | 029) | (0,24-0,77) | %0054 - : - - : _ _ _ _
| - ; - - - : - _ : _ _
1 8,59 . —

Objasnienia: IL —iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —d1 standardowy
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Tab. 18c.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisiej wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspgegSR1 na komoérkach krwi
oraz stzenie sCR1 w surowicy w GC

GCR1 >25 i <75 percentyla MCR1 >25 i <75 percentyla BCR1 >25 i <75percentyla Stezenie SCR1 >25 i <75 percentyla

W (SE) | IL(95% PU) | (ng) IL(95% PU) | p (sv,\llz) IL (95% PU) | p (ng) IL (95% PU) D
HH | - i i i i i i i i i i i
HC | - i i i i i i i i i i i
457 96,46
LL - " - - ] ] " - " | (106) | (11,97-777,52)| <:0001
¥ i i i i i i i i i ; 39,92 i

Objasnienia: IL —iloraz szans, PU — przedziat ufnosci, W — wspodtczynnik wptywu, SE — btad standardowy
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Tabela 19a.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisgej wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspgegSR1 na komorkach krwi orazgsenie

sCR1 w surowicy w grupie K

GCRL1 > 75 percentyla

MCR1 > 75 percentyla

BCR1 > 75 percentyla

Stezenie SCR1 > 75 percentyla

W (0) W 0, W 0, W 0,

@p |LE%PY| p | [ | LE%PY | b | of | ILES%PY) @p | ILE%PY) | p

2,62 0,07 2,51 0,08 ) ) ] ] ]
HH 1 (116) | (0,007-0,71)| 9%*7| (116) | (0,008-0,79) | %:0312

-2,83 0,06 -3,17 0,04 ) ) ; 3 .
HL 1 124y | (0,005-0,67)| 20%33| (128)| (0,003-051) | 90130
| - : i i i i : i i i i
1 7,25 8,11

Objasnienia: IL — iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —dd standardowy

Tabela 19b.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisyej wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspgegSR1 na komorkach krwi orazgséenie

sCR1 w surowicy w grupie K

GCR1 < 25 percentyla

MCR1 < 25 percentyla

BCR1 < 25 percentyla

Stezenie sSCR1 < 25 percentyla

W 0, W 0, W 0, W 0,
@p |LE%PY| p | L | LE%PY | p | of | ILE%PY) @p | LE%PY) | p
HH | - i i i i i i i i - i
1,47 0,22 ] _ _ ] _ ] _ _
HL 1 0.79) | (0,04-1,079)| %:0652
| - i i i i i i i i i
2 4,41 - 5,74

Objasnienia: IL — iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —dd standardowy
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Tabela 20a.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisgej wptywu polimorfizmu rs11118133 na ekspgegSR1 na komorkach krwi orazgsenie
sCR1 w surowicy u chorych na PKZN

GCR1 > 75 percentyla MCR1 > 75 percentyla BCR1 > 75 percentyla Stezenie SCR1 > 75 percentyla
w IL (95% PU) | p w IL (95% PU) p w IL (95% PU) p w IL (95% PU) p
(SE) (SE) (SE) (SE)

HH | -1,01 | 0,36 0,0064 | - - - -2,66 | 0,06 0,0025| - - -
(0,37) | (0,17-0,75) (0,88) | (0,01-0,39)

HL | - - - - - - -2,21 0,11 0,0412| -1,68 | 0,18 0,0618

(0,91) | (0,01-0,66) (0,56) | (0,06-0,56)
LL |- = = - - - = = - - -
i 7,47 10,42 12,01

Objasnienia: IL — iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —dd standardowy

Tabela 20b.Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisyej wptywu polimorfizmu rs1111813% ekspregjCR1 na komorkach krwi orazgséenie
sCR1 w surowicy u chorych na PKZN

GCR1 < 25 percentyla MCRL1 < 25 percentyla BCR1 < 25 percentyla Stezenie sSCR1 < 25 percentyla
w IL(95% PU) | p w IL (95% PU) p w IL (95% PU) p w IL (95% PU) p
(SE) (SE) (SE) (SE)

HH | - - - 0,97 2,66 0,0343| 0,91 2,49 0,0187| -0,74 | 0,47 0,0618

(0,46) | (1,07-6,57) (0,40) | (1,11-5,56) (0,39) | (0,21-1,03)

HL | - - - - - - - - - - - -

LL |- - - - - - - - - - -

x? 5,04 5,4 3,44

Objasnienia: IL — iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —dd standardowy
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4.16.Analiza wptywu leczenia glikokortykoidami na ekspresje CR1
na komarkach krwi i stezenie sCR1 w surowicy chorych na PKZN i TZN

Celem oceny wptywu glikokortykoterapii na ekspee§jR1 na badanych
komorkach krwi poréwnano ekspresfs>-CR1, M-CR1, B-CR1 i E-CR1 wrilzy
grupa chorych na PKZN leczonych (51 chorych) i nielecadn GKS (99 chorych).
Statystycznie istotne #aice stwierdzono tylko w ekspresji M-CR1 (p<0,05),
z tendengy do nizszej ekspresji M-CR1 u chorych leczonych (Ryc. 22).
Wieloczynnikowa wsteczna analiza logistyczna (T2ba) wykazata statystycznie
rzadsze wyspowanie wysokiej ekspresji M-CR1 (powgj 75 percentyla) u chorych
na PKZN i TZN leczonych GKS.

6000
5000 -
4000 -

3000 ~ W Sterydoterapia

2000 - M Bez leczenia

CR1 [MFI)

1000 -

1o

Granulocyty Monocyty Limfocyty B Erytrocyty

*-p<0,05 **-p<0,01 ¥ -p<0,001

Ryc. 22. Porownanie ekspresji CR1 na komorkach krwi chorywh PKZN
leczonych i nieleczonych glikokortykosteroidami

U chorych na PKZN leczonych GKS zaobserwowano réavriendencs
do wyzszego sizenia sCR1 w porownaniu do chorych nieleczonych (RAR).
Réznice te nie byly jednak statystycznie znamiennelndke, wieloczynnikowa
wsteczna analiza logistyczna wykazata predyspezgoj czstszego wyspowania
wyzszego sizenia SCR1 (powxe] 75 percentyla), na granicy istofco
statystycznej, u chorych na PKZN i TZN leczonych &K(Tab. 21la).
Zaobserwowano natomiast istotnie statystycznie szadwystpowanie niskiego
stezenia SCR1 (pouej 25 percentyla) w tej grupie chorych (Tab. 21b).
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Ryc. 23. Poréwnanie stenia sCR1 w surowicy chorych na PKZN leczonych
i nieleczonych glikokortykosteroidami
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Tab. 21a Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisanej wptywu leczenia glikokortykoidami na ekspge§R1 na komorkach krwi
I stezenie SCR1 w surowicy chorych na PKZN i TZN

GCR1 > 75 percentyla MCRL1 > 75 percentyla BCR1 > 75 percentyla Stezenie SCR1 > 75 percentyla
(\SNE) IL (95% PU)| p (ng) IL (95% PU) p (\s/.\llz) IL (95% PU) p (ng) IL (95% PU) p

o IR : - (-8,’3627) (o,géi)l,gg) 0200 : : (gjgg) (o,salé%,ze) 0,0503
| < | | Q] e oo - | - |
x> - - - - 6,76 - - - - - 6,76 -

Objasnienia: IL — iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —dd standardowy

Tab. 21b. Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisiyreej wptywu leczenia glikokortykoidami na ekspee§jR1 na komoérkach krwi
I stezenie SCR1 w surowicy chorych na PKZN i TZN

GCRI1< 25 percentyla MCR1 < 25 percentyla BCR1 < 25 percentyla Stezenie sSCR1 < 25 percentyla
(ng) IL (95% PU)| p (évE) IL (95% PU) p (g\{z) IL (95% PU) p (évE) IL (95% PU) p
N - - |- : : : : - | o3n)| (021079 |0008
PKZN | - i i : i i i i i ('g”jg) o fz’?c},sm 0,0159
x> - - - - - - - - - - 7,2 -

Objasnienia: IL —iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —d1 standardowy
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4.17.Analiza wptywu aktywnosci TRU mierzonej w skali SLEDAI-2K

na ekspresg CR1 na komorkach krwi i stezenie sCR1 w surowicy

chorych na TZN

Wieloczynnikowa wsteczna analiza logistyczna uwdgiajgca aktywndé¢
TRU mierzon w skali SLEDAI-2K wykazata statystycznie istotniezestsze
wystepowanie wysokiego atenia sCR1 (powkej 75 percentyla) i statystycznie
istotnie rzadsze wygbowanie niskiego sgtenia (poniej 25 percentyla) tego
receptora u pacjentow z TZN w aktywnej fazie chgrdbab. 22a i 22b). Nie
zaobserwowano wptywu aktywsm TZN na ekspregjG-CR1 i B-CR1, natomiast
zaobserwowano tendegcj(na granicy istotn&ei statystycznej) do rzadszego
wystepowania niskiej ekspresji M-CR1 (paej 25 percentyla) u chorych
w aktywnej fazie TZN (Tab. 22b).
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Tab. 22a. Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisyeej uwzgédniajgce] aktywnd¢ TRU mierzom w skali SLEDAI-2K
w powigzaniu z ekspregjCR1 na komdrkach krwi i gteniem sCR1 w surowicy chorych na TZN

GCR1 > 75 percentyla MCR1 > 75 percentyla BCR1 > 75 percentyla Stezenie SCR1 > 75 percentyla
W 0, W 0, W 0, W 0,
(SE) IL (95% PU) p (SE) IL (95% PU) p (SE) IL (95% PU) p (SE) IL (95% PU) p
SLEDAI-2K 1,07 2,92
> 10 : : o ) ) - : " | (051 | (106803 | %0375
x> - - - - - - - - - - 4,48 -

Objasnienia: IL —iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —di standardowy

Tab. 22b. Wyniki wieloczynnikowej wstecznej analizy logisie] uwzgédniajgce] aktywnd¢ TRU mierzom w skali SLEDAI-2K
w powigzaniu z ekspregjCR1 na komérkach krwi i steniem sCR1 w surowicy chorych TZN

GCR1 < 25 percentyla MCR1 < 25 percentyla BCRL1 < 25 percentyla Stezenie SCR1 < 25 percentyla
W 0, W 0 W 0 W 0
(SE) IL(95% PU) | p (SE) IL (95% PU) p (SE) IL (95% PU) | p (SE) IL (95% PU) p
SLEDAI-2K -1,13 0,32 -1,13 0,32
> 10 - ) " | 063)| (009-1,1) |20702) - ) " | (068)| (008122 |%037
x> - - - - 5,77 - - - - - 5,77 -

Objasnienia: IL — iloraz szans, PU — przedziat uftipW — wspoétczynnik wptywu, SE —dd standardowy
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5. OMOWIENIE | DYSKUSJA
5.1.Analiza czstosci wystepowania genotypu HH, HL i LL u zdrowych
i chorych na PKZN i TZN oraz wplywu genotypéw polimorfizmu
rs11118133 na rozwoéj PKZN i TZN oraz ekspregj CR1 na komorkach
krwi
Rola polimorfizmu rs11118133 w oktaniu podatnéci na rozwo] TRU
i PKZN nadal pozostaje niejasna. Wyniki badatasnych nie wykazaty edic
W czstasci wyskpowania poszczegolnych genotypéw HH, HL i LL u oséb
zdrowych i u chorych na PKZN i TZN. Zarébwno w grepkontrolnej, jak
i w grupie chorych najeZciej wystpowat genotyp HH, a najrzadziej LL. Podgbn
dystrybucg genotypdéw obserwowano w populacji kaukaskiej, @fmerykaskiej
I japonskiej [41,124]. Natomiast w zdrowej populacji inskilej czstasé
wystepowania genotypéw HH, HL i LL zmieniatagsha korzy¢ genotypu HL
[107]. Satoh i wsp. odnotowali podobny do obserwosgp w badaniach wkasnych
rozktad czstasci wystepowania genotypow polimorfizmu rs111181@3zdrowej
populacji oraz u chorych na TRU [124]. Badania wy&ie przez Panchamoorthy
i wsp. nie wykazaly rinic w rozktadzie cgstasci badanych allotypow portlzy
osobami zdrowymi i chorymi na ostreckliszkowe zapalenia nerek [106]. Inni
autorzy zaobserwowali ¢gtsze wysfpowanie allelu zwizanego z wysak
ekspresj E-CR1 w porownaniu z allelem zygianym z mniejsg liczbg E-CR1,
zarbwno w grupie zdrowych, jak i chorych na TRUz lsatystycznie istotnych
réznic medzy grupami. Autorzy tych badaugerowali brak wptywu polimorfizmu
rs11118133 na zwkszory podatné¢ na zapadalng na TRU [125]. Potwierdzit to
rowniez wykorzystany w badaniach wilasnych model regresjgidtyczne;.
Poprzednie prace sugerowalyestsze wysipowanie genotypu LL, jako gtdwnej
przyczyny obnionej ekspresji E-CR1 u chorych na TRU [13], gdyenotyp ten
miat predysponowado niskiej ekspresji E-CR1 w przecivisggwie do genotypu
HH z wysoky ekspresj E-CR1 i HL z péredmy ekspresj tego receptora [39].
Natomiast w badaniach indyjskich allel H gwat st z wicksz podatnécia
na rozwoj KZN, a allel L wydawat sipelnic role ochronn [107].

Przedstawione wyniki badawtasnych nie wykazaly vhic w ekspresiji
E-CR1 pomgdzy osobami z inymi genotypami. Od lat 80-tych ukazale siiele
doniesi@é, ktore albo potwierdzaty albo odrzucaty wplyw potrfizmu
rs11118133 na ekspredt-CR1 [40,107]. Rozbimaosci w uzyskiwanych wynikach
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badaa mog mie¢ zwigzek z czynnikiem geograficznym. Korelacje poday
wysokacia ekspresji E-CR1 a polimorfizmem rs11118133 obsersvm
w  populacji  europejskiej,  poinocnoameryikkiej (rasa  kaukaska),

afroamerykaskiej, ale nie u rodzimych Afrykazykow [40,41].

Z dostpnych danych wynikaze przedstawione wyniki baflawvtasnych
naleza do nielicznych w literaturze prob poszukiwania @ku miedzy
polimorfizmem rs11118133 a ekspresfR1 na leukocytach krwi u chorych
na PKZN i TZN. W 1986 roku Wilson i wsp. wskazywalie polimorfizm
rs11118133 nie wptywat na ekspre§}R1 na limfocytach B i neutrofilach u oséb
zdrowych [39]. Ttumaczono to krotszym pigevaniem leukocytdw w kzeniu
w poréwnaniu do krwinek czerwonych i mniejgzodatnécia leukocytéw na proces
starzenia siwigzany z utraf receptora. Genotyp LL, wzany z mniejsza stabilizacj
czgsteczki CR1 i obriong ekspresj E-CR1, miat wykazywa ograniczony wptyw
na ekspresjreceptora na leukocytach [41]. Wyniki badatasnych wykazaty jednak
zwigzek pom¢dzy genotypem polimorfizmu rs11118133 a ekspre§jR1
na badanych subpopulacjach leukocytow (monocytgc@mulocytach i limfocytach
B) w catej badanej grupie. Genotyp LL predysponodaitnajwyszych wartéci
ekspresji G-CR1, M-CR1 i B-CR1, a HH do naprej ekspresji tego receptora
na badanych leukocytach (zjawisko najbardziej vyea w grupie chorych
na PKZN). Sugeruje tae czynniki genetyczne mggnie¢ wptyw na ekspregjCR1
na leukocytach, podobnie jak to obserwowano naaytach. Uzyskane wyniki nie
odzwierciedlag jednak tendencji obserwowanych wgaziej zwigzanych z wysz
E-CR1 pod wptywem genotypu HH [39]. JednakKatyal i wsp. (podobnie
do obserwacji poczynionych w badaniach wiasnychyamtych ekspresji CR1
na leukocytach), wykazali wksz utrat E-CR1 u pacjentow z genotypem HH.
Autorzy tego badania sugerowale genotyp HH stanowi czynnik ryzyka
zachorowania na KZN, zekszapc podatnéé na zachorowanie na KZN okoto
3-krotnie w stosunku do oséb posiaggich genotyp HL i LL [107]. Szybsza utrata
E-CR1 w procesie starzenia sirwinek czerwonych u oséb z genotypem HH byta
stwierdzana ja wczeniej [126]. W badaniach wlasnych wykazanasz ekspresj
CR1 na leukocytach u os6b z genotypem HHgrgung z genotypem HL
I najwyzszg z genotypem LL, wignie u chorych na PKZN. Brak statystycznie
istotnych ra@nic w ekspresji G-CR1, M-CR1 i B-CR1 @lizy osobami z riymi
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genotypami w grupie K i u chorych na TZN #eomi&€ zwigzek z mniejsz
liczebnacia tych grup w stosunku do liczebimo grupy PKZN. Tym niemniej,
w grupie K oraz u chorych na TZN zauwadna byta tendencja do wgzej ekspresji
CR1 na leukocytach osob z genotypem LL. Najbardzadjurzon ekspresj CR1
wykazano na limfocytach B u chorych na TZN. Modekgresji wielorakie]
pokazaty,ze inne czynniki, takie jak wiek, klirens kreatynjrozy sam wptyw TRU,
mog miet istotny zwhzek z wielkdcig ekspresji B-CR1 w TZN. U chorych
na TZN uwidocznit si rowniez wptyw innych czynnikbw poza genotypem
na ekspregj CR1 na leukocytach. EkspresjG-CR1 made mi&€ zwigzek
ze stzeniem kreatyniny w surowicy, a ekspresja M-CRL1 ellasciag przegczania
kicbuszkowego. Na ekspredy-CR1 i G-CR1 u chorych na PKZN i TZN wydaje
sie tez istotnie wplywa stosowane leczenie. Biar pod uwag niewielky wartas¢
predykcyjra wykorzystanych modeli regresji wielorakich (skooygany R2 wahat
sic od 0,11-0,68) i obserwowane istotne statystyczm@deznosci pomkdzy
polimorfizmem rs11118133 a ekspee§}R1 na leukocytach w GC i PKZN wydaje
sie, ze problem ekspresji CR1 na komérkach krwi jesta@hy i wptyw na ni mog

mie¢ zaréwno czynniki genetyczne, jak i nabyte.

5.2.Analiza ekspresji CR1 na komorkach krwi u chorych ra PKZN i TZN
5.2.1 Analiza ekspresji E-CR1

Analiza ekspresji E-CR1 u 291 badanych os6b wylkazatdlywidualne
roznice wahajce s¢ w przedziale od 5 do 318 MFI, nie zaobserwowartngé
istotnych statystycznie #aic w ekspresji E-CR1 madzy chorymi na PKZN, TZN
i grup K. Poprzednie dane z §pniennictwa wskazywaty na obtuing ekspregj
E-CR1 u chorych na TRU i PKZN [13,91,96,103-1074&ldsian i wsp., w oparciu
0 wykorzystanie cytometrii przeptywowe] odnotowalizszy ekspresj E-CR1
u chorych na TRU w stosunku do osOb zdrowych i ytiorna inne choroby
reumatyczne, ale nie uznali tego za parametr wyzsiggeo specyficzny, ktory
utatwitby rozpoznanie TRU u oséb z ujemnymi przestadami przeciw dsDNA
[87].

Niska ekspregj E-CR1 u chorych na TRU tlumaczono &leazonym
usuwaniem KI i upatrywano w tym przyczyrozwoju uszkodzenia tkanek, chacia

Panchamoorthy i wsp. zaobserwowak, powinowactwo CR1 do C3b pozostawato
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niezalene od liczby E-CR1 [106]. Zjawisko olinia ekspresji E-CR1 ttumaczono
mechanizmami uwarunkowanymi genetycznie [38,124{lzlprocesami nabytymi
[17,95,96,106]. W oparciu o0 obserwacje wilasne yamautoréw, mgna zataye,

ze istniep dwie maliwe teorie genetycznego wplywu na liezbCR1
na erytrocytach. Po pierwsze, erytrocyt w momendieaty pdra nie ma ju
mozliwosci zmiany liczby CR1 na jego powierzchni. Z drugséjony uwzgidniajgc
stabilng¢ czsteczki, zmiany w sekwencji pojedynczych nukleotyddog miec
wplyw na sekwenej aminokwasow w facuchu polipeptydowym i tym samym
wplywat na jego wraliwos¢ na zewntrzkomorkows proteoliz. Utrata receptora
w procesie starzeniagskrwinek czerwonych, zwrana z proteolig enzymatyczg,
byla obserwowana juwczeniej [16,38,128]. Tym samym, zgkszenie aktywngci
wewnmgtrznaczyniowych proteaz tlumaczyloby nabyty mechamniutraty CR1
z powierzchni erytrocytéw. Blokada CR1 poprzezgaane z C3b i C4b KiI, dulz
obecna¢ przeciwciat przeciwko CR1 byty rownigpostulowane w literaturze jako
potencjalne nabyte mechanizmy olamia ekspresji E-CR1 [17,95,129]. Istnieje
jednak maliwo$¢, ze nizsza ekspresja E-CR1, a przez to mniejsze przetadewa
zwigzanymi Kl, przedtaa zywotnas¢ erytrocytdow w kgzeniu, a zwlaszcza ich
powrOt do kszenia po przegiu przez wvgtrobe i $ledziore. To wianie ukfad
siateczkowasrédbtonkowy watroby i sledziony mae by gtdwnym miejscem utraty

CR1 z powierzchni erytrocytéw [95].

Ross i wsp. zaobserwowalize ekspresja E-CR1 koreluje ujemnie
z aktywndaciag TRU i jest najnisza u chorych w fazie aktywnej choroby [95].
Podobne rénice w ekspresji E-CR1 wrudzy aktywry i nieaktywna faz TRU
odnotowali rownie inni badacze [91]. Zjawisko to nie jest jednak gfiezne dla
TRU i maze pojawt sig w kazdej chorobie przebieggjej ze wzmaong
aktywnaicia dopetniacza, m. in. w autoimmunologicznej nieddkteéci
hemolitycznej, nocnej napadowej hemoglobinurii, poés  Sjogrena
I mykoplazmatycznym zapaleniu ptuc [95]. W badahiasvtasnych nie
zaobserwowano hicy w ekspresji E-CR1 madzy grupami aktywnych
i nieaktywnych TZN. Nie wykazano réwrigaleznosci miedzy stzeniem C3 i C4

w surowicy a ekspregsfE-CR1 w grupie TZN i PKZN.

W ocenie ekspresji E-CR1 istotha #eo by metoda jej ewaluacii.
W uprzednich badaniach byta ona wykonywananyti metodami: metagdIAHA
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(immune adherence haemagglutination) [124,127],ionainunologicza (RIA,
radioimmunoassay) z zyciem przeciwciat poliklonalnych i monoklonalnych
[38,46,93,96], immunoenzymatycgrf40] oraz ostatnio cytometrii przeptywowej
[87]. Uzyta w badaniach wtasnych metoda cytometrii przepiyej jest aktualnie
szeroko stosowana i zostata uznana za wiarygodogospoceny ekspresji E-CR1
[87,107,130]. Zastosowane w badaniu wiasnym przgatey przeciw CD35 (klon
E11) reaguje z wszystkimi czterema allotypami rémepCR1 A, B, C i D idczy sk
dystalnie od miejsca wzania z kompleksami immunologicznymi [92,131]. B
diugas¢ tancucha polipeptydowego receptora, czyzehie kgzacych kompleksow
immunologicznych nie powinna ndewptywu na otrzymywane wyniki ekspresji
CR1.

5.2.2. Analiza ekspresji CR1 na leukocytach krwi

Wyniki bada witasnych wykazaty obwong ekspresj G-CR1 u chorych
na TZN w poréwnaniu do grupy K. Zaobserwowano ra@wmizszy ekspregj CR1
na limfocytach B u chorych na TZN w porownaniu dogy kontrolnej i PKZN.
Liczba B-CR1 u chorych z aktywnfaza TZN nie r&nita sk od ekspresji tego
receptora u pacjentdow z nieaktywnagfaZZN. Nie stwierdzono natomiast adic
w ekspresji M-CR1 miedzy grgpK, PKZN i TZN. Rownie Arora i wsp.,
wykorzystupc do oceny ekspresji CR1 na powierzchni leukocytéytometre
przeptywows zauwayli istotnie nisz ekspresy G-CR1 u chorych na TRU
w poréwnaniu do grupy zdrowych osOb i nie odnotavedhtystycznie istotnych
réznic w ekspresji M-CR1 mgdzy grum kontrolg i chorych na TRU [102].
Obnizenie ekspresji CR1 na neutrofilach u chorych na T&h obserwowane e
przez innych badaczy [100]. Fyfe i wsp. zauyla ze liczba CR1 na granulocytach
jest wyranie nizsza u chorych z aktywnym TRU w poréwnaniu do padéen
w fazie nieaktywnej choroby [91]. W badaniach whkadn nie wykazano korelacji
pomidzy stzeniem C3 i C4 a eksprgsfG-CR1 u chorych na TRU. Podobne
obserwacje poczynili Wilson i wsp. [100]. Poniew#ola G-CR1 jest m. in.
fagocytoza optaszczonych przez skitadniki dopeh@a&a, zmniejszenie G-CR1
moze przyczynid sie do obnionego klirensu tych komplekséw w TRU [101].
Z drugiej strony, kizace Kl hamuj ekspregi CR1 na powierzchni neutrofilow
poprzez zjawisko ,down-regulation”. Podobnie dziakx interleukina (IL)-4,

co zaobserwowano u os6b zdrowych [102]. W badaniaclvitro zauwaono,
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ze aktywacja granulocytbw przez chemoatraktanty (RpILP, C5a in vivo)
wywotuje gwattowny wzrost ekspresji receptora CRilpowierzchni granulocytow
na drodze translokacji presyntetyzowanego \Wueg receptora z przestrzeni
wewngtrzkomorkowych na powierzchyikomorki ,up-regulation” [91,132-134].
Wzrost ekspresji CR1 na neutrofilach u oséb zdrédwychorych na TRU mae
wywotat rowniez interferon (INF)y [102]. Ekspresja G-CR1 zmniejszg gnhacznie
w obecndci enzymow proteolitycznych | nie zostéa zahamowana poprzezycie
inhibitora proteaz serynowych, np. fluorku fenyldagiesulfonu (PMSF) lubal-
antytrypsyny [133]. Powssza obserwacja mie swiadczy o tym, ze obserwowane
obnizenie ekspresji G-CR1 u chorych na TRU amowynika z aktywacji
wewnmgtrznaczyniowych, endogennych proteaz lub zabuxzewvydzielaniu cytokin

przez komorki immunokompetentne.

Z dotychczasowych bafla wynika, ze w TRU, podobnie jak
w immunopatogenezie innych choréb autoimmunologichn giéwry role petng
limfocyty B. Autoreaktywne limfocyty B @ nie tylko prekursorami plazmocytow
i zrodlem nadmiernej ikei produkowanych autoprzeciwciat, ale staje rowniez
komorkami prezentggymi antygeny wiasne [135]. W TRU nggstije przetamanie
tolerancji limfocytow B na wilasne antygeny komorkgwcytoplazmatyczne
I jadrowe. Nieprawidtowy klirens ciat apoptotycznyclz@z makrofagi i ekspozycja
antygenowgdrowych na ich powierzchni skutkuje pozytyywselekcy limfocytow B
w osrodkach germinalnych, reagoych na te antygeny. Te autoreaktywne limfocyty
B przechodz zalezne od limfocytbw T procesy dojrzewania i przekszaia
w diugazyjace plazmocyty [88]. Limfocyty B w TRU magwvptywat na odpowied
komorkowg poprzez bezpwmedng interakcg z komorkami pamici T oraz regulae;
rozwoju komorek dendrytycznych. Produkujone rownie szereg cytokin
prozapalnych, m. in. IL-6 i INk; a take cytokin immunoregulatorowych, m. in.
IL-10. Zwigkszona liczba plazmocytéw i olieinie liczby limfocytow B jest
korelowane z aktywnym klinicznie TRU [83,136]. Naeémma produkcja
autoprzeciwciat, zwtaszcza przeciwciat p-dsDNA \adié 1gG, sprzyja formowaniu
Kl. Dochodzi do przetadowania zdokodb oczyszczajcych uktadu siateczkowo-
srodbtonkowego. Kl aktywuj komorki dendrytyczne (poprzez receptory Toll-like
TLR-9), ktére § odpowiedzialne za produkcgytokin prozapalnych, m. in. INE-

Powoduje to nasilenie odpowiedzi humoralnej i piagiuautoprzeciwciat [88]. KI
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odkladaj sie w naradach i wtérnie aktywuj UD, co lezy u podidza uszkodzenia
tkanek w TRU [137].

Obnizenie ekspresji CR1 na limfocytach B bylo obserwosvavczéniej
u chorych na TRU [99,100] i reumatoidalne zapalesiawow (RZS) [138].
Marquart i wsp. wykazali zwzek pom¢dzy obnzeniem E-CR1 i zmniejszeniem
liczby B-CR1 u chorych na TRU [99]. W 2008 rokudka wsp. ocenili ekspres;j
B-CR1 na ra@nych subpopulacjach limfocytéw B u pacjentéw z TRA)ykazali oni
zwickszony ekspresj tego receptora na limfocytach B pagii w porownaniu
z naiwnymi limfocytami B w grupie kontrolnej, nataast zjawisko ,up-regulation”
bylo wyraznie zaburzone u pacjentow z TRU. Redukcja ekspr&siCR1
na komoérkach B pangati byta bardziej widoczna u chorych z aktywnym TRU
w poréwnaniu do chorych w nieaktywnej fazie chorobyedtug powyszych
autorow, obnienie B-CR1 na komérkach pagni w znacznym stopniu przyczynia
sic do nieprawidiowej odpowiedzi tej subpopulacji i wigra silny wplyw
na nieprawidiowe rénicowanie w kierunku produkagych przeciwciata
plazmocytow [139]. Badania na szczepie mysim |prifpzbawionym genetycznie
CR1/CR2 ,wykazalyze CR1 i CR2 odgrywa istotna gol utrzymaniu tolerancji
wlasnej przez anergiczne, autoreaktywne limfocyty Miedobor CR1 i CR2
zwicksza ryzyko autoagresji [140]. Zjawisko ,down-regfidn” receptora B-CR1
moze sprzyjg rozwojowi autoagresji, ale niekoniecznie wphgwaa cezkosé

zachorowania [ 138,141].

Aktywacja limfocytbw B zaley od réwnowagi pomidzy sygnatami
stymulugcymi i hamugcymi, modulugcymi sygnaty BCR. B-CR1 wydaje¢sby¢
receptorem hamagym [59,135], a jego niedobér m® sprzyjé rozwojowi
proceséw autoimmunologicznych [138]. Poprzednieab#ad wykazaty,ze B-CR1
bierze udziat w regulacji proliferacji limfocytow ,Bvykazujc raczej aktywnge
hamupca. Zwickszone zdolngi proliferacyjne limfocytow B z obuong ekspresgj
B-CR1 byly obserwowane m. in. u chorych na RZS 188]. Jozsi i wsp.
zaobserwowali, ze wycie zmodyfikowane] cgteczki C3, ndadujgcej
multimeryczny C3b idczacej sk silnie i zalenie od dawki z CR1 hamuje zate
od anty-IgM proliferagj limfocytow B [59,137]. Hamujce limfocyty B wigciwosci
B-CR1 zostaly réwnie wykorzystane w selektywnej supresji autoreaktyvmyc
limfocytow B u pacjentow z TRU. Voynova i wsp. stagli molekularrg chimee
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ztozong z peptydu przypominagego ds-DNA, paiczonego ze specyficznym
monoklonalnym przeciwciatem przeciwko ludzkiemu CRZXycie tej molekuty,
krzyzowo i specyficzniedczacej st z B-CR1 i powierzchniow immunoglobulin
na powierzchni limfocytéw B, produkagych przeciwciata przeciwko ds-DNA,
spowodowato znaczny spadek liczby tych komorek [1B5zeciwciata skierowane
przeciwko CR1 byly ja wykorzystane w leczeniu chorych na TRU. Iking-Kidne
I wsp. utworzyli sztuczny kompleks (ETI-104) zémy z dsDNA padczonego
Z mysim przeciwcialem monoklonalnym skierowanym egiwko CRI1.
Zastosowanie tego kompleksu u chorych na TRU ptojerwywotato znaczny
spadek przeciwciat p-dsDNA w klasie IgG. Autorzyntaca mechanizm dziatania
ETI-104 tworzeniem kompleksow zgacym IgG p-dsDNA i 4czeniem z E-CR1.
Utatwia to oczyszczanie surowicy zgkgcych przeciwciat i usuwanie ich watvobie

i sledzionie, a przez to minimalizuje ryzyko uszkodaekanek i narzdéw [142].

Mechanizm odpowiedzialny za redukcjekspresji B-CR1 i G-CR1
u chorych na TZN nie jest do kca jasny. Wyniki bada wiasnych wskazyj
ze niska ekspresja B-CR1 i G-CR1 nieg#d st z czstszym wysfpowaniem
ktdregd z genotypdw polimorfizmuHindlll CR1 w grupie TZN w poréwnaniu
z grum kontrolg. Nasuwa s jednak pytanie, czy niewielka liczba o0séb
z genotypem LL w grupie TZN (dwoch pacjentow nacB6rych) i brak wysipienia
genotypu LL w grupie aTZN, nie miato wptywu seedni wynik B-CR1 i G-CR1
u tych chorych? Odpowiednie modele regresji logatnej potwierdzity jednak brak
statystycznie istotnej zaleosci pomidzy polimorfizmem rs11118133 a ekspges;j
B-CR1 i G-CR1 w tej grupie. Nie wyklucza to jedngknetycznych przyczyn
obnizenia ekspresji CR1 na powierzchni komorek. U chionya TRU obserwowano
obnizong transkrypcg genu CR1 w leukocytach, ktora korelowata ujemnie
ze stzeniem kazacych Kl i stzeniem przeciwcial p-ds-DNA oraz dodatnio
ze stzeniem C3 w surowicy i ekspr@sER1 na powierzchni leukocytow [101,143].
Zjawisko ,down-regulation” przez nadmierne &o krazacych KIl, kadz
enzymatyczne usuwanie z powierzchni komérek bytavniéz postulowane
w literaturze jako potencjalny mechanizm tlumgmyz nisky ekspresj B-CR1
I G-CR1 u chorych na TRU [48,102,137]. Z drugiejosly zmniejszenie ekspresji
CR1 na komorkachzernych, m. in. G-CR1, mme przyczynid sic do wzrostu

stezenia kgzacych Kl w surowicy [101].
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Za dodatni modulator transkrypcji CR1 w granulacyt u chorych na TRU
uznany zostat INRF- [102]. Jednake wzrost transkrypcji genu dla INF-
w neutrofilach [102] i wzrost stenia INFy w surowicy, obserwowany u chorych
na TRU [144], nie tlumaczy stwierdzanego spadkupedsyi G-CR1 u tych
pacjentow. Z drugiej strony, &race Kl i/lub IL-4 zdaj sie hamowa efekt ,up-
regulation” G-CR1 wywolany przez IN{#+{102].

5.2.3. Wptyw glikokortykosteroidow i czynnika ptci na ekspresg CR1

na leukocytach krwi

Wplyw na ekspregjCR1 na komérkach krwi nie mie takze stosowane
leczenie. Wyniki bada wkasnych wykazaly statystycznie istotniezsm ekspresj
M-CR1 u chorych na PKZN i TZN leczonych GKS. Podplobserwagj poczynit
Torsteinsdottir i wsp. w badaniu na chorych na R¥Etoku 4-6 tygodniowego
leczenia niskimi dawkami prednizolonu wykazalism ekspregj M-CR1 u chorych
leczonych GKS w porownaniu do wynikow przedygdeniem leczenia. Co waej,
zastosowanie metyraponu, substancji, ktéra hamujee® endogennego kortyzolu
poprzez hamowanie aktyw§m 113-hydroksylazy, wywotato wzrost liczby M-CR1
u chorych na RZS [145]. Poprzednie badania wykazayGKS mog hamowa
transkrypag wielu cytokin, np. IL-1, TNFe czy IL-6 [145]. Glikokortykosteroidy,
taczac sk ze swoimi receptorami w cytoplazmie przekragagro, gdzie nagpnie
mog wiaza sie wybiorczo z miejscami regulacyjnymi DNA [146]. yim
potencjalnym  mechanizmem jest hamowanie  aktyeino czynnikéw
transkrypcyjnych, m. in. AP-1 (activator protein-Rtorych podczenie z GKS
uniemaliwia przekroczenie granicyaglra komoérkowego [147]. W badaniach
witasnych nie wykazano wpltywu GKS na ekspse§-CR1, B-CR1 i G-CR1
u chorych na PKZN i TZN. Brak wptywu prednizolona ticzke G-CR1 u os6b

zdrowych byt obserwowany juvczeniej przez innych autoréw [148].

W badaniach wtasnych nie wykazano statystycznietrigth ré&nic
w ekspresji G-CR1, M-CR1 i B-CR1 guizy kobietami i mzczyznami w grupach K,
PKZN i TZN, chocia zaobserwowano tendencjdo wyszej liczby CR1
na badanych leukocytach u kobiet w poréwnaniu gacayzn, zarbwno w grupie K,
jak i w TZN. Ta tendencja byta na granicy istaitiostatystycznej dla ekspresji

M-CR1 midzy zdrowymi osobami tdej pici, co potwierdzit réwnie model
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regresji wielorakiej wskazgg na pté meska, jako ujemny predyktor dla ekspresji
M-CR1 i B-CR1 w grupie K.

Pte¢ maze mi€ wplyw na wys¢powanie wielu choréb
autoimmunologicznych, m. in. RZS, czy TRU, ktoreswpuja znacznie cgciej
u kobiet. Mae mi& to zwigzek z moduluyjcym wptywem hormonow piciowych,
np. estrogendéw na uktad immunologiczny [149,150kckBnizm immunosupres;ji
wywotany przez estrogeny nie jest donka jasny. W zwiercym modelu RZS
(zapalenie stawéw indukowane kolagenem-CIA) leczesstrogenami powoduje
zahamowanie rozwoju choroby, co wydaje msiie¢ zwigzek z wptywem estrogenow
na odpowied limfocytow B [151]. Niedobor CR1/CR2 u myszy planskiej czyni
je bardziej podatnymi na CIA. Tego zjawiska nie evbslje s¢ u osobnikéw
meskich [141]. Owarektomia u myszy picienskiej redukuje ekspresjCR1
na limfocytach B i nasila podatétona CIA. CR1 ma hamagy wptyw na rozwoj
zapalenia stawOw u myszy pleegnskiej, co jest przypisywane dziataniu estrogenow
[141]. Badania Nilssona i wsp. wykazakg w odré@nieniu od mgzczyzn, ekspresja
B-CR1 maleje u kobiet z wiekiem [141]. M® mi&€ to zwigzek ze spadkiem
stezenia estrogendw. Wyniki tych obserwacji mogskazywa na estogeny jako
czynnik utrzymujcy u kobiet wysze s¢zenie CR1 na powierzchni leukocytéw,
a zwlaszcza limfocytéw B, co sugerowatoby icheroichronm. Nie wyjania to
jednak mechanizmu ¢gtszego wyspowania TRU u kobiet.

5.3. Analiza stzenia sCR1 w surowicy zdrowych i chorych na PKZN i ZN

SCR1 w surowicy u 0séb zdrowych wykrywana juczeniej [47]. Wyzsze
stezenia sCR1 obserwowano w chorobach nowotworowyclowfge krwi),
chorobach zapalnych, w schytkowej niewydaktionerek (chorzy dializowani)

I marskaci watroby o r@nej etiologii. W dwoch ostatnich grupach autorzy
powyzszych bada odnotowywali spadek sCR1 po transplantacji #g@duz
odpowiednio nerki lub wtroby [46]. W badaniach wiasnych obserwowano wzrost
stezenia SCR1 w surowicy chorych z aktywnym TZN w stdgudo oséb zdrowych

i chorych na PKZN. Stenie sCR1 bylo statystycznie istotnie aye u chorych
na aTZN w poréwnaniu z pacjentami z nieaktywnym Tatisz korelowato dodatnio

z punktacy w skali SLEDAI-2K, oceniajcej aktywnd¢ TRU. Wykazano rownie
ujemmny korelacg sCR1 ze stzeniem C3 i C4 w surowicy chorych na TZN. Takiej
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korelacji nie obserwowano w grupie kontrolnej i AKZsCR1 wykrywany
w surowicy zachowuje miejsca axiania C3b i zdoln@& wigzania Kl [16,47].
W zwigzku z tym nasuwa sipytanie, czy wzrost SCR1 u chorych na TZN jest
reakcp obronm, ktéra ma hamowaprzed nadmiern aktywacy UD? Rola UD
w rozwoju TZN jest ztaona, ale jego nadmierna aktywacja w sposéb beegoi
przyczynia s} do uszkodzenia tkanek i naddw. Wzrost stzenia SCR1 w surowicy
maoze w sposéb niespecyficzny wzrasia aktywnej fazie TRU, jako czuty marker
zapalny. Trudno w tej chwili odpowiedZiea pytanie, czy sCR1 me stanowd
marker aktywnéci TRU, a w szczegolrioi TZN. Wzrost sgzenia SCR1 w surowicy
chorych na TRU obserwowali inni autorzy, jeda@kodnotowane tdnice medzy
chorymi i grup kontrolmg byty nieistotne statystycznie. Na wynik mogt wpdgn
brak uwzgédnienia czynnika aktywrgi TRU. Badania wtasne wykazatse wzrost
stezenia sCR1 w surowicy obserwowany jest tylko w geupacjentow w fazie
aktywnej choroby. Obserwacji tej nie potwierdzilad®ual i wsp., ktorzy nie
odnotowali rg@nicy w stzeniu sCR1 midzy grup chorych z aktywnym TRU
a grum zdrowych osob [46].

Aby oceng, czy sCR1 mee by markerem aktywriei TRU, naleatoby
ocent wieksz grupe badanych. Interesagym bytoby réwnie poréwnanie chorych
na TRU z zajciem nerek w toku procesu chorobowego z chorymiroegwinicte]
nefropatii toczniowej. Utatwito by to odpowigdna kolejne pytanie, czy wzrost
sCR1 mae by traktowany jako wskanik uszkodzenia nerek w przebiegu nefropatii
toczniowej. Wstpne badania wykazatye stzenie SCR1 nie koreluje z klirensem
kreatyniny, stzeniem kreatyniny w surowicy i biatkomoczem u baddnghorych
z zagciem nerek, i jest zdecydowaniezsze u chorych na PKZN w poréwnaniu

do grupy aTZN.

Z danych z pimiennictwa wynika,ze stzenie sCR1 koreluje z licab
E-CR1 [46]. W badaniach wtasnych nie zaobserwowjaadmak korelacji nidzy
stezeniem sCR1 a eksprgsgE-CR1, G-CR1, M-CR-1 i B-CR1, zaréwno w grupie
TZN, jak i grupach K i PKZN. Badania in vitro wyka#a, ze zrédiem sCR1
w surowicy § prawdopodobnie leukocyty, a nie erytrocywiadczytoby o tym
chociaby wykrywanie obecri@i sCR1 w supernatantach z hodowli monocytow,
limfocytow i neutrofili. W badaniach na myszachcaaonych cézkim mieszanym
niedoborem odporrai, ktorym wstrzykngto ludzkie leukocyty, stwierdzono
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w surowicy ludzki sCR1. PoniewasCR1 nie wykryto w surowicy osobnikdw
bez ludzkich leukocytéw, me to stanowd kolejny dowodd na toze zrédiem sCR1
s3 leukocyty [46]. Dua cz$¢ SCR1 u chorych z TRU jest prawdopodobniesgzana

z Kl, w sktad ktorych wchodgz C3b/C4b [152]. Mee mi& to na celu usuwanie
nadmiernej iléci krazacych Kl w aktywnym TRU. Nie dziwi wic fakt ujemnej
korelacji medzy stzeniem sCR1 a ateniem C3 i C4 w surowicy. Stenie KI
w surowicy koreluje z aktywricia TRU [153]. Wysokie stzenie kgzacych Ki
wigze st ze zwekszorny aktywnacig UD i zuzyciem sktadnikow C3 i C4. Im wce]

Kl zwigzanych z C3 i C4, przy np. niewydolnym ukfadzietexgytarnym, tym
wigksze zapotrzebowanie na sCR1 w surowicy celem aehralizacji. Nasuwa si
wniosek, ze TP-10 mae stanowi potencjalnysrodek terapeutyczny dla chorych
na TRU, zwlaszcza z zmjiem nerek. Pozytywne efekty terapii przy pomocyr&C
uzyskano ju w eksperymentalnym KZN u szczuréw. Zastosowanie tdeapii
wywotato redukeo biatkomoczu zaréwno w rozplemowych, jak i nier@pbwych
postaciach KZN [44].
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5. PODSUMOWANIE

1. Wsréd badanych chorych na pierwotne i toczniowe KZBzau 0s6b z grupy
kontrolnej najczsciej stwierdzano wygpowanie genotypu HH polimorfizmu
rs11118133, a najrzadziej genotypu LL, bez istchingtatystycznie taic

migdzy grupami.

2. Najwyzsza ekspresj CR1 na leukocytach krwi obserwowano u o0séb
z genotypem LL, a najmniejgszu osob z genotypem HH. Nie wykazano

réznicy w ekspresji E-CR1 radlzy poszczegolnymi genotypami.

3. Obserwowano istotnie statystyczniezsm i niezaleng od genotypu
ekspresj CR1 na limfocytach B u chorych na toczniowe KZNp@réwnaniu

z grup kontrolmg, jak i chorych na pierwotne KZN.

4. Najwyzsze sgzenia SCR1 stwierdzono u chorych na aktywne toczeiow
KZN. U chorych na pierwotne i toczniowe KZN wggbwanie genotypu HL
wigzato s¢ z nizszymi stzeniami SCR1, czego nie obserwowano w grupie

kontrolnej.

5. U chorych na toczniowe KZN wykazano istotne statymtie korelacje
pomidzy stzeniem sCR1 a steniami C3 i C4 w surowicy oraz pogdzy
stezeniem sCR1 a skpaSLEDAI-2K.

6. U chorych na pierwotne KZN i toczniowe KZN leczemgikokortykoidami
moze mi€ wptyw na zmniejszenie ekspresji M-CR1 i ziigzenie stzenia

sCR1 w surowicy.
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7. WNIOSKI

1. Polimorfizmu rs1111813&0ze wplywa& na ekspregj CR1 na leukocytach
krwi i stezenie SCR1 w surowicy osob zdrowych i chorych, agewykazuje

zwigzku z zapadalrigia na pierwotne i toczniowe KZN.

2. Nizsza ekspresja CR1 na limfocytach B i granulocytachorych
na toczniowe KZN mize wskazywd, ze niedobdr tego receptora

predysponuje do rozwoju tocznia rumieniowatego diweego.

3. Wysokie sgzenie sCR1 wraz z uzyskanymi korelacjamietdzy sCR1
a stzeniami skiadnikdw dopetniacza C3 i C4 oraz sk&8LEDAI-2K
u chorych na toczniowe KZN wydgjsic wskazywa na sCR1 jako
potencjalny marker aktywroi tocznia rumieniowatego uktadowego.
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11. Streszczenie

Analiza ekspresji receptora CR1 na komorkach krwi torych

na pierwotne i wtérne kigbuszkowe zapalenia nerek (KZN)

CR1, (CD35, C3bR), btonowy receptor dla sktadnikd@3b/Cab
dopetniacza wyspuje na wgkszasci komorek krwi, m. in. na erytrocytach (E-CR1),
granulocytach (G-CR1), monocytach (M-CR1) i Ilimfeash B (B-CR1),
a w kkbuszku nerkowym na podocytach. Ponad 90%a3gkego CR1 jest zwrane
z erytrocytami. CR1 zbudowany jest z pojedynczem@ucha glikoproteinowego
skltadajcego s¢ z czsci zewnytrzkomorkowej, przezbtonowej i cytoplazmatycznej.
W surowicy i w moczu wykrywana jest rozpuszczalmanfa CR1 (sCR1),
pozbawiona ogci przezbtonowej i cytoplazmatycznefrodiem sCR1 mag by¢
erytrocyty i leukocyty. CR1 petni wiele funkcji. Beluje kaska¢ aktywacji uktadu
dopetniacza (UD) poprzez hamowanie konwertazy @bi Dziata réwnie jako
kofaktor czynnika I. Peini wang role w usuwaniu kompleksow immunologicznych
(KI). Utatwia fagocytoz Kl optaszczonych sktadnikami dopetniacza przez ékin
zerne (G-CR1 i M-CR1). E-CR1 stanowi gtéwny mechanizansportowy dla Ki,
ktore, zwhgzane z C3b i C4b, transportowang za pomog E-CR1 do wtroby
i $ledziony i dalej metabolizowane przez komoudarne. B-CR1 bierze udziat
w regulacji proliferacji limfocytow B i modulacji dpowiedzi limfocytow B
na bodce antygenowe.

Liczba E-CR1 mge r&ni¢ sie 10-krotnie u poszczegoélnych osoéb.
Poprzednie badania sugerowatg,ekspresja E-CRL1 jest genetycznie uwarunkowana
I koreluje z wysgpowaniem dwoch alleli: allelu H (high expressionyigzanego
z wysoky ekspregj E-CR1 i allelu L (low expression) odpowiaglzggo niskiej
ekspresji E-CR1. Za zjawisko to odpowiedzialny nyé polimorfizm rs11118133
Zwigzany z pojedynegwymiarg adeniny na tymigw obrkbie intronu 27 genu CR1.
Dwa autosomalne kodomiryge allele mog da trzy warianty genotypow: dwie
homozygoty HH i LL, korespondage odpowiednio z wysaki niskg ekspresja
E-CR1 oraz heterozygota HL zyana z ekspregspasredni.

Niektére badania wykazaly olimoing ekspresy CR1 na erytrocytach,
leukocytach i podocytach u chorych na taczemieniowaty uktadowy (TRU),

CO Wwigzano z rozwojem choroby. Dotychczasowe badania wgasnity,
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czy obnzenie ekspresji E-CR1 jest uwarunkowane genetyczraieter jest nabyte.
Pojedyncze doniesienia wskagupa czstsze wysfpowanie alellu L u chorych
na TRU. Do tej pory nie przeprowadzono jednak bhaddore oceniatyby wptyw
polimorfizmu rs11118138a ekspregjCR1 na leukocytach u chorych na TRU.

Celem podjtych badé byta ocena agstasci wystpowania poszczegolnych
genotypdéw polimorfizmu rs11118133, §lwmowa ocena i pordwnanie ekspresji CR1
na komorkach krwi oraz gtenia sCR1 w surowicy 0sOb zdrowych i chorych
na pierwotne i toczniowe KZN. Materiat do badstanowita krew obwodowa 291
0sOb (174 kobiety), w tym: 150 chorych (68 kobiag pierwotne kibuszkowe
zapalenie nerek (PKZN) wwieku 35 (18-74) lat, 66 chorych (57 kobiet)
na toczniowe zapalenie nerek (TZN) w wieku 32 (B3-lat oraz 75 zdrowych
ochotnikéw (49 kobiet) wvieku 38 (21-58) lat stiycych jako grupa kontrolna (K).
Rozpoznanie pierwotnego i toczniowego KZN popartgo bwynikiem badania
histopatologicznego i immunopatologicznego bioptatrki. Szesnastu chorych
bez biopsji nerki w grupie TZN spetniatlo kryteridiniczne i biochemiczne
wyktadnikbw uszkodzenia nerek. Do oklenia aktywnéci TRU uwzyto skali
SLEDAI-2K (Systemic Lupus Erythematosus Disease ivitgt Index 2000).
Trzydziestu trzech chorych na TZN byto w aktywregji€ choroby-aTZN (punktacja
SLEDAI-2K >10, mediana 16), pozostatych 33 pacjentow z grugi-Tw fazie
nieaktywnej (naTZN) (punktacja SLEDAI-2K<10, mediah).

Ekspresf CR1 na komérkach krwi oceniano za pomocytometrii
przeptywowej z zastosowaniem specyficznych znakg@efarprzeciwciat przeciw
CD35. Do bramkowania poszczegolnych populacji kakowyto znakowanych
przeciwciat przeciw CD14 (monocyty), CD15 (granuyityy, CD19 (limfocyty B)
oraz przeciw CD45 (wszystkie leukocyty). PopulaCR45 ujemna i wykazgga
swiecenie glikoforyny A zostala uznana za erytrocyBkspresja E-CR1 byta
oceniana na dodatkowych, nielizowanych prébkachi.kBane zostaty wyrane
jako srednia intensywn& fluorescencji (MFI, Mean Fluorescence Intensity).
Do oceny polimorfizmu rs11118133 u 0s6b badanyckomgystano technikRFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism). Navony DNA z wyciem metody
PCR i par starterow specyficznych dla intronu 27otrcbie genu CR1 e¢io
z wykorzystaniem enzymu restrykcyjneddindlll. W zalenosci od dtugdci
otrzymanych pzkow po rozdziale elektroforetycznym chorych kwdifwano
do grupy z genotypem HH (1546 i 87 pz), HL (154681, 465 i 87 pz) 40z LL
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(1081, 465 i 87 pz). &tenie sCR1 w surowicy oznaczono metod
immunoenzymatycznC3bR ELISA.

Wyniki bada wykazaly, ze czsta¢ wyskpowania genotypéw HH, HL
i LL nie réznita sk istotnie statystycznie pomdzy grupami K, PKZN i TZN
(p=0,77) i grupami K, PKZN, aTZN, naTZN (p=0,76)ardwno w catej badanegj
populacji (GC), jak i w poszczegdllnych podgrupakh PKZN i TZN) najczsciej
wystepowat genotyp HH, najrzadziej LL. Rozktad genotyp@alimorfizmu rs
11118133 spetniat wymogi réownania Hardy'ego-Weigherarowno w grupie K, jak
I chorych na PKZN i TZN. W catej badanej grupie (GG8soby z genotypem LL
wykazywaly najwiksz ekspregj G-CR1, M-CR1 i B-CR1 w poréwnaniu do grupy
0s6b z genotypem HH. Roice te byly statystycznie znamienne pedaly grupami
HH i LL (dla G-CR1 p<0,01, natomiast dla M-CR1 i@R1 p<0,05). Grupa osob
z genotypem HL wykazywata peedng ekspresj G-CR1, M-CR1 i B-CR1
w porownaniu do grupy HH i LL (bez #dic istotnych statystycznie). Nie
stwierdzono natomiast #0ic w ekspresji CR1 na erytrocytach peday
wspomnianymi grupami. U chorych na PKZN statystyezmnamienne rice
w ekspresji CR1 pomadzy grum HH i LL stwierdzono na granulocytach (p<0,05)
i limfocytach B (p<0,05). Rinice te byly rownie widoczne na monocytach, ale nie
byly istotne statystycznie. W tej grupie choryclodpbnie jak w GC, najwgz
ekspresj CR1 wykazywaty leukocyty u oséb z genotypem LLg$rpdnig z HL,
a najmniejsz z HH. Nie stwierdzono natomiast istotnyclimic w ekspresji G-CR1,
M-CR1 i B-CR1 pomgdzy osobami z nymi genotypami w K i TZN. W grupie K
mozna jednak bylo zauwsc tendenci do wyzszej ekspresji G-CR1, M-CR1
i B-CR1 u o0sOb z genotypem LL. Podobnie, w grupigNT genotyp LL
predysponowat do wgzej ekspresji G-CR1 i M-CR1. Nie odnotowananié
pomicdzy ekspregj E-CR1 u 0sOb z ihymi genotypami w olgbie badanych
podgrup.

Poréwnanigredniej ekspresji CR1 na komérkach krwi w grupachiPKZN
I TZN niezalenie od genotypu wykazatoaszy ekspregj G-CR1 i B-CR1 u chorych
na TZN w stosunku do grupy kontrolnej (odpowiedmug0,05 i p<0,001). Ekspresja
B-CR1 u chorych na TZN byta réwnidstotnie nisza w stosunku do wynikow
otrzymanych w grupie PKZN (p<0,01). Obenie B-CR1 pozostawato nadal
statystycznie istotnie mze pomgdzy grup z aktywnym TZN (aTZN) i K (p<0,01)
oraz grug z nieaktywnym TZN (naTZN) i K (p<0,05). Nie stwikono jednak
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roznic pomedzy ekspregj B-CR1 w aTZN i naTZN. Nie wykryto feistotnych

statystycznie rinic w ekspresji M-CR1 i E-CR1 poguzy badanymi grupami.
Poréwnanie ekspresji CR1 na komorkach krwi kobiehezczyzn, bez wzghdu

na posiadany genotyp, nie wykazato istotnych statysie r@nic w ekspresji
G-CR1, M-CR1, B-CR1 i E-CR1 pogdzy badanymi podgrupami.

Poréwnanie stzen sCR1 w surowicy osOb badanych wykazalozsae
stezenia w grupie chorych na TZN. Qgrety one jednak statystycznistotna¢
przy podziale grupy na aTZN i naTZN. Zaobserwowamdwczas znamiennie
wyzsze sgzenia SCR1 w grupie aTZN w poréwnaniu z naTZN (P50, PKZN
(p<0,01) i K (p<0,01). W calej badanej grupie, pettmej na HH, HL i LL,
najnzsze s¢zenia SCR1 wykazano u osob z genotypem HL i statysig istotn
roznicg wzgledem grupy HH (p<0,01). &tenie sCR1 w grupie LL wykazywato
posrednie wartéci, bez statystycznie istotnychzric w poréwnaniu z grup HH
I HL. Przy uwzgtdnieniu podziatlu na K, PKZN i TZN, znamienne statgsnie
obnizenie s¢zenia SCR1 u 0s6b z genotypem HL obserwowane biio ty PKZN
(p<0,01) w porownaniu z osobami z genotypem HH. Niwierdzono rénic
w stzeniu SCR1 u oséb z idymi genotypami w K i TZN, jednalk
zaobserwowano tendenajo wyzszych s¢zenh SCR1 u 0s6b z grupy K z genotypem
HL, w poroéwnaniu z HH i LL.

Nie stwierdzono statystycznie istotnych korelagimgedzy stzeniem sCR1
w surowicy a ekspresjG-CR1, M-CR1, B-CR1 i E-CR1 w badanych podgrupach.
Nie wykazano rownie znamiennych korelacji pomtdzy stzeniem sCR1
a stzeniami sktadnikébw C3 i C4 dopetniacza w surowicypmgich na PKZN i oséb
z grupy K. Wykazano natomiast istotne statystycarn@mne korelacje powrtlzy
stezeniem sCR1 a ateniem C3 (r=-0,269, p<0,05) i C4 (r=-0,319, p<0,001
w surowicy chorych na TZN. U chorych na TZNezs&nie sCR1 korelowato e
istotnie z punktagjw skali SLEDAI-2K (r=0,2579, p<0,05). Nie wykazakorelacji
pomicdzy stzeniem sCR1 a steniem przeciwciat przeciw dsDNA w grupie TZN
oraz medzy sCR1 a steniem kreatyniny w surowicy i wiellkoig filtracji
kicbuszkowej w grupie TZN i PKZN. Nie stwierdzonoz téstotnych korelacji
pomidzy stzeniami C3 i C4 w surowicy a eksprgsj>-CR1, M-CR1, B-CR1
i E-CR1 w badanych grupach.

U chorych na PKZN leczonych glikokortykosteroidamaobserwowano

istotnie statystycznie mz ekspregj M-CR1 (p<0,05) oraz tendercflo wyzszego
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stezenia sSCR1 w surowicy (wynik nieistotny statysty@&nw poréwnaniu z grup
chorych nieleczonych.

Wyniki przeprowadzonych badapozwalaj na stwierdzenieze czstas¢
wystepowania poszczegolnych genotypdw, wyndkgch 2z polimorfizmu
rs11118133 genu CR1 w @bire intronu 27, jest u chorych na toczniowe i pietmwe
KZN zblizona do obserwowanej w grupie kontrolnej. Polimenfizen ma wptyw
na ekspregj CR1 na leukocytach krwi i gtenie SCR1 w surowicy oséb zdrowych
i chorych, ale nie wykazuje zwiku z rozwojem PKZN i TZN. Nisza ekspresja
CR1 na limfocytach B i granulocytach chorych na TZhoze wskazywa,
ze niedobor tego receptora predysponuje do rozwdN. Wysokie s¢zenia sCR1
wraz z uzyskanymi korelacjami atizy sCR1 a steniami sktadnikow dopetniacza
C3 i C4 oraz skalSLEDAI-2K u chorych na TZN wydajsic wskazyw& na sCR1
jako potencjalny marker aktywia TRU.
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12. Summary

The analysis of CR1 expression on blood cells in fy@nts with primary

and secondary glomerulonephritis (PGN)

CR1 (CD35, C3bR), a membrane receptor for C3b/Cémptement
components, is differentially expressed on mostpefipheral blood cells like
erythrocytes (E-CR1), granulocytes (G-CR1), mones){M-CR1), B-lymphocytes
(B-CR1) and in the glomerulus, on podocytes. Ab@dfo of the total circulating
CR1 is bound to the erythrocytes. It is a singlaictglycoprotein consisting of the
extracellular, transmembrane and cytoplasmic dosnaBoluble form of CR1
(sCR1), lacking the transmembrane and cytoplasoneains, is present in the serum
and in the urine (UCR1). The source of SCR1 arbabtly erythrocytes and blood
leukocytes. CR1 serves many regulatory functiohsiegjulates the complement
cascade activation by preventing formation of dtadsand alternative pathway
convertases and by acting as a cofactor for fdctbmplays an important role in the
removal of ICs coated with C3b/C4b by phagocytethan process of phagocytosis
(G-CR1 and M-CR1). E-CR1 acts as a main vehicle dearance of ICs. ICs
opsonized with C3b/C4b and bound to E-CR1 are pranad to the liver and spleen
and metabolized there by phagocytes. B-CR1 reguldbe B-cell tolerance
and proliferation.

The level of E-CR1 expression may vary about l@dolbetween
individuals. In previous studies, E-CR1 expressi@as supposed to be genetically
determined and linked to high (H) and low (L) exgwmien alleles identified by
thers11118133 polymorphism corresponding to a singieleotide polymorphism
in the intron 27 with the substitution of adenine thymine. Two autosomal
co-dominant alleles may give three variants of ¢ygpex two homozygotes HH
and LL associated with, respectively, high and l@xpression of E-CR1
and heterozygote HL associated with intermediapgession of E-CRL1.

Some studies showed the decreased expression ofo@Rdrythrocytes,
leukocytes and podocytes in patients with Systehuipus ErythematosutSLE),
what was supposed to be associated with the dewelapof the disease. Intensive
investigations have not yet resolved the probleimit is inherited or acquired

phenomenon. However, some studies have shownymsiirrelation of the L allele
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with SLE. There are no investigations that wouldreh@xamined the influence
of the rs11118133 polymorphism on the level of C&bpression on leukocytes
in patients with SLE.

The aim of of our study was the analysis of theuiency of the rs11118133
polymorphism and comparison of the CR1 expressiom lolood cells
and concentration of SCR1 in serum of healthy imldigls and patients with primary
glomerulonephritides (PGN) and lupus nephritis (LN)

The whole blood samples were obtained from 29 iddals (174 women):
150 patients with PGN (68 women) aged 35 (18-74)3,e66 with LN (57 women)
aged 32 (18-73) years, and 75 healthy volunteer8 {omen) serving
as a control group (C) -aged 38 (21-58) years. Tmegnosis of primary
and secondary GN was based on conventional morgicalo
and immunopathological examinations of renal biopggcimens. Sixteen patients
with SLE were not biopsy-proven. However, they hdwudilled the clinical
or biochemical criteria of renal involvement. Thetiaty of the disease was
determined by using the Systemic Lupus Erythemat@ssease Activity Index 2000
(SLEDAI-2K). Among 66 patients with LN, 33 were attive phase of the disease
(aLN) (SLEDAI score>10, median 16) and remaining 33 in inactive phase
of the disease (inLN) (SLEDAI score <10, median 4).

For the evaluation of the CR1 expression on blagls cthe flow cytometry
and specific labeled antibodies against CD35 weesl uThe following combinations
of monoclonal antibodies were used for determimated main subpopulations
of leukocytes: anti-CD14 for monocytes, anti-CDdb granulocytes and anti-CD19
for B-cells. All leukocyte subpopulations were CDgbsitive. Erythrocytes were
determined as CD45 negative and glycophorin A p@sipopulation. Analysis of
E-CR1 were performed on separate not lysed sampa&pression of CD35
molecules was quantified by the determination oam#uorescence intensity (MFI).
For the determination of the rs11118133 polymonphisthe RFLP (restriction
fragment length polymorphism) method was used. i$bkated DNA was amplified
using specific primers for intron 27 in CR1 geneal gpolymerase chain reaction
(PCR), and then digested with thHéindlll restriction enzymeHindlll RFLP
products were electroforesed on a 1.5% agarosargkeindividuals were classified
into HH (two bands at 1546 and 87 bp observed)(fidur bands at 1546, 1081, 465
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and 87 bp observed) or LL group (three bands afi, 1885 and 87 bp observed).
The level of sCR1 in serum was evaluated by C3bRSEL

The frequency of HH, HL and LL genotypes appearadgick not differ
significantly between C, PGN and LN (p=0,77), adlwas between C, PGN, aLN
and inLN (p=0,76). The prevalence of the HH genetypas the highest and LL
genotypewas the lowesin the whole examined group as well as in C, PGHl laN
groups. The distribution pattern of HH and LL gemas fulfilled the Hardy-
Weinberg equilibrium in C, PGN and LN group. Thghest expression of G-CR1,
M-CR1 and B-CR1 was associated with the LL genaqtypleereas the lowest one
with the HH genotype in the whole examined grouperg were statistically
significant differences between HH and LL group @CR1 (p<0,01), M-CR1
(p<0,05) and B-CR1 (p<0,05)he HL genotype determined intermediate CR1
expression in comparison to HH and LL genotype, thet differences were not
statistically sifgnificant. We did not observed atifferences in E-CR1 between HH,
HL and LL groups. In PGN, statistically significadifference in G-CR1 (p<0,05)
and B-CR1 (p<0,05) between HH and LL group werantburhe same tendency was
noticed in M-CR1, however it was not significant.ithih PGN, similarly
to the whole examined group, the highest expres®bnCR1 was revealed
on leukocytes of patients with LL genotype, white intermediate CR1 expression
was associated with HL and the lowest with HH ggpet No differences
in the expression of G-CR1, M-CR1 and B-CR1 betweelividuals with different
genotypes within C and LN group were found. Howetlegre was a tendency to the
highest expression of G-CR1, M-CR1 and B-CR1 inviddials with LL genotype in
C, as well as for G-CR1 and M-CR1 expression inyus patients. No differences
in E-CR1 between participants with HH, HL and LLngégype in C, PGN and LN
were found.

The analysis of the mean CR1 expression on exanbieat cells in C,
PGN and LN independently of the genotype reveatetet G-CR1 and B-CR1
in patients with LN in comparison to C (p<0,05 g%D,001 for G-CR1 and B-CR1
respectively). The B-CR1 expression was signifigaltwer in LN patients, when
compared to PGN group (p<0,01). The decrease inRB-@as clear and still
statistically significant between aLN and C (p<0Q,8% well as between inLN and C
(p<0,05). No differences were observed in B-CRlwbeh aLN and inLN. No
differences in M-CR1 and E-CR1 between individualsC, PGN and LN were
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noticed. Likewise, G-CR1 expression did not aldtedibetween C, PGN, aLN and
iNLN. The comparison of male and female G-CR1, M1CR-CR1 and E-CR1 in C,
PGN and LN independently of genotype did not rewkfiérences between women
and men population.

Increased concentration of serum sCR1 was noticegatients with LN
and it was the highest in aLN. The difference wasitically significant between
aLN and C (p<0,01), aLN and PGN (p<0,01) and betwadeN and inLN (p<0,05).
Within the whole examined group divided into HH, Hing LL subgroups,
the lowest concentration of SCR1 was found in imtligls with the HL genotype.
This finding was statistically lower than observedHH group (p<0,01). sCR1
concentration in LL group revealed intermediateiterowever without statistically
important differences in comparison to HH and Hlougp. A significant decrease
in SCR1 level in PGN patients with HL genotype amparison to patients with HH
genotype (p<0,01) was also observed. No significhahges in SCR1 concentration
were noticed between individuals with different ggmes in C and LN. On the other
hand, the tendency to higher levels of sSCR1 wasrobd in subjects with HL
in comparison to LL and HH genotype in C. This olsaBon was not statistically
significant.

No statistically important correlation between sergCR1 and G-CR1,
M-CR1, B-CR1 and E-CR1 were found in C, PGN and 8Mrum sCR1 also did not
correlate with C3 and C4 serum level in C and P@Mile significant negative
correlation appeared between sCR1 level and C30,@69; p<0,05) and C4
concentration (r=-0,319; p<0,001) in LN. A signé#it correlation was also observed
between sCR1 level and SLEDAI-2K score in LN (r8Y2; p<0,05). However, no
correlations between sCR1 level and anti-dsDNA eatration in LN, as well as
between creatinine serum level and sCR1 in LN aBN Rere found.

In patients with PGN treated with the glucocortitéherapy we observed
statistically significant decrease in the exprassiof M-CR1 (p<0,05)
and the tendency to the increased serum level Bfls@he result not statistically
significant) in comparison to the not treated pase

The results of the studies showed that the frequerficthe rs11118133
polymorphism was the same in patients with PGN,drd C. This polymorphism
may influence the CR1 expression on blood leukacyied serum sCR1 level in

healthy population and patient suffering from PGN &N, however there was no
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correlation between this polymorphism and the dgwelent of the lupus nephritis
and primary glomerulonephritis. Lower B-CR1 and &4Cexpression in LN patients
suggests that the lack of this receptor may doutei to the development of SLE.
Increased expression of serum sCR1 in aLN and letimes obtained between
concentration of SCR1 and C3, sCR1 and C4, asasa«lCR1 and SLEDAI-2K score
in LN indicate that serum sCR1 may be a potenteiker of lupus activity.
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