Wptyw rekombinowanej ludzkiej
erytropoetyny na ukiad
odpornosciowy

The influence of recomhinant human
erythropoietin on the immune system

STRESZCZENIE

Erytropoetyna (EPO) jest hormonem produkowanym przez komoérki Srodmiagzszowe nerki,
ktory dziata na komorki macierzyste erytrocytéw, regulujac ich proliferacje i chroniac
przed apoptoza. Ze wzgledu na budowe upodobniajacq ja do czynnikéw tkankowych
o charakterze cytokin uwaza sig, ze EPO poza wpfywem na ukfad czerwonokrwinkowy
moze tez regulowac prace uktadu odpornosciowego. Przemawiaja za tym wyniki licz-
nych badan przeprowadzonych wsrod chorych na przewlekta chorobe nerek (PChN),
ktérym podaje sig rekombinowang ludzka erytropoetyne (rhEPO) w celu wyréwnania nie-
dokrwistos$ci, ktora jest nieodtagcznym elementem tej choroby. W publikacji oméwiono
zaburzenia funkcjonowania uktadu odpornosciowego z uwzglednieniem réznych rodza-
jow odpowiedzi immunologicznej. Przedstawiono tez wyniki badan dotyczacych pozy-
tywnego wptywu leczenia za pomoca rhEPO u chorych hemodializowanych, ktore wska-
zujq na istnienie wielu mechanizméw poprawy odpowiedzi immunologicznej u tych pa-
cjentow. Artykut ma na celu zwrdci¢ uwage na fakt, ze poprawa funkcjonowania uktadu
odpornosciowego u pacjentow z PChN nie wydaje si¢ byé jedynie efektem korekcji nie-
dokrwisto$ci. Przemawia za tym zmiana ekspresji antygenéw na limfocytach, dzieki
ktorym mozliwe sg ich wzajemne relacje, poprawa proliferacji limfocytéw T oraz zmia-
ny w profilu cytokin u tych chorych. Owe zmiany moga wynika¢ z nasladowania przez
EPO dziatania innych cytokin badz bezposredniego wpiywu na limfocyty i monocyty
poprzez receptor dla EPO lub inne receptory z rodziny receptorow hematopoetyn, kiore
charakteryzujq sie podobng budowg i przekazuja sygnat przez podobny system sygna-
lizacyjny w komorce.
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ABSTRACT

Erythropoietin (EPO) is a hormone produced by the interstitial kidney cells, which acts on
the parent cells of the erythrocytes that regulate their proliferation and protect against apop-
tosis. In the light of their structure, in which they resemble tissue elements of a cytokine
character, it is considered that EPO may, apart from its influence on the red blood cell sys-
tem, regulate the work of the immune system. There is evidence for this in the large amount
of research that has been conducted among chronic kidney disease patients, to whom re-
combinant human erythropoietin (rhEPO) is given in order to correct the anaemia, which is
inherent in their condition. Published work deals with disturbances to the operation of the
immune system because of various types of immunological response. Also published have
been the results of research concerning the favourable effect of treatment using rhEPO to
help patients in haemodialysis, and these indicate the existence of a number of mechani-
sms that improve the immunological response in these patients. The aim of the present ar-
ticle is to draw attention to the fact that improvement in the function of the immune system
in patients with chronic kidney disease does not seem to be solely the result of correction of
anaemia. Evidence for this is a change in the expression of antigens on lymphocytes, which
their mutual interactions, correction of the proliferation of T and B lymphocytes and chan-
ges in the cytokine profiles of these patients. These changes may result from EPQ imitating
the action of other cytokines or from a direct effect on the lymphocytes and monocytes via
EPO receptor or other receptors of the haematopoietin receptor family, which are charac-
terised by a similar structure and which transmit a signal through the similar signalling sys-
tem in the cell.
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rytropoetyna — glikoproteina pro-

dukowana przez komérki §rod-

miazszowe nerki, dziata na komor-
ki macierzyste erytrocytow (tzw. progenito-
ry erytropoezy), regulujac ich proliferacje
ipromujac przezycie w odpowiedzi na niskie
stezenie tlenu [1]. Ze wzgledu na budowe
upodobniajaca ja do czynnikéw tkankowych
o charakterze cytokin uwaza sig, ze erytro-
poetyna (EPO, erytropoietin) poza wplywem
na uktad czerwonokrwinkowy moze tez re-
gulowa¢ prace uktadu odpornosciowego.
Przemawia tez za tym struktura receptora
dla erytropoetyny (EPO-R, erytropoietin re-
ceptor), ktory nalezy do rodziny receptoréw
hematopoetyn i swoja budowa przypomina
receptory dla interleukin (IL, interleukins):

IL-3, IL-5 czy podjednostke  receptora dla
IL-2 réwniez nalezacej do tej rodziny [2].
Wyizolowanie z moczu pacjentéw z nie-
dokrwistoscia ztosliwa EPO przyczynito si¢
poznania struktury hormonu, a nastepnie
sklonowania genu kodujacego go, czego
dokonali Jacobsiwsp. oraz Liniwsp.w 1985
roku [3, 4]. W 2000 roku po raz pierwszy zo-
staly okreslone zasady leczenia niedokrwi-
stoSci za pomoca rekombinowanej ludzkiej
erytropoetyny (thEPO, recombinant human
erytropoietin) u pacjentow z przewlekta cho-
roba nerek (PChN). Choroba ta oraz lecze-
nie pacjentéw polegajace na powtarzanych
hemodializach przyczynia si¢ do rozwoju
niedokrwistoSci wynikajacej z niedoboru
EPO spowodowanego nieadekwatna pro-
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dukcja tego hormonu przez uszkodzona
tkanke nerkowa. Rekombinowana ludzka
erytropoetyna, ktora w poréwnaniu z forma
natywng charakteryzuje si¢ dtuzszym okre-
sem pottrwania oraz zwigkszona aktywno-
Scig biologiczna, przyczynia si¢ do wyréwna-
nia niedokrwistosci, a co za tym idzie — po-
prawy stanu ogd6lnego chorych na PChN.

Leczenie za pomoca rhEPO, obok dzia-
fania bezpoSredniego na uktad czerwonokr-
winkowy, powoduje w organizmie wiele in-
nych zmian, ktére trudno wyttumaczy¢ jedy-
nie korekcja niedokrwistosci. Jednym z po-
zytywnych aspektow stosowania rhEPO jest
poprawa funkcjonowania uktadu odporno-
Sciowego chorych na PChN.

U pacjentéw z PChN przed podaniem
rhEPO obserwuje si¢ zaburzenia w odpowie-
dzi immunologicznej nieswoistej, komodrko-
wej i humoralnej. Zaburzenia w odpowiedzi
nieswoistej zwigzane sa z nadmierna pro-
dukcja cytokin prozapalnych: czynnika mar-
twicy nowotworu « (TNF-a, tumor necrosis
factor a), IL-1 oraz IL-6 [5, 6] (ryc. 1). Uwa-
zZa si¢, ze nadmierna produkcja cytokin jest

Ostabiona producja przeciwciat
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Wzrost liczby komorek
dziatajacych supresyjne
na limfocyty CD4*

Komorki:

CD4" i CD8* — limfocyty T
B — limfocyt B

= sygnat hamujacy

wynikiem stanu zapalnego bedacego rezul-
tatem postepujacej mocznicy, a takze prze-
wlektej stymulacji monocytéw [7]. Monocyty
sa stymulowane przez endotoksyny i nisko-
czasteczkowe fragmenty LPS przechodzace
przez barier¢ krew/btona dializacyjna
w trakcie procesu hemodializy [7].

Kolejne zmiany dotyczace zaburzef
w odpowiedzi immunologicznej sa zwigzane
z funkcjonowaniem limfocytéw T CD4%,
ktére petnia centralna role w uktadzie od-
pornos$ciowym (ryc. 2). Limfocyty T CD4*
aktywowane w trakcie prezentacji antygenu
reguluja odpowiedz limfocytéw T CD8%,
limfocytéw B czy NK (natural killers). U pa-
cjentéw z PChN limfocyty T CD4% charak-
teryzuja si¢ obnizona reakcja przejawiajaca
si¢ migdzy innymi obnizong produkcja IL-2
oraz IFN-y w odpowiedzi na stymulacj¢ mi-
togenowa [8]. U osoby zdrowej limfocyty
CD4* moga réznicowaé sic w komoérki po-
mocnicze typu 1 (Thl, T helper I cells) lub
typu 2 (Th2, T helper 2 cells). Komérki Thl
promuja odpowiedz typu komérkowego,

podczas gdy komoérki Th2 stymuluja limfo-

Ostabiona proliferacja

Spadek produkcji czynnikow
wzrostowych

‘ ']‘IL-1, TNF-c

Nadmierna produkcja cytoklin
prozapalnych

Rycina 1. Zaburzenia funkcjonowania uktadu odpornosciowego u chorych na PChN
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Rycina 2. Prawidiowa reakcja uktadu odpornosciowego w odpowiedzi na antygen

cyty B do produkg;ji przeciwciat. U pacjen-
téw hemodializowanych dominuja komdrki
Th1, ale paradoksalnie linia ta charaktery-
zuje si¢ obnizong produkcja IL-2 oraz IFN-
y (ryc. 1). Uwaza sig, ze jest to rezultat ha-
mujacego dziatania IL-6 produkowanej w
duzej ilosci przez monocyty.

Limfocyty B u pacjentéw z PChN cha-
rakteryzuja si¢ zmniejszona zdolnosScia do
produkcji przeciwcial, czego klinicznym wy-
razem jest ostabiona odpowiedz na szczepie-
nia przeciwko wirusowemu zapaleniu watro-
by typu B [9]. Poniewaz ich funkcjonowanie
zalezy od pobudzenia limfocytéw T CD4+,
defekt w ich reakcjach wydaje si¢ by¢ rezul-
tatem wymienionych wcze$niej zaburzen
tych komorek. Co wigcej, charakteryzuja sie
one obnizona ekspresja antygenu CDS86,
ktéry, wiazac si¢ z limfocytem T poprzez
antygen CD28, przyczynia si¢ do pobudze-
nia produkcji IL-2 [10]. Wydaje sie wigc, ze
moze to by¢ kolejny czynnik wptywajacy na
zaburzenie produkcji IL-2 u hemodializo-
wanych chorych.

Najwiecej danych dotyczacych korzyst-
nego wpltywu rhEPO na uktad odpornoscio-
wy pochodzi z badan prowadzonych wsrod
chorych na PChN, ktérym podaje si¢ lek
celem wyrdwnania niedokrwistoSci. Wyka-
zano, ze podanie thEPO pacjentom hemo-
dializowanym wplywa na stezenie IL.-10 oraz
TNF-a produkowanych przez jednojadrza-
ste komorki krwi obwodowej. Stezenie
TNF-a ulega spadkowi w ciagu pierwszych
tygodni od podania rthEPO i utrzymuje si¢
na obnizonym poziomie przez kolejne mie-
sigce leczenia, podczas gdy stezenie antyza-
palnej IL-10 wzrasta [11]. Spadek stgzenia
TNF-a jest najprawdopodobniej efektem
dziatania IL-10, ktérej rola polega migdzy
innymi na hamowaniu produkcji TNF i IL-1
wydzielanych przez zaktywowane makro-
fagi [12].

Kolejna zmiana u pacjentéw leczonych
rhEPO, przemawiajaca za poprawa funkcjo-
nowania limfocytow T, to wzrost stezenia
IL-2 [13]. Interleukina 2 jest cytoking po-
Sredniczaca w odpowiedzi komorkowe;j
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i nieznany jest mechanizm, w jaki ThEPO
moze pobudzacé jej produkcje. Jedna z hipo-
tez méwi o dziataniu rhEPO na podjednost-
ke f receptora dla IL-2, ktora wraz z EPO-
R nalezy do jednej rodziny receptoréw dla
hematopoetyn i charakteryzuje si¢ obecno-
Scia konserwowanej ewolucyjnie sekwencji
aminokwasowejw domenie cytoplazmatycz-
nej, ktora jest niezbedna dla przekazywania
sygnatu do jadra komorki [14]. Istnieje tez
mozliwo$¢, ze na limfocytach istnieje nieza-
lezny receptor dla EPO, na co moze wskazy-
wac fakt, ze kontakt thEPO z komdrkami
linii limfoidalnych aktywuje czynnik trans-
krypcyjny STATS z rodziny czynnikéw trans-
krypcyjnych STAT (signal transducer and
activator of transcription) i fosforylacje bia-
ek bedacych jego substratami [15].

U pacjentéw leczonych thEPO obserwu-
je sie tez spadek odsetka komorek
CD8*CD152" [16], ktére to w ukladzie od-
pornoSciowym wykazuja dzialanie supresyj-
ne polegajace na hamowaniu aktywacji lim-
focytéw T CD4*. Antygen CD152 rywalizu-
je zantygenem ko-stymulujacym CD28 owia-
zanie z antygenami CD80/CD86 na komor-
kach prezentujacych antygen (APC, antigen
presenting cell) [17]. Antygen CD152, moze
wigzaé czasteczke CD8O0 kilkadziesiat razy
silniej niz antygen CD28, a tym samym zaklo-
ca¢ odpowiedz limfocytéw T na stymulacje
antygenowa badZ mitogenowa [17, 18]. Wy-
daje sig, ze u pacjentéw z PChN krazace we
krwi limfocyty CD8*tCD152% moga by¢ bez-
posrednia przyczyna zmniejszonej stymulacji
limfocytéw T i obnizonej produkcji IL-2, ale
podanie thEPO wywotuje apoptoze (progra-
mowana Smier¢ komorkowa) tychze limfocy-
téw, znoszac ich supresyjne dziatanie [19].
Efekt ten jest odmienny od wplywu wywiera-
nego przez EPO na komérki uktadu czerwo-
nokrwinkowego, gdzie hormon ten chroni
progenitory erytropoezy przed apoptoza
i umozliwia ich dalsze réznicowania [20].

Wyniki kolejnych badan prowadzonych
wsrod hemodializowanych pacjentéw leczo-
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nych rhEPO wskazuja na poprawe zdolno-
Sci proliferacyjnej limfocytéw T w odpowie-
dzi na stymulatory typu konkawalina A
(ConA, concavalin A) czy przeciwciato anty-
CD3 [21]. Wyniki te potwierdzone byly za-
réwno dzigki uzyciu metody izotopowej oce-
niajacej wbudowywanie radioaktywnej tymi-
dyny [22], jak i nowoczesnej metody DCT
(dividing cell tracking) stosujacej znacznik
fluorescencyjny CFSE (carboxyfluorescein
diacetate succinimidyl ester) (obserwacje wta-
sne — praca w druku). Metoda DCT w po-
laczeniu z oznaczeniem fenotypu po-
wierzchniowego pozwolita wykazaé, ze za-
burzenia proliferacyjne limfocytéw T, a kon-
kretnie populacji CD4*CD28%, u pacjen-
téw przed leczeniem za pomoca rhEPO wy-
nikaja z wydtuzonego, w stosunku do oséb
zdrowych oraz leczonych rhEPO, czasu po-
miedzy faza spoczynkowa (G0) a pierwsza
faza cyklu komérkowego (G1). Cecha ta
byla skorelowana z obnizona ekspresja an-
tygenu ko-stymulujacego CD28 oraz antyge-
nu aktywacyjnego CD69 na tych komdrkach
(obserwacje wtasne — praca w druku). Tu
warto zwréci¢ uwage na kolejng zaleznos¢
pomiedzy niska ekspresja CD28 a wysokim
stezeniem TNF-a u pacjentéw przed lecze-
niem za pomoca rthEPO, gdyz udowodnio-
no, ze TNF-a wplywa na poziom antygenu
CD28, hamujac aktywno$¢ promotora dla
genu CD28, czyli dziatajac bezpoSrednio na
mechanizm transkrypcji tego genu [23].

Dalsze obserwacje potwierdzaja réwniez
poprawe w zakresie odpowiedzi humoralne;j
przejawiajacej si¢ lepsza odpowiedzia na
szczepienie przeciwko wirusowemu zapale-
niuwatroby typu B u pacjentéw hemodializo-
wanych leczonych thEPO [24]. Odpowiedz
limfocytéw B rozumiana jako pobudzenie
proliferacji oraz produkcja przeciwcial jest
zalezna od prawidlowego funkcjonowania
limfocytow T oraz odpowiedniego poziomu
IL-10. Wydaje sie wiec, ze thEPO przywra-
ca prawidlowe zaleznoS$ci pomigdzy komor-
kami uktadu odpornosciowego.

Katarzyna A. Lisowska i wsp.
Wpiyw rhEPO na ukiad odpornosciowy

Wydaje sig, ze rhEPQ
przywraca prawidtowe
zaleznosci pomiedzy
komadrkami uktadu
odpornosciowego
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Wyniki powyzszych badan sa dowodem na
to, ze EPO oddzialuje na komorki uktadu od-
pornoSciowego. Nieznany jest jednak mecha-
nizm tego dzialania. Mozna zalozy¢, ze na ko-
morkach uktadu odpornoSciowego jest, po-
dobnie jak na komoérkach linii erytrocytarnej,
obecny receptor dla EPO. Jednak do tej pory
EPO-R zostat wykryty jedynie na granulocy-
tach [25]. Prawdopodobnie dotychczas stoso-
wane metody nie byly wystarczajaco czute badz
receptor pojawia si¢ na limfocytach na skraj-
nie niskim poziomie. Inna mozliwo$¢ to dzia-
fanie EPO na komorki T badZ B poprzez inne
receptory zrodziny receptoréw hematopoetyn
(np. przez podjednostke S receptora dla IL-2),
ktore charakteryzuja si¢ podobna budowa
i przekazuja sygnat przez podobny system sy-
gnalizacyjny w komorce (ryc. 3).

Przypuszczalny schemat funkcjonowania
rhEPO lub EPO w uktadzie odporno§ciowym
zostal przedstawiony na rycinie 4. Podanie
rhEPO wplywa na obnizenie odsetka komo-
rek CD81TCD152%, co powoduje uwolnienie
antygenow CD80/CD86 na APC. Kolejnym
nastepstwem leczenia za pomoca rhEPO jest
wzrost stezenia IL-10 przy jednoczesnym
spadku stezenia TNF-¢, ktéry moze przyczy-
niac si¢ do wzrostu ekspresji antygenu CD28

o prawidlowym poziomie antygenu CD28
moga prawidtowo reagowac na pojawienie
si¢ antygenu, co przejawia si¢ poprawa ich
proliferacji, a takze wzrostem produkcji IL-2.
Wzrost stezenia IL-10 moze by¢ jednym
z czynnikéw stymulujacych limfocyty B do
produkcji przeciwciat. Jest to zatem wiele me-
chanizméw poprawy odpowiedzi immunolo-
gicznej u pacjentéw leczonych thEPO, czego
klinicznym wyrazem jest ogdlne polepszenie
odpowiedzi komoérkowej, humoralnej oraz
nieswoistej u tych chorych. Mozliwe wiec, ze
EPO w uktadzie odpornosciowym nasladuje
dziatanie innych cytokin, tym samym modu-
lujac odpowiedzZ limfocytow T oraz B. Nie
mozna wykluczy¢ jednak takiej mozliwosci,
jaka jest bezpoS§rednie dziatanie EPO po-
przez swoj receptor badzZ tez inne receptory
z rodziny receptoréw hematopoetyn, ktore
charakteryzuja si¢ obecno$cia podobnych
sekwencji odpowiedzialnych za wiazanie li-
ganda oraz przekazuja informacje z po-
wierzchni komorek do jadra komérkowego
miedzy innymi przez czynnik STATS [25].
Konieczne sa wigc dalsze badania, ktére beda
w stanie wyjasni¢, w jaki spos6b EPO badz
rhEPO moze modulowad aktywno$¢ limfocy-
téw oraz stezenie cytokin pro- i antyzapal-

na limfocytach T CD4*. Limfocyty T CD4*  nych.
EPO-R IL-2R
R v
Cze$¢ zewnatrzkomorkowa Reszty cysteiny
e \\‘ —
Cze$¢ przezbfonowa
(Czgs$¢ wewnatrzkomdrkowa
Motyw WSXWS —
Homodimer Heterodimer z podjednostka y

Czynniki biatkowe:

STAT5 — czynnik transkrypcyjny rodziny STAT
AKT — biatkowa kinaza B
PKC — biatkowa kinaza C

/

Aktywacja: STATS

AKT
PKC

Rycina 3. Schemat budowy receptora dla EPO oraz dla IL-2
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