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Wykaz uzywanych skrotow

cDNA —(ang.complementar{pNA) komplementarny DNA uzyskany z matrycy mRNA
przy wyciu odwrotnych transkryptaz oraz polimerazy DNA

CRP — (ang.c-reactive proteipbiatko c—reaktywne

DMP — (ang.diffuse mesangial proliferatigrrozlany rozplem mezangium

DNA — kwas deoksyrybonukleinowy

Epo — erytropoetyna

ESRD - (ang.end stage renal disegskoncowa niewydolné¢ nerek

FSGS- (ang.focal segmental glomerulosclergs@yniskowe segmentowe stwardnienie
ktebuszkow nerkowych

GCS - glikokortykosteroidy

GFR - (ang.glomerular filtration ratg wskanik przegczania k¢bkowego

GUS - sekwencja DNA wizaca dimery STAT

INF-y —interferony

Ig — immunoglobulina

IGF-1- (ang.Insulin-like Growth Factarinsulinopodobny czynnik wzrostu -somatomedyna
paosrednicaca

IL — interleukina

ISKDC - (ang.International Study of Kidney Disease in Childrem¢dzynarodowa grupa
badawcza zajmaga st okreslaniem standarddéw rozpoznawania oraz leczenia thoeéek
u dzieci

IZN — idiopatyczny zespoét nerczycowy

JaK — kinaza Janus

JH — (ang.Janus homology domgihomologiczne domeny kinaz Janus

KIR —jedna z domen biatka SOCS odpowiedzialna zaiicjkikinaz

MCD - (ang.minimal change diseasehoroba zmian minimalnych

MCNS - (ang.minimal change nephrotic syndrojyeespot nerczycowy z obedio zmian
minimalnych

MISS — (ang.membrane—initiated steroid signalingposéb oddziatywania steroidow na

poziomie btony komorkowej



NF-kB — (ang nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of aated B cellsrodzaj
kompleksu biatkowego funkcjomgego jako czynnik transkrypcyjny

NISS - (ang.nuclear—initiated steroid signalingposob oddziatywania steroidéw na
poziomie gdra komdrkowego

NK — (ang.natural killer) komérki naleace do limfocytow odpowiedzialne za zjawisko
naturalnej cytotoksyczroi

ns— (ang.not significanf parametr, ktory nie jest istotny statystycznie

PBS- (ang.phosphate buffered salingbuforowany fosforanami roztwor soli fizjologiagn
bez Cai Mg

PF — (ang.permeability factoy czynnik zwekszapcy przepuszczalré bton komoérkowych
PIAS — (ang.protein inhibitor of activated STATGQrupa biatek hamagych aktywowane
STAT

RNA — kwas rybonukleinowy

SCID - (ang.severe combined immunodeficiencigzki wrodzony zespét niedoboru
odporngci

SDNS- (ang.steroid dependent nephrotic syndrgrateroidozaleny zespot nerczycowy
SH2 - centralna domena biatek SOCS

SOCS- grupa biatek hamagychsciezke transdukcji sygnatu JaK/STAT

SRNS- (ang.steroid resistant nephrotic syndrojreteroidooporny zespo6t nerczycowy
SSNS- (ang.steroid sensitive nephritic syndrojrsteroidowraliwy zespét nerczycowy
TNF — (angtumor necrosis factgrczynnik martwicy nowotworéw

TYK — kinaza tyrozynowa

ZN — zespot nerczycowy



1. Wstep

1.1. Zespdt nerczycowy

Zespot nerczycowy (tac.syndroma nephroticum ang. nephrotic syndrome jest
najczstszym obrazem klinicznym ¢duszkowych zapatenerek u dzieci i stanowi zespét
objawow Klinicznych i biochemicznych spowodowanytiatkomoczem przekraczgym
mozliwosci kompensacyjne ustroju [1].

Zespot nerczycowy (ZN) rozpoznaje sv sytuacji, gdy dobowa utrata biatka przekracza
50 mg/kg lub 40 mg/m?/godz. Hiperproteinurii towgsz obrzki, hipoproteinemia z
hipoalbumineny, hiperlipidemia oraz zaburzenia krzepli&d krwi bedace wynikiem
przedostawaniagido moczu antytrombiny I, a tag biatek C i S [2].

Utrata biatka z moczem, zaréwno selektywna (daigazavyhcznie frakcji albumin osocza)
jak i nieselektywna (dotygza albumin i globulin), po przekroczeniu graniczagjrtaici,
prowadzi do zmniejszenia scienia onkotycznego surowicy oraz wtornych zabfurze
lipidowych w postaci hipercholesterolemii i hipérfynogenemii. Objawem zmniejszonego
cisnienia onkotycznego gsrowniez obrzki i przeseki do jam ciala, bdace efektem
przemieszczaniagptynu wewntrznaczyniowego do przestrzeni zestranaczyniowej i, w

konsekwencji, doprowadzgjego do hipowolemii.

1.1.1. Epidemiologia zespotu nerczycowego

Wystepowanie ZN szacuje gina 2 do 7 nowych zachorowaia 100 000 dzieci na rok.
Znacznie cgsciej wystpuje u chlopcow rii u dziewcat (stosunek 2:1), szczegllnie w
wieku przedszkolnym. Przyczyny zespotu nerczycowegizieci § zdecydowanie inne i

u dorostych [1].

W 90% przypadkow u podia rozpoznania ZN u dzieci Ag¢ pierwotne k¢buszkowe
zapalenia nerek [3].

Do tej grupy zalicza si rbwniez wrodzone postacie zespotu nerczycowego: wrodzony
zespot nerczycowy typu fiskiego, wrodzone rozlane szkliwienie mezangium,zirauk

ogniskowe segmentowe szkliwienielkkow oraz zespot Alporta [4].



Zaledwie w 10% przypadkdéw, ZN u dzieci rozwijg sv nasgpstwie innych jednostek
chorobowych. Nalg do nich udowodnione zakenia bakteryjne Iub wirusowe
(sporadycznie pierwotniakowe), reakcje polekowe,orcha Schoenleina-Henocha,
uszkodzenia kbuszkow w zatruciu metalami¢ekimi, toczer rumieniowaty uktadowy,
zespot Sjoegrena, reumatoidalne zapalenia stawapglenie skorno-méniowe, cukrzyca

czy tez choroba Hodgkina [5].

1.1.2. Etiopatogeneza zespotu nerczycowego

Zespot nerczycowy stanowi wyzwanie zaréowno pod wdgin poznania jego patogenezy
jak i mazliwosci zastosowania efektywnej terapii. Mimo znacznegyfikacji leczenia ZN,
jaka dokonata sina przestrzeni ostatnich 10 lat, wichie zostata wystarczgjo doktadnie
poznana jego patogeneza. Z tegb pewodu znaczny odsetek zespotéw nerczycowych o
nieustalonej etiologii opisuje simianem idiopatycznego zespotu nerczycowego (I2AM).
literaturze przedstawiane diczne hipotezy podejmage prolg wyjasnienia nadmiernej,
patologicznej filtracji zachodzej w kkbuszku nerkowym. Kliniczna odpowizdna
zastosowanie ogolnoustrojowej immunosupresji — wene glikokortykosteroidow,
sugeruje bowiem kluczawrolge uktadu odpornéciowego w rozwoju zmian igcych u
podiaza ZN [5]. Z tego te powodu, za gtdowm przyczyre biatkomoczu w IZN uwza sk
zwickszory przepuszczalrsé btony filtracyjnej kbbuszka nerkowego w nagpstwie
dziatania réanorodnych czynnikbw o charakterze immunologiczny@). [ Naley
zauway¢, ze kady z elementéw twoegrych btor filtracyjng kicbuszka nerkowego nie
zosta& uszkodzony w przebiegu ww. procesu. Nghksiza jednak uwag zwraca si obecnie
na mechanizmy prowagee do uszkodzenia komorek listka trzewnego tor@&akivmana —
podocytow, padczer pomidzy nimi (tzw. btonek filtracyjnych) oraz btony pstawnej.
Uszkodzenia mag dotyczy¥ zaréwno pojedynczych jak i wszystkich elementownigt
filtracyjnej [7]. Jednym z dyskutowanych mechanizmjést utrata ujemnego tadunku btony
filtracyjnej, ktéra to, wg Sewilla i Shorta m® mi& zwigzek z kgzacym polikationem
wigzagcym sk z ujemnie natadowan btorg [8]. Inny mechanizm, prowadey do
zwickszonej filtracji kkbuszka nerkowego, wzatby s¢ z istnieniem hipotetycznej cytokiny
pochodacej z limfocytbw T (ang.permeability factor PF), ktora uszkadzataby bion
podstawn i/lub zmieniata jej tadunek elektryczny. Rola tsftokiny zostata potwierdzona
m.in. w przypadkach nawrotow ZN w nerce przeszaaegji u pacjentOw z pierwotnie
rozpoznanym ogniskowym, segmentowym stwardnienidgbuszkdw nerkowych (ang.

focal segmental glomerlosclerosisSGS) [9].



Badania prowadzone vivo jak i w modelach daviadczalnychin vitro wykazaty, ze
biatkomocz mae by przyczyry wydalania przez nerki géorodnych pro-zapalnych oraz
intensyfikupcych widknienie cytokin, co w dalszej perspektywigze prowadzt do
nasilenia procesu zapalnego (aktywacja szereguwHnminkowego) oraz przebudowy
mikro-architektury nerki [10]. Przewlekly biatkomo@rowadzi zatem do ukonstytuowania
statej sekrecji cytokin, migracji leukocytow do estrzeni moczowej kbuszka lub
przestrzeni srddmigzszowej, co staje si mechanizmem wyzwalkgym pos¢pujaca
dezintegrag kanalikbw nerkowych, zwidknienie przestrzedrédmigzszowej oraz

nieodwracalne stwardnieniegbluszkéw nerkowych [5].

1.1.3.Idiopatyczny zespot nerczycowy

1.1.3.1. Obraz Kliniczny

Najczestsz przyczymn zespotu nerczycowego u dzieci jest idiopatyczrgppenerczycowy,

ktéorego szczyt zachorowa przypada midzy drugim a pjtym rokiem zycia [1].

U wigkszaci pacjentow, IZN poprzedzony jest krotkotrwatymopesem zapalnym
toczzcym st w obrbie gornych/dolnych drég oddechowych lub ukiadu mooeego.
Zastosowanie glikokortykosteroidoéw w terapii IZNzpnosi istots poprave kliniczng oraz
normalizacy parametréw biochemicznych u ponad 90% chorychcdfdd]. U 40% z nich
remisg objawow ZN obserwuje sijuz przed uptywem 2 tygodni leczenia, a u kolejnych
60% po dalszych sgzeiu tygodniach kontynuowania leczenia immunosugregio. T
grupe pacjentow, w ktérej uspienie biatkomoczu obserwujeg¢shajp&niej w okresie 8
tygodni od rozpocgia leczenia steroidami, okdfe sk mianem wraliwych na steroidy
(ang. steroid sensitive-nephrotic syndrom8SNS). Pozostaty odsetek pacjentow z IZN
(okoto 10%), ktory nie odpowiada na wdaomg terapé glikokortykosteroidami okrda si
grups chorych opornych na steroidy (angteroid-resistant nephrotic syndrom8RNS)
[11,12]. Przebieg zespotu nerczycowego, w ktorymabserwuje siremisji klinicznej lub
biochemicznej po podaniu glikokortykosteroidéw allpmprave widoczry wytgcznie
podczas leczenia i uftujgca po jego zaprzestaniu (angteroid-dependent nephrotic
syndrome SDSS), jest najestszym wskazaniem do wykonania biopsji nerki oradjqria
préby modyfikacji leczenia immunosupresyjnego [43,1

Po uzyskaniu pierwszej remisji choroby, u prawiés7pacjentow z rozpoznaniem IZN
obserwuje si wysttpowanie nawrotéw choroby. Niestety, mimo prob isidikacji leczenia

immunosupresyjnego, u potowy z nich wyksztalca zawisko steroidozammosci lub



steroidooporngci. Wiagze sk to z koniecznéria stosowania innych niglikokortykosteroidy

lekéw immunosupresyjnych.

1.1.3.2. Podziat patomorfologiczny

Obecnie wyrania sk trzy odmiany morfologiczne 1ZN, ktoérych wsp@lnechy s3 widoczne

w mikroskopie elektronowym zmiany w aiie komorek nabtonka listka trzewnego torebki
Bowmana [7]. Dotycz one w pierwszym kxlzie wypustek stopowatych podocytow, ktére
mog uleg& sptaszczeniu, fuzji, defregmentacji lub, w najlzéefl zaawansowanych
zmianach, zanikowi. W zataosci od obrazu mikroskopowego bioptatu analizowanego
mikroskopii s$wietlnej oraz elektronowej, opisujegsnastpujace formy histologiczne 1ZN:
zmiany minimalne (angminimal change diseaseMCD), rozlany rozplem komorek
mezangium (andliffuse mesangial proliferatigidDMP) oraz, przytoczony juwyzej, FSGS
[15].

Okreslenie ,zmian minimalnych” (MCD) zostalo wprowadzode kanondéwswiatowego
pismiennictwa w oparciu o faktze do czasu rutynowego zastosowania mikroskopii
elektronowe]j w diagnostyce histologicznej, patolpdmie byli w stanie stwierdzi
jakichkolwiek zmian patologicznych w bioptatach knepbserwowanych wygkznie w
mikroskopii w jasnym polu. Obecnie, najbardziej rethderystycznymi cechami obecnymi w
MCD, ktére @ stwierdzane w mikroskopii elektronowej, jest raxmmony zanik
pojedynczych podocytow, pgazony z wakuolizagj stapianiem siwypustek i hipertrofj
pozostatych komérek listka trzewnego torebki Bowenfi6].

Rozlany rozplem komoérek mezangium (DMP) dotyczlg,9ama nazwa wskazuje, komorek
zlokalizowanych midzy petlami naczyniowymi kbuszka nerkowego. Rozpoznanie to
moze by przede wszystkim postawione w oparciu o0 agahzateriatu w mikroskopie
elektronowym. Jako norgnprzyjmuje s¢ obecné¢ do 2 komérek mezangialnych w calej
ww. przestrzeni [17].

Jezeli w obrazie mikroskopowym stwierdza sv obszarach mezangium od 3 do 4 komorek
mezangialnych to zmignokreila sk jako nieznaczny rozplem. Obesddb-7 komorek w
tym obszarze upowaia do rozpoznania miernego rozplemu, a 8 lulgceji komorek
mezangialnych w przestrzeni mezangialnej to romplenezangialny. Rozplemowi
mezangialnemu e¢sto towarzyszy proporcjonalny do zWszonej liczby komorek

mezangialnych przyrost macierzy mezangialnej.

10



Stwardnienie kibuszka nerkowego spowodowane jest przyrostertiasioj bialek macierzy
zewrgtrzkomérkowej. Segmentalne stwardnieniezendy¢ morfologicznym wyktadnikiem
procesOw naprawczych, ktére byly poprzedzone zmi@naapalnymi lub martwig
[18].Szkliwienie z kolei polega na obedoobezpostaciowego materiatu, w ktérego sktadzie
wyroznic mozna glikoproteiny, a czasem rowanidipidy. Typowa zmiarg, w Kktorej
stwierdza si zarébwno stwardnienie, jaki i szkliwienie jest mgfatia cukrzycowa, lub te
ogniskowe i/lub segmentowe stwardnieniegbkiszkdéw nerkowych (FSGS).

Powszechnie uwa sk, ze ww. trzy formy histologicznegsw istocie wariantami lub
okresami jednej i tej samej choroby. Ponadto zaolmeano,ze zmiany te mog ulega
regresji w trakcie leczenia lub, wraz z zaostrzenierzebiegu choroby definiowanego
progresy biatkomoczu, mog postpowa w kierunku nieodwracalnej sklerotyzaciji
kiebuszka nerkowego [19].

W badaniu immunofluorescencji fredniej skrawkow histologicznych biopsji nerki nie
stwierdza si najcz$ciej tkankowych ztogow immunoglobulin ani sktadovwaydopetniacza.
W niektorych tylko przypadkach DMP rma stwierdzai obecnéé agregatow IgM, ktore, z
racji swojej wielkdci, lokalizup si¢c w s3siedztwie zmienionego chorobowo mezangium
kicbuszka. W FSGS natomiast ztogi immunoglobulin iadkwe dopetniacza nmpa
zlokalizowa& w petlach naczyniowych i komoérkach nabtonkowych toreBkivmana. FSGS
nie jest jednake charakterystycznpostaci histologiczra dla IZN, a raczej kécowym

etapem procesow patologicznych tgozch s¢ w kiebuszku nerkowym [17].

1.1.4.Podtae immunologiczne zespotu nerczycowego

1.1.4.1.Zaburzenia funkcjonowania limfocytow T

Obecnie powszechnie uznana jest hipoteza patogamety zakladara nadmierna
aktywna¢ nieprawidtowego klonu limfocytéw T, produkigiych czynniki uszkadzage
btore filtracyjna kicbuszka nerkowego i zgkszapce jej przepuszczal§é dla albumin.
Nadal prowadzonegsbadania nad udziatem mechanizméw immunologiczniakich jak
defekt odpowiedzi komorkowej lub zaburzona funkdjmfocytbw T oraz wpltywu
interleukin kydz ich receptorbw na przepuszczal@obariery filtracyjnej dla biatka
[20,21,22]. Za bezpoednim udzialem limfocytow T w patomechanizmie MCNS
przemawiag wyniki prac badawczych, wykazige wzrost aktywngi cytokin
produkowanych przez subpopulacje limfocytow ThlhRTWw okresach zaostrzenia choroby
— gtéwnie interleukiny 4 (IL-4) i interleukiny 18IL-13) [23,24]. W badaniach nad
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dysfunkcp ukfadu immunologicznego w patomechanizmie biatkomp autorzy
podkrelaja znaczenie zaburaerownowagi w ukladzie wzajemnych relacji Thl/Thaor
potencjalnego zvazku pomedzy zwikszeniem aktywngei IL-4 i IL-13 (limfokin alergii) a
zjawiskiem atopii w przebiegu klinicznym MCNS [26,27].

Jednym z dowodow na istnienie zabuirzenmunologicznych u podima MCNS jest
kliniczna skuteczn@ lekow immunosupresyjnych — nie tylko glikokortykesoidéw, ale
takze inhibitorow kalcyneuryny - takich jak cyklospoeynA czy takrolimus, ktérych
mechanizm dziatania polega na hamowaniu aktywanjfocytow T z blokowaniem
transkrypcji i ekspresji gendw dla szeregu intekiey(IL-1,IL-3,IL-4), interferonu IFNy i
innych cytokin np.TNFa [28].

1.1.4.2.Zaburzenia funkcjonowania limfocytéw B

W badaniach nad subpopulacjami limfocytow u padentz nawrotowym zespotem
nerczycowym typu ,zmian minimalnych” udokumentowan®@ tylko zmiany populacji
limfocytow T, ale rownie zaburzenia aktywrgi limfocytéw B, silnie pobudzanych do
produkcji przeciwciat przez liczne cytokiny pochade od limfocytow Th2 ( IL-4,IL-5,
IL-13).Aktualne doniesienia naukowe ,wskagg na aktywaegj limfocytow B w nawrocie
biatkomoczu i redukej liczby limfocytow B i komorek CD19 w remisji chdsg, mog
sugerowd, ze czynnikiem uszkadzgjym barieg filtracyjna kicbuszka mee by toksyczna
immunoglobulina wydzielana przez nieprawidtowe yty B, dziatajca bezpérednio lub
pasrednio poprzez wptyw na limfocyty T i/lub beZpednio na podocyty [9].

Wspoitczeénie wielu autorow na podstawie badawlasnych déwiadcze klinicznych z
zastosowaniem chimerycznego, ludzko-mysiego prasatev monoklonalnego (rituximab)
w leczeniu idiopatycznego, steroidozadego i steroidoopornego zespotu nerczycowego,
wskazuje na kluczogwrole limfocytéw B w patogenezie zmian minimalnych idabycznego
kiebuszkowego zapalenia nerek [29,30,31]. Sukces datgpzny w uzyskaniu i
podtrzymaniu remisji z zastosowaniem rituximabu, zenosugerowa i jednoczénie
potwierdzg znamieng rolg¢ limfocytow B w niezwykle ztaonej, wieloczynnikowej
patogenezie MCNS.

Na podstawie powszych doniesie mazna wnioskowa ze, przynajmniej w pierwszym
etapie rozwoju IZN odpowiadgiemu histologicznemu rozpoznaniu MCD, przyczyna
destrukcji elementéw biony filtracyjnej ciatka nevkego tkwi w rozchwianej funkcji
uktadu immunologicznego. To najprawdopodobniegzice leukocyty staj siec pierwszym

zrodtem cytokin zapocgkowujgcych depolaryzaej a w konsekwencji ,rozszczelnienie”
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btony filtracyjnej. Dopiero dalsza kaskada zdarzebserwowana w niektérych formach
DMP jak i wszystkich przypadkach FSGS, doprowadaaarwoju miejscowego procesu
zapalnego w kibuszku nerkowym. Z tego zgpowodu najbardziej padanym elementem
poznawczym rozwoju wczesnych etapow IZN jest ustalgierwotnego statusu ukitadu
odporndgciowego wptywajcego na indukejzmian histologicznych w nerce.

Wydaje s¢, ze z punktu analizy zmian obserwowanych w adazh obwodowych, stan ten
mozna najpetniej wyraz analizugc ekspresj elementowsciezki sygnatowej JAK/STAT w

poszczegolnych populacjachgkgcych krwinek biatych.

1.1.5. Znaczenie glikokortykosteroidow w zespole mezycowym — wybrane aspekty
genomowe oraz pozagenomowe

Glikokortykosteroidy (GCS) hamaj zarbwno wczesn jak i p&na odpowied
immunologiczia. Pobudzaj syntez lipokortyny hamujcej fosfolipaz A, enzym niezbdny

w procesie produkcji substancji prozapalnych (eskmiddéw) z kwasu arachidonowego.
Upcsledzap w ten sposéb produkgjm.in. leukotriendw, zmniejszajpowstawanie i
uwalnianie cytokin i czynnikdw adhezji komoérek. Biaj gtownie na limfocyty i komorki
zapalne poprzez hamowanieiezki czynnika transkrypcyjnego NF-kB [32], ale t&kna
réznorodne komoérki docelowe (dendrytyczne, nabtonkowsjdbtonkowe) poprzez
zahamowanie transkrypcji cytokin prozapalnych [88)z poprzez hamowanie produkcji i
proliferacji (w mechanizmie apoptozy) limfocytdw gomocniczych, cytotoksycznych i
supresorowych.

Efekty kliniczne dziatania glikokortykosteroidow ulisve s3 dzieki mechanizmom
molekularnym zachodezym w fdrze, cytoplazmie i btonie komérkowej — zaréwno
genomowym , jak i niegenomowym.

Klasyczny, genomowy model dziatania GCS uwdgia ich wptyw (bezp&edni Iub
posredni) na transkrypeji translacg gendw kodujcych mediatory procesu zapalnego.
Zachodzi to w procesach transaktywacji — pobudzdraaskrypcji gendéw dla m.in.
lipokortyny-1, antagonisty receptora IL-1 i in. praanspresji — zahamowania transkrypcji
genow cytokin (m.in. IL-1,IL-2,IL-6,IL-13,IL-18, TN¥Fx), chemokin, enzymow, receptorow
oraz innych biatek [34].

W ostatnich latach opisano takniegenomowy mechanizm dziatania GCS odpowiedgialn
za najwczeéniejsze efekty terapeutyczne, (od kilkunastu sekdadkilkunastu minut), w
czasie wykluczacym produkot biatek de novo Zjawiska te zachodzpoprzez wptyw na

btonowe kanaty elektrolitowe, pgjowanie dziatania noradrenaliny lub aktywasglakow
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sygnatowych kinaz. Nietranskrypcyjny przekaz sygnelaze odbywé sie bez udziatu
receptora (zwizany jest przede wszystkim z reguiadjtonowych kanatéw jonowych i
zastosowaniem dych dawek GCS) lub z udziatem receptora blonowegmdziej
cytoplazmatycznego (GR) poprzez jego bdepdnp interakcg z biatkami docelowymi,
takimi jak NF-kB [32]. Niegenomowe mechanizmy daraba GCS ujawnigjsie szczegolnie
przy wyzszym ich dawkowaniu i waszym s¢zeniu miejscowym ligandu w komorce.
Niegenomowe i genomowe mechanizmy dziatania wzaemwadziatug na siebie, magsie
wzajemnie wzmacng wywierapc efekt addycyjny i synergistyczny. Dzialania
niegenomowe GCS, wiace s¢ przede wszystkim z ich oddziatywaniem na poziobhosy
komorkowej, § okreslane jako sygnalizacja inicjowana z btony (MISSg.amembrane-
initiated steroid signalling)dla odr@nienia sygnalizacji inicjowanej adra komdérkowego
(NISS, angnuclear-initiated steroid signalling34].

Ostatnio pojawity si nowe dowody bezgecedniego dziatania GCS na podocyty [35,36].
Zlokalizowano w nich receptory glikokortykosterowde (GR), a dziatanie GCS wywotato
efekt ochronny na podocyty (tak mysie), wzmacnia¢ proces ich zdrowienia poprzez
stabilizacg wtokien aktyny [35] i zapobiegag apoptozie indukowanej puromyeyamino-
nukleozydovg (PAN) [37].

1.2.Scieika transdukcji sygnatu JAK/STAT

Kazda komorka zwierga wyposaona jest w szereg btonowych oraz cytoplazmatycznych
biatek (odpowiednio biatka receptorowe oraz przekeowe) umaliwiajacych
wygenerowanie odpowiedzi nazrte sygnaty pochodze zesrodowiska zewetrznego lub
sygnalty wewntrzne generowane w aflrie organizmu, prowadze do zmian
fizjologicznych, morfologicznych i rozwojowych wjte komorce, tkance, nadzie lub
uktadzie. W ugciu funkcjonalnym takie wypracowanie odpowiedzi kakowej hczace s

z aktywacy transkrypcji lub zainicjowaniem procesu apoptozysinnazw transdukcji
sygnatu.

W zaleznosci od pochodzenia lub dedykowanej funkcji petnioweprganizmie, w komaorce
zwierzcej mae ulegé ekspresji od jednej do kilku zdych $ciezek transdukcji sygnatu.
Do jednej z nich, nafsy uktad przekanikowy (sciezka sygnatowa) JaK/STAT (andanus
kinase— signal transducer and activator of transcriptjorsciezka ta jest uktadem biatek

wewngtrzkomorkowych wykorzystywanych przez wiele cytokirtzynnikbw wzrostu do
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ekspresji genow, przez ktore dokonuje proces aktywacji, proliferacji i édicowania
komorek. Receptory tych zwikdw nie posiadg] aktywndci enzymatycznej i
wspotdziatag z rodziny bialek cytoplazmatycznych o wf@wosciach kinaz. Pakzenie
liganda z receptorem btonowym aktywuje zzéary z nim kinaz tyrozynows, ktora ulega
autofosforylacji, a nagpnie fosforyluje zwrotnie cytoplazmatyczne domesgeaptora. Do
aktywnych domen receptora pragtap sie biatka STAT, ktdre po procesie dimeryzacji
zostaj odlaczone od receptora i przemieszczoneadog komdrkowego, gdzie, wiac Sk z
DNA odpowiedniego miejsca genu promotorowego, akijgwproces transkrypcji genéw
[38,39,40,41,42]. Schematyczne funkcjonowanie ukifadedstawiono na rycinie 1.

Szlak JaK/STAT jest podstawowym ukiadem przeileowym w populacji kgzacych
monocytow oraz limfocytow, angajac niemal 40 cytokin oraz ich receptorow. Grupa
cytokin, w celu wywotywania padanych dziata fizjologicznych lub patologicznych w
organizmie, aywa komorkowego mechanizmu gpedniczenia, sktadgego st w tym
przypadku z przetwornika sygnatu (grupa biatek Jakgz sciezki transdukcji sygnatu
(STAT) [43]. Od momentu identyfikacji nowych czykdiv transkrypcyjnych
aktywowanych przez interferony, co miato miejscengub 18 lat temu [44], szczegbtowe
badania pozwolity na identyfikacpodstawowych komponentéw szlaku JaK/STAT. Xale
do nich r@norodne ligandy zewgtrzkomorkowe, receptory transbtonowe, cztery kinazy
Janus oraz siedem biatek zaliczanych do transduktsygnatu i aktywatoréw transkrypciji
(biatka STAT) [45].
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Rycina 1. Model aktywacfciezki JaK/ISTAT
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Schemat ukiadu receptor blonowy — kinazy JAK
(uktad nieaktywny)

2
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R

Cytoplazma
quanl iganda stepol q Ectyw ja ceptora i kinaz JAK Translokacja dimerdw STAT do jgdra komdrkowego, wigzanie do sekwencji
poprzez fosforelac) 1@ az gen igjsc q a palindromowych DNA i aktywacja transkrypcji genow
cytoz: \ owych STAT

Czgsteczki STAT obecnegsv cytoplazmie w formie nieaktywnych monomeréw. YWivdi

ich angaowania przez kompleks receptor/JaK, zastaplejno whczane do aktywnych
miejsc whzacych na fosforylowanych receptorach, gdzie samegayefosforylacji przez
kinazy JaK. Naspnie, juz jako aktywne formy, uwalniane slo cytoplazmy, gdzie formaj
homo- i heterodimery, przemieszcgg s¢ do jgdra komorkowego i wiizace s¢ do
palindromowych sekwencji DNA (ISRE,GUS). Tanz t@ochodzi do inicjacji transkrypcji
odpowiednich gendéw [38,42]. Jak ddt nie zostalo ok&one, ktore konfiguracje homo-
oraz heterodimeréw czynnikbw STAT obecng w8 komorce przed, podczas oraz w
nastpstwie stymulacji cytokinami [46].

1.2.1. Kinazy Janus

Do rodziny JaK naley cztery kinazy okrdano jako JaKl, JaK2, JaK3 i TYK2 (kinaza
tyrozynowa 2). Ekspresja JaK1, JaK2 i TYK2 jest ppechna, podczas gdy obe@éhdaK3
ogranicza si jedynie do komérek pochodzenia limfo-hemopoetygongt0]. Wickszas¢

sparod 36 receptoréw cytokin wykorzystuje zaledwie ytrkombinacje kinaz JaK:
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homodimery JaK1-JaK1, JaK2-JaK2 oraz heterodim&il-JmK3. Jak dad, nie zostato
wyjasnione podiae selektywnéci tych wigzan w stosunku do kombinacji kinaz JaK [47].
Kinazy JaK g biatkami wielkéci od 120 do 140 kDa, zawiegaymi siedem
homologicznych domen okilanych jako JH1 — JH7 (andanus homology domginJH1
jest domen kinazows, kluczowg dla aktywndci enzymatycznej biatek rodziny JaK. Jej
fosforylacja prowadzi do zmiany konformacji biatkanazliwiajacej zwhzanie substratu.
JH2 jest domen pseudokinazow ktéra najprawdopodobniej hamuje aktywoJHL1.
Domeny JH3 — JH4 wykazujhomologe z domenami SH2 (Src-homology-2). Z kolei N-
koncowy fragment bialek rodziny JaK zawiera domeny JH4H7, zaangamwane w
kontrolowanie interakcji midzy poszczeg6lnymi kinazami JaK a receptorami

cytokinowymi i (lub) innymi kinazami.

Na rycinie 2 przedstawiono informacje dotyce oddziatywa poszczegoéinych dimerdw

JaK z receptorami odpowiednich cytokin.
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Model sygnalizacji sciezki JAK/STAT oraz jej kontroli z udziatem biatek SOCS
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Rycina 2. Model aktywac;ji i kontroficiezki sygnatowej JaK/STAT z uwzeglinieniem rodzaju ligandéw pozakomérkowych.



1.2.2. Biatka STAT

Rodzina biatek STAT odgrywa kluczawole w przekanictwie sygnatu i jest przedmiotem
intensywnych bada Sktada sj z 7 elementéw oké&anych jako STAT1, STAT2, STATS,
STAT4, STAT5a, STAT5b oraz STAT6. Czynniki te fufdmujg w komorce zarowno jako
przetworniki sygnatu wewgtrzkomorkowego jak i czynniki transkrypcyjne [43].
Biatka STAT mog by¢ podzielone na dwie grupy funkcjonalne [38]. Jednga skiada si

z czynnikdw STAT2, STAT4 i STAT6, ktdre odgrywajazna role w rozwoju limfocytow
T oraz transdukcji sygnatu zaleego od IFNy. Druga grupa, zimna z biatek STAT1,
STAT3 i STATS5, jest zaangawana w przekazywanie sygnatu zalego od hormonu
wzrostu, prolaktyny i erytropoetyny.aStez waznymi regulatorami apoptozy w cyklu
komérkowym, a zaburzenia w ich funkcjonowaniu wydsie przyczynig@ do rozwoju

niektorych form proliferacji komorek nowotworowy§Bo].

1.2.3. Regulacja transdukcji sygnatusciezki JaK/STAT
Regulacja szlaku JaK/STAT, podobnie jak innych kalskygnalizacyjnych, zachodzi na
kilku poziomach. Do podstawowych mechanizmow regyjlaych naley zaliczy¢:
- hamupcy wptyw transdukcji sygnatu zaley od grupy biatek SOCS (ang.
suppressors of cytokine signalling
- defosforylacja aktywowanych biatek sygnalizacyjnymbprzez cytoplazmatyczne i
jadrowe fosfatazy tyrozynowe
- ubikwitynacja defosforylowanych receptoréw, prowgmz do ich internalizacji i
degradacji w proteasomach [42,48,49,50]
- hamowanie przyczania aktywowanych biatek STAT do ich sekwencjyaycych
na DNA poprzez dziatanie biatek inhigaych aktywowane biatka STAT (ang.
protein inhibitors of activate@TAT, PIAS) [48].

Dotychczasowe badania naukowe wykazaky, najistotniejszym elementem reggltym
szlak JaK/STAT stanowi grupa biatek SOCS.

1.2.4. Bialka SOCS

Rodzina biatek SOCS to grupa biatek regadych wydajné¢ i czas trwania kaskady
sygnalizacyjnej cytokin zal@e] od szlaku JaK/STAT [43]. Jak ddf udalo s}
zidentyfikowa osiem czsteczek nalecych do tej rodziny. Nai do nich SOCS1 —



SOCSY7 oraz biatko CIS. Najlepiej zbadanymi elemmantago systemuasbiatka SOCS1 —
3 a take CIS [51].

Biatka z rodziny SOCS wykazuphomologe obejmugca centralnie poteons domer SH2
(Src2 homology), domen KIR (region inhibicji kinaz) oraz domen na kaicu
karboksylowym zawieraga 40-aminokwasowy modut okilany mianem kasety SOCS
[51]. Domena SH2 wize st do ufosforylowanych receptoréw cytokin lub kinaands,
hamupc sygnaly przekazywane przez teasteczki. Kaseta SOCS natomiastaie
kompleksy receptorowe, przeznagraje do degradacji w proteasomach. Biatka SOCS
oddziatlup zatem na komponenty kompleksu sygnalizacyjnego wojaki sposob. Po
pierwsze, przez bezpednie wjzanie do aktywowanych receptorow cytokin
ufosforylowanych w pozycji tyrozyny lub do kinazyK poprzez jej domenSH2, co
obrazuje umieszczona pagj ilustracja (rys.3). Po drugie, zygany z kaset SOCS

mechanizm kierugy je do degradacji w proteasomach.

Rycina 3. Model kontrolkciezki JaK/STAT za pomagujemnego spkzenia zwrotnego z
udziatem biatek SOCS

1) Hamowanie sygnatow przekazywanych przez JaKazamie z kinaz za pomog domeny SH2
2) Wigzanie bezpgrednie kompleksow receptorowych i przekazanie elszlak degradacji przez
ubikwitynacg — wigzanie z receptorem za pomdasety SOCS.

Biatka SOCS1, SOCS2 i SOCS3 okazaty by¢ wysoce selektywne pod wzglem
regulowania transdukcji sygnatu zahego od cytokin. Proces ten ma charakter dynamiczny

zaleny od stanu komorki, gay czynniki STAT @ nieustannie angawane przez
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aktywowane receptory w czasie przekazywania sygngdoddczas gdy biatka SOC% Stale
wytwarzane w odpowiedzi na aktywagzynnikow STAT [52].

Dotychczas przeprowadzone badania zlimiaja zdefiniowanie poszczegoéinych funkciji
biatek SOCS, chbich postulowane dodatkowe znaczenie, nigzame z blokowaniem

sygnalizacji cytokin, nie zostato jeszcze dostatecpoznane.

1.2.5. Fizjologiczna funkcja biatek SOCS

Od czasu odkrycia biatek SOCS, wiele uwagévpecono ich fizjo- oraz patologicznemu
znaczeniu w ludzkim organizmie. Podczas gdy funkgglogiczne SOCS1, SOCS2,
SOCS3 oraz CIS zostaly stosunkowo dobrze poznaeebyt wiele informacji mia
uzyska& na temat czynnikbw SOC4-7 [43].

Badania prowadzone w modselu vitro wykazaty, ze biatko SOCS1 m® hamowa kilka
réznych sciezek transdukcji sygnatu, aktywowanych przez IL-4;6LIL-12 oraz INFy
[53,54,55].

SOCS2 jest wanym regulatorem proliferacji odgrywsym znaczca role w mediaciji
sygnatu aktywowanego przez hormonu wzrostu [41HdBéa déwiadczalne wykazatyze
biatko to whze st z domeg SHP2 aktywowanego receptora dla hormonu wzrosijj o
przyczynia s} do zahamowania aktywacji STAT5b, ktora jest niglrta do transkrypcji
genu IGF1[57,58]. Myszy z wyciszonym genem kodcym SOCS2charakteryzyy sig
klinicznymi wykladnikami gigantyzmu przejawigiego s¢ powickszeniem organdw
wewretrznych oraz wzrostu masy ciata o 30-40% w stosudkmyszy zdrowych [59].
Biatka SOCS1 i SOCS3 dziete soh podobigéstwa strukturalne, jednak mechanizmy ich
dziatania § odmienne. SOCS3 hamuje kinazy JaK tylko w obécnozsteczki gp130,
spowalniagc tym samym aktywrig cytokin z rodziny interleukin (zwtaszcza IL-6 cizyl
czynnika hamujcego rozwdj biataczki, andeukemia inhibitory factgroraz angiotensyny.
SOCS3 funkcjonuje zatem jako negatywny regulatpalemia.

Badaniain vivo wykazaty,ze CIS hamuje transdukcgygnatu zalenag od erytropoetyny
(EPO), IL2, IL3, hormonu wzrostu i prolaktyny papz maskowanie miejsc yzania
receptorow STAT5S i, co siz tym whze, blokowaniem aktywacji STATS [60]. Dodatkowo,
CIS spowalnia sygnalizacjEPO poprzez ubikwitynagji kierowanie jej receptora do

degradacji w proteasomach [61].
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1.3. Znaczenie uktadu JaK/STAT w prawidtowym funkcpnowaniu ukiadu

odpornosciowego oraz rozwoju choréb o podhzu auto-immunologicznym

Poznanie funkcjonowania komorek na poziomie mokekwym oraz trwajce badania nad
patomechanizmem chorob o padicauto-immunologicznym, w tym szeregu choréb nerek
rozwijajacych se¢ na podtau zapalnym, pozwolity na opracowanie oraz zastoswva
nowych substancji blokagych dziatanie okrdonych biatek zewsgtrzkomorkowych,
majcych znaczenie w patogenezie tych chordb. Do tydistancji nalgg przeciwciata
skierowane przeciwko czynnikom pro-zapalnym, tajaln TNF-o, IL-1 i IL-6, przeciwciata
przeciwko casteczce CD20 limfocytow B, ktorych blokada wywolgpoptoz komorki,
czy tez przeciwciala hamgpe ko-stymulag czsteczek CD80 i CD86 komorek
prezentyjcych antygen z gateczlg CD28 limfocytow T. Leki te stosowane przede
wszystkim w terapii artropatii zapalnych, ¢hpodejmowane gsproby wykorzystania tych
czasteczek w leczeniu ziarniniaka Wegenera i tocammaieniowatego uktadowego.
Kolejnymi czsteczkami, tym razem wewtnzkomérkowymi, ktore wzbudzaj
zainteresowanie badaczy i staie potencjalnymi czynnikami terapeutycznyma, lsiatka
wewnmngtrzkomorkowego uktadu przekaikowego JaK/STAT. Zaobserwowano m.ig
utrata funkcji poszczegolnych kinaz tyrozynowyclimyszy skutkuje powstaniemegkich
uszkodzé organizmu i cgsto jest letalna. Delecja kinazy JaKl powoduje powa
uszkodzenia neurologiczne i¢gki wrodzony zespoét niedoboru odpo#eo (ang. severe
combined immunodeficienc$CID). Utrata funkcji kinazy JaK2 skutkuje ¢gdzy innymi
wystgpieniem nieprawidiowsri erytropoezy orazdmiertelngcia w zyciu ptodowym, a
utrata genu kinazy TyK2 powoduje zmniejszomwrazliwo$é organizmu na infekcje
wirusowe oraz oporrsdé na wywotanie indukowanego zapalenia stawow. Nasimielecja
genu kinazy tyrozynowej JaK3 u ludzi nie jest letali skutkuje powstaniem ¢zikiego
wrodzonego zespotu niedoboru odpaio (SCID), dziedziczonego autosomalnie
dominugco. Myszy o fenotypie JaK3-/- wykaauj glebokie niedobory komorek
progenitorowych grasicy i mniejgzzdolng¢ odtwarzania rozwoju komérek T oraz
powaznie zmniejszog liczbe obwodowych limfocytow CD8+ i komorek NK [62].

Podobny fenotyp SCID jak w przypadku delecji gealdJ (T-B+NK-), tylko dziedziczony
w sposOb spkzony z chromosomem X, powstaje, gdy dochodzi dodjiedeenu receptora
yc. W obydwu przypadkach z powodu braku regidej funkcji komorek T dochodzi do
upcsledzenia aktywacji komorek B i zaburzenia produkcgeciwciat, co klinicznie objawia

sie hipogammaglobulinemii zaburzonym wytwarzaniem przeciwciat w odpowied
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immunizacg. Okazuje si, ze JaK3 peini niezluing role dla zalenego od receptorgc
rozwoju limfocytow B i T i dla zapobiegani&@-zaleznej apoptozie tymocytow.

Wyniki bada prowadzonych na modelach zwigrych wskazy, ze kinaza JaK3
przynajmniej w cgsci reguluje limfopoeg przez wybidrcz regulacg ekspresji biatek Bax i
Bcl-2 [63]. § one czynnikami regulagymi apoptoz. Biatko Bax dziata proapoptotycznie,
natomiast biatko Bcl-2 — antyapoptotycznie. Tym@cyiraz obwodowe limfocyty T
pozbawione JaK3 wykazywaty wysplekspresj Bax i zredukowane poziomy Bcl-2 w
stosunku do osobnikéw dzikich, co oznacza wyspdatné¢ tych komorek na apoptez

U osobnikow pozbawionych JaK3 dochodzito do zandhwodowych limfocytéw T i
nieprawidtowego stosunku pogdizy komorkami CD4+ i CD8+. Te dane wskaguie
kinaza JaK3 reguluje przetrwanie komérek przez lesgjpro- i antyapoptotycznych biatek
Bax i Bcl-2.

Opierapc sk na obserwacjach dotygzych patogenezy SCID moa mnieméd, ze blokada
funkcji kinazy JaK3 mge stanowé obiecujcy element terapii choréb o podto
autoimmunologicznym, w tym szeregu chordb nerek.ds¥yy s¢, ze zablokowanie
aktywnaci JaK3 mae skutkowa zmniejszeniem odpowiedzi zapalnej i uzyskaniem
wycofania objawéw choroby. To byloby move przez zastosowanie sztucznie
zsyntetyzowanych inhibitorow JaK3adz przez aktywag ekspresji lub aktywriei
naturalnych inhibitorow uktadu JaK/STAT. Do tej gyuczynnikow naleg biatka SOCS,
PIAS i fosfatazy tyrozynowe.
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2. Cel

Bioragc pod uwag dane dotyczre podi@ga immunologicznego w patogenezie wtdrnego
zespolu nerczycowego, mma przypuszcza ze rownie i w grupie idiopatycznych
zespotdbw nerczycowych wigiowa przyczyna uszkodzenia ultrastruktury bariery
filtracyjnej tkwi w nieprawidlowym funkcjonowaniu gszczegélnych komorek ukiadu
odporndciowego. Poniewapodstawowym natzlziem komorkowym w populacji krwinek
biatych wypracowujcym odpowied na szereg tych cytokin czy te czynnikdw wzrostu
jest sciezka transdukcji sygnatu JaK/STAT, wma zakladé ze zaburzenia w
funkcjonowaniu tego mechanizmu mpoguie¢ potencjalne znaczenie w dalszym rozwoju
zespotu nerczycowego. Cogeej, zaburzenia te magnie¢ w efekcie dwojaki charakter —
potegujacy rozwoj choroby lub, przeciwnie, spetrjey znaczenie ochronne.

Niezaleznie od pierwotnej czy wtdrnej przyczyny zespotu cagcowego, podawanie
glikokortykosteroidow stanowi obecnie zioty stardar terapii indukcyjnej. Dopiero brak
skutecznej odpowiedzi na tak wdome leczenie, pozwala wydzielgrupe pacjentow o
niepewnym rokowaniu, w stosunku do ktérych nglenzszerzy panel stosowanych batla
diagnostycznych (réwnieo przeprowadzenie biopsji nerki) upliszviajacych modyfikacs
lub zasgpienie terapii steroidowe.

Od wielu lat lekarzom specjalizigym st w nefrologii towarzyszy pytanie. Czy mgg
istnie¢ inne, wczéniejsze przestanki do modyfikacji tej terapii bezdnleczndci
wykonywania biopsji nerki? Czy mna okréli¢ profil genetyczny pacjentéw, zarobwno w
zakresie analizy sekwencji DNA jak i transkryptonktdry juz w pierwszych tygodniach
leczenia umgliwiatby wyodrebnienie pacjentow wysokiego ryzyka? Taka optymaljea
procedur diagnostycznych jak i personalizacja Iezzenogtaby nie tylko zmniejszy
ryzyko powikia jatrogennych (biopsja nerki, wielotygodniowa stdoberapia), ale rownie

zredukowataby koszty leczenia.

W zwiazku z powyszym celem niniejszej pracy byto

1. oszacowanie wptywu glikokortykosteroiddw na ekspresszystkich elementow

sciezki sygnalizacyjnej JaK/STAT w leukocytach pacjentbwozpoznaniem zespotu
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nerczycowego na podta zmian minimalnych, rozlanej mezangialnej prohigr
oraz ogniskowego stwardnieniagltiszkdw nerkowych

. préba okrélenia potencjalnego znaczenia zaburzéunkcjonowania sciezki
JaK/STAT w idiopatycznego zespotu nerczycowegoiadaiz

. préba wyodg¢bnienia elementéw szlaku JaK/STAT o potencjalnymaczeniu

prognostycznym w rozwoju zespotu nerczycowego edzi
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3. Pacjenci i metody

3.1. Pacjenci

3.1.1. Grupa badana
Grupa badana sktadata s 54 dzieci ( 29 chtopcéw i 25 dziewczynek) w wiedd 3 do 19
rz.( srednia wieku — 10,1 £ 4,4) hospitalizowanych z pdwddiopatycznego zespotu
nerczycowego w latach 2008 — 2010 w Kilinice Karoipl i Nefrologii Dzieckcej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego Poznaniu. Na podstawie
odpowiedzi na leczenie steroidowe w okresie le@andukcyjnego wyodbniono 34
pacjentow (18 chiopcéw i 16 dziewczynek) z smaym na steroidy zespotem
nerczycowym (SSNS) oraz 20 dzieci z wyktadnikanoroygsci na leki steroidowe w ww.
etapie leczenia (SRNS).
Do kryteriow wykluczaicych udziat pacjenta w protokole badawczym zaliczabecnéc¢
przynajmniej jednego z #¢j wymienionych czynnikéw:
1. wiek < 3 lat oraz > 19 lat
2. wspotistnienie choroby autoimmunologicznej (np.froatii toczniowej,
choroby Schoenleina — Henocha), rozpoznanie wt@rnepgespotu
nerczycowego
3. leczenie erytropoetynw okresie do 6 miesty wstecz przed przygiieniem
pacjenta do bada
4. leczenie czynnikiem pobudaaym kolonie granulocytow i/lub monocytow w
okresie do 3 miescy wstecz przed przygiieniem pacjenta do batla
5. prowadzenie jakiejkolwiek terapii jedno- lub wikdkowej modulucej
czynna¢ ukladu immunologicznego w okresie ostatnich 6 m®s

6. koncowa niewydolnéc¢ nerek (angend stage renal diseadeSRD)

Dwudziestu pacjentéw z rozpoznaniem SRNS, w tynthtbpcow i 9 dziewct poddano
zabiegowi biopsji nerki zgodnie z rekomendowanymi naszym Kkraju zaleceniami
International Study of Kidney Disease in Childrd8KDC) [64]. W dalszej kolejrimi,

zgodnie z wytycznymiSwiatowej Organizacji Zdrowia [65], na podstawie kma
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histologicznej (mikroskopia w jasnym polu, mikrogke fluorescencyjna oraz mikroskopia
elektronowa) ujawniono obecfo zmian minimalnych (MCD) u 6 pacjentow, rozian
proliferacg mezangium (DMP) u 5 o0sOb oraz ogniskowe segmentstmardnienie
kiebuszkéw nerkowych (FSGS) u 9 dzieci.

SSNS oraz SRNS definiowano zgodnie z wytycznymsapymi we wsipie niniejszej
rozprawy.

Protokét bada zostat zatwierdzony przez KomjsjBioetyczrmy przy Uniwersytecie
Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu,cfata nr. 939/09, Zatznik
nr.1) a prawni opiekunowie wszystkich pacjentow wzalifikowanych do badania, po
uzyskaniu informacji na temat zakresu prowadzonyaibserwacji i kompletowane]
dokumentacji medycznej, wyrazili zgpdna uczestnictwo swoich podopiecznych w
badaniach (Zatznik nr.2).

3.1.2.Grupa kontrolna

Grupe kontrolrg stanowito 10 dzieci ( 5 chtopcow i 5 dziewczynekjvieku od 3 do 19
(srednia wieku — 12,4 + 4,7), ktore agkzano do protokotu badawczego po wypetnieniu
stosownej ankiety dotyezej wywiadu pacjenta oraz jego rodziny (ganik nr.4) i
uzyskaniu zgody prawnych opiekunéw (atznik nr.3). Wszystkie z ww. dzieci byty
hospitalizowane w Klinice Otolaryngologii Dziecej Uniwersytetu Medycznego w
Poznaniu celem wykonania zabiegu rekonstrukcji gnady nosowej, prezentowaty
prawidtowe wyniki: badania ogélnego moczu, czyumerek, morfologii krwi

( prawidtowa liczba leukocytow) oraz CRP. Ponadttgteria wyhczenia danego pacjenta z
grupy kontrolnej byty takie same jak w przypadkumgy badane;.

3.1.3. Protokoét leczenia

Standardowy tryb pogbowania, zgodnie z wytycznymi ISKDC w modyfikacjilikiki
Kardiologii i Nefrologii Dziececej UM w Poznaniu, obejmowat podawanie prednizolenu
60 mg/m2/dob w 2 dawkach podzielonych przez 6 tygodni przywsaym epizodzie ZN, a
nastpnie 40 mg/m#/dap w jednej dawce co drugi dZieprzez kolejne 6 tygodni [66].
Lacznie po 12 tygodniach podawania steroidow, w paig utrzymywania s8i
biatkomoczu i hipoalbuminemii, stopniowo wycofywanpodawanie tych lekéw i
modyfikowano leczenie, wprowadzaj inne leki immunosupresyjne (cyklosporyna,

cyklofosfamid, mykofenolan mofetylu).

27



3.2. Metody

Krew w ilosci 10 ml pobierano do probowek ze zon EDTA od wszystkich pacjentow z
grupy badanej (n=54) w trakcie rutynowego oznacenorfologii krwi oraz od dzieci z
grupy kontrolnej (n=10) podczas wykonywania oznacZgochemicznych krwi w
przededniu wykonania zabiegu operacyjnego rekokgtrprzegrody nosowej. W grupie
badanej krew pobierano dwukrotnie: po raz pierwswzgnomencie rozpoznania choroby —
przed rozpoaxiem leczenia immunosupresyjnego oraz po raz drigpo Széciu
tygodniach podawania GCS. Dziatanie takie miateela poréwnanie ewentualnychzric
ekspresji genowciezki sygnatowej JaK/STAT w trakcie leczenia immuna®gyjnego oraz
okreslenie potencjalnego diagnostycznego wzoru ekspvesjigendw w okréaniu ryzyka
wystgpienia SRNS.

Wyizolowane osocze przechowywano w temperaturz€G-&0nasipnie oznaczano w nim
stezenie biologicznie aktywnych SOCS3, SOCS5, IL-6 121, stosujc technik ELISA.
Dodatkowo, w surowicy krwi pacjentow oktano stzenie albumin, lipidow, biatka c-
reaktywnego (CRP), glukozy, kreatyniny i mocznikaastosowaniem rutynowych metod
laboratoryjnych. Wskanik przegczania kébkowego (angglomerular filtration rate GFR)

obliczano z kreatyniny stosig wzor Schwartza [67].

Wszystkie etapy analiz przeprowadzono w KatedrZaktadzie Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiegdoznaniu.

3.2.1. Izolacja leukocytéw z krwi obwodowe]

Krew petrg w ilosci 10 ml odwirowywano przez 30 minut w temperatu2€, z pedkoscia
400 obrotéw/min. Naspnie dokonywano rozdziatu osocza oraz elementowatymznych,
ktére przenoszono do nowego, 50-ml falkonu i zamoes w 39 ml fizjologicznego
roztworu PBS. Na dnie falkonu, pod zawigselementow morfotycznych, umieszczano 11
ml Ficollu, a nastpnie wirowano 30 min z pdkoscia 400 obrotéw/min., po czym
zdejmowano, z pomiaciem wytgconych erytrocytow, powstaty supernatant i umieanoz
w kolejnym 50 ml falkonie. Po ponownym, 10-minutawywirowaniu supernatantu,
zlewano ptyn znad osaduz(do osuszenia pojemnika), a ngstie zawieszano osad w 2 ml
TRIzolu (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)Jub, w zalgnosci od obranej piniej
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metody izolacji RNA, w 2 ml wodyNuclear wate). W Tabeli 1 zestawiono odczynniki

wykorzystywane w izolacji leukocytoéw z krwi obwodejv

Tabela 1. Odczynniki wykorzystane do izolacji leayddw

Odczynnik Producent Numer katalogowy

PBS-zbuforowany roztwor soli Biomed

fizjologicznej bez Ca i Mg

Ficoll-PaqueTM Plus GE Heathcare 17-1440-02
Trizol-TRI Reagent (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA,T9424-100ML
USA)

3.2.2. 1zolacja komorek jednogdrzastych

Kolejnym etapem byto wyizolowanie z uzyskanej masay monocytow, co wykonywano,
stosugc system pgredniego znakowania magnetycznegdACS®, Miltenyi Biotec,
Krakow, Polskq Pozostate komorki nieebdagce monocytami, tj. limfocyty (limfocyty T,
komoérki NK, limfocyty B, komérki dendrytyczne), akze granulocyty oznaczano, stasij
paosrednie znakowanie magnetyczne zyaiem mieszaniny biotynylowanych przeciwciat
skierowanych przeciw CD3, CD7, CD16, CD19, CD56, 1@B, oraz glikoforynie A
(MACS®, Miltenyi Biotec). Poniewa limfocyty stanowity podstawogvczes¢ znakowanej

frakcji, uznanoze bez dalszego jej oczyszczaniazmm p uwazaé za frakcg limfocytéw.

3.2.3. Izolacja catkowitego RNA

W pierwszym etapie badavykonywano izolagg RNA metod z wykorzystaniem TRIzolu.
Jest to metoda tradycyjna, starsza, pozwedajzyskd RNA w wysokim s¢zeniu, niestety
stabszej jakéci — zanieczyszczonego odczynnikami, zwlaszcza samiRlzolem, co mae
mie¢ przetazenie na jaké uzyskiwanych wynikow. Po analizie stopnia degr@idgakosci
RNA, ktorg wykonano przez rozdziat elektroforetycznyzelu agarozowym, zdecydowano
o wprowadzeniu nowej metody izolacji RNA za pomokomercyjnego zestawu
GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit, firmy ERX.
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3.2.3.1. Izolacja RNA z wykorzystaniem TRIzolu

Probowk z zawiesig osadu i TRIzolu wirowano przez 10 min w temperzatur
4°C z pedkoscig 12.000 x g. Wyizolowany supernatant przenoszonoayaych probéwek,
gdzie, po dodaniu chloroformu w $la 0,2 ml/1ml supernatantu, doktadnym wymieszaniu i
pozostawieniu przez 10 min w temperaturze pokojowa$tpowat rozdziat mieszaniny na
trzy fazy: dola (niepolara, czerwon) zawierajca biatka i fenol, interfag zawierajca
DNA oraz gorm (polarry, bezbarwn) zawieragca RNA. Po dokfadnym odwirowaniu
gornej fazy (15 min, 12.000 x g) ngsbwat etap kolejny — precypitacja. Do falkonu
dodawano 0,5 ml izopropanolu, pozostawiano w teatpeze pokojowej na okres 5 — 10
min, nasg¢pnie ponownie wirowano i usuwano powstaty supemtat®sad zawieragy
RNA przemywano 1 ml 75% etanolu w celu usgra pozostai€ci izopropanolu i soli. Po
kolejnym wirowaniu i ostrenym usungciu supernatantu, suszono osad w temperaturze
pokojowej, a nagpnie zawieszano w wodzie DEPT. #owyizolowanego RNA mierzono
spektrofotometrycznie z wykorzystaniem adzenia NanoDrop ND-1000 firmy NanoDrop
Technologies. Dodatkowo, jakbotrzymanego izolatu sprawdzano elektroforetycanie
zelu agarozowym, co pozwalalo na o¢estopnia degradacji RNA. W Tabeli 2

przedstawiono odczynniki wykorzystane do izoladiARz wykorzystaniem TRIzolu.

Tabela 2. Odczynniki wykorzystane do izolacji RN&ypuwyciu TRIzolu

Odczynnik Producent Numer katalogowy

TRIzol (Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA,T9424-100 ML
USA)

Chloroform Sigma #096K0064

Alkohol izopropylowy BioShop CAS# 67-63-0

Etanol 96% POCH SA 396480111

PBS Biomed

DEPC-eter  dietylowy  kwasu Fermentas R0601

piroweglowego

Nuclease-Free Watemwoda wolna| Ambion #AM9930

od nukleaz
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3.2.3.2. Izolacja RNA z zastosowaniem kolumien EUR

GeneMATRIX to syntetyczne membrany nowej generamjgzace RNA i DNA,
wykorzystupce selektywne wiaiwosci  wigzania kwasOw nukleinowych przez
kompozytowy SiQ. GeneMATRIX Universal RNA Purification Kit jest pgznaczony do
szybkiej izolacji catkowitego komoérkowego RNA. Oszgzone RNA nie zawiera
zanieczyszcze m.in.: DNA, bialka, lipidow, barwnikow, detergemioczy tez soli. W
trakcie izolacji RNA probka zostaje poddana lizieowecndci buforow denaturagych,
ktore inaktywuy RNazy komorkowe. Nagbnie lizat jest wirowany w mini kolumienkach o
specjalnej konstrukcji, ktore rozdrabmiakomoérkowe DNA, redukuj lepkas¢ lizatu i
wstepnie oczyszczajpreparat, usuwag fragmenty DNA. Dodanie specjalnego buforu oraz
etanolu wytwarza warunki do selektywnegmzénia RNA do membrany GeneMATRIX.
Podczas krétkiego wirowania nggtije wgzanie RNA do membrany, natomiast
niezwigzane zanieczyszczenia pozosgtajwycieku z kolumny. Iclladowe pozostakei na
membranie § skutecznie usuwane w trakcie dwoch etapéw ptukdtlizci oczyszczonego

RNA wykonuje s wodi destylowan, wolmng od RNaz.

W nawpzaniu do powyszego, izolagg RNA za pomog kolumn EURx wykonywano w
sposOb naspujacy:

W probdéwce 2 ml typu Eppendorf wirowano zawiesizyskalg w pierwszym etapie przy
predkosci 1000 x g przez 5 min, a naghie ostranie wybierano supernatant. Do osadu
dodawano 400 ul buforu RL zawiegeggo p-merkaptoetanol i mieszano przez
worteksowanie. Lizat przenoszono do mini kolumnynlbgenizacyjnej umieszczonej w 2
ml probowce odbieragej i wirowano przez 2 minuty z maksymalpredkoscia. Nastpnie
do przegczu dodawano 350 ul 70% etanolu i dokladnie mieszanez pipetowanie. Cat
mieszanig przenoszono do minikolumny y#gcej umieszczonej w probowce odbigag;,
wirowano przez 1 min z pdkoscia 11.000 x g, a przesz wylewano. Nagpnie do
minikolumny dodawano 400 pl buforu ptaucego Wash DN1i ponownie wirowano.
Przegcz wylewano, powtornie umieszczano kolunw probéwce i wykonywano nagine
ptukanie przez dodanie 650 pl buforu plmegoWash RBWz nasgpowym wirowaniem
przez 1 min przy pdkosci 11.000 x g. Ponownie wylewano przes i powtarzano ptukanie
buforemWash RBWw ilosci 350 ul i wirowaniem przez 1 min zgoikoscia 11.000 x g.
Nastpnie mini kolumg umieszczano w nowej probdéwce typu Eppendorf 1,5iml
dodawano 40-60 ul wody wolnej od RNa&Naze-freg na srodek membrany. Ponownie

wirowano przez 1 min z pdkoscig 11.000 x g, po czym usuwano minikolugniSezenie
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otrzymanego RNA mierzono spektrofotometrycznie przgciu urzdzenia Nano Drop ND-
1000, po czym przechowywano w temperaturze 2-8tCzhmraano w -20°C. Odczynniki
wchodzce w skiad zestawu Gene MATRIX Universal RNA Pegafion Kit przedstawiono
w Tabeli 3.

Tabela 3. Odczynniki wykorzystane do izolacji RN& kolumienkach EURX

Odczynnik Producent Numer katalogowy
B-merkaptoetanol (B-ME) EURX E3598

Bufor RL EURX E3598

70% etanol EURX E3598

Wash DNbufor ptucacy EURXx E3598

Wash RBWufor ptucacy EURXx E3598

Woda wolna od RNaRNase-free| EURx E3598

3.2.4. Rozdziat elektroforetyczny RNA wzelu agarozowym

Jaka¢ otrzymanego RNA sprawdzano poprzez rozdziat edéitetyczny w 1%zelu
agarozowym.

Do 100 ml buforu TBE przygotowywanego w laboratari dodano 1g agarozy i
dopetniono do 500 ml wad Po ogrzaniu i schitodzeniu oraz dodaniu szku
interkalupcego (fluoryzugcego wswietle UV — bromku etydyny) wylewano roztwér na
saneczki z jednoczesnym wytworzeniem dotkow dlabekd Probki do elektroforezy
przygotowywano w probowkach typu Eppendorfgczhc RNA, marker gjzaru
czgsteczkowego Loading Dye 2xRNA oraz®i inkubupc przez 10 min w temperaturze
70°C. Po nalgeniu probek oraz zalanigelu buforem przewodzym, przeprowadzono
elektroforez w aparacie Power Pack Basic pod geigm 80V. Nasfpnie wykonywano
wizualizacg zelu pod lamp UV (Gel Doc- Imaging System). W Tabeli 4 zestawion
odczynniki wykorzystane do rozdzialu RNA welu agarozowym, a w Tabeli 5

przedstawiono sktad buforu TBE przygotowanego vetatorium.
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Tabela 4. Odczynniki wykorzystane do rozdziatu RNA&elu agarozowym

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Agaroza Abo Prona Basica LE BGQT1

Bromek etydyny Sigma E2028
OdczynnikLoading Dye 2xRNA | Fermentas #R0641

Woda wolna od nukleawater | Fermentas R0582
nuclease-free

Tabela 5. Bufor TBE

Odczynnik Producent Numer katalogowy
TRIS base Sigma T1378

Kwas borny

EDTA 0,5 molowy Sigma EDS

3.2.5. Reakcja odwrotnej transkrypcji real time PCR

W reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystywano ddavosci polimeraz DNA zalenych
od RNA do syntezy nici cDNA na RNA jako matrycy. Wonywano § dwuetapowo.
Pierwszym etapem byto przepisanie RNA na cDNA ppomocy enzymu odwrotnej
transkryptazy, ktérego produktem jest seria dwuanwgich odcinkéw cDNA — kopii RNA.
Analizy jakasci uzyskanego cDNA dokonywano zygiem primerowForward i Reversalla
B-aktyny. Nasgpnie przeprowadzono reakCPCR celem uzyskania odpowiedniej$do
materiatlu do analizy genowej szlaku JaK- STAT. Vészig reakcje przeprowadzono przy
uzyciu komercyjnego zestawdrirst Strand cDNA Synthesis Kiirmy Fermentas, a
nastpnie komercyjnego, gotowego do zygia zestawu do PCRMaster Mix
MaximaTMSYBR Green/FluorescgRCRfirmy Fermentas.

3.2.5.1. Synteza cDNA

Pierwszym etapem opisywanej metody bylo mezknie starterbwRandom Hexamer

Primer w ilosci 1 pl do matrycy RNA (1 ug — afips¢ potrzebm do przeprowadzenia
reakcji obliczano na podstawiestnia oznaczonego spektrofotometrycznie) w roztwarze
DEPC. Reakcja ta zachodzita podczas 5-minutowepbakji w temperaturze 66.
Nastpnie przeprowadzono wdeiwg reakcg odwrotnej transkrypcji, dodg do mieszaniny
w probowce kolejno5x Reaction Buffer 4 ul, Inhibitor RNaRibo Lock20u/ul — 1 pIMix
DTP 10 mM— 2 ul, odwrotg transkryptag M-MuLV 20u/ul — 2 pl. Po delikathym
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zmieszaniu i wirowaniu, préby inkubowano w tempera¢ 250C przez 5 min, a ngstie
w temperaturze 370C przez dalsze 60 min. Reaatfzymywano przez ogrzanie probowki
w temperaturze 700C w czasie 5 min. Odczynnikiaegfirst Strand cDNA Synthesis Kit

wykorzystane do syntezy cDNA przedstawiono w Tabel

Tabela 6. Odczynniki wykorzystane do syntezy cDNA

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Random Hexamer Primer 100Fermentas #1611

uM 0,2ug/ul

DEPC —treated Water Fermentas #1611
5XReaction Buffer 250mM Tris -HFermentas #1611

HCI(pH 8,3)

RiboLock RNasg20u/ul) Fermentas #1611

Mix dNTP10mM Fermentas #1611

Odwrotna  transkryptaza  M-Fermentas #1611

MuLV 20u/ul

3.2.5.2. Analiza jak&i cDNA

W celu weryfikacji jakéci otrzymanego cDNA przeprowadzano reakdPCR z

wykorzystaniem primeroworward i ReversgF+R) dlap-aktyny. W tym celu dla kalego
cDNA przygotowano mieszargrii2,5 plMaster Mix Maximal plPrimera F+Roraz 10,5
pl Water Nuclease — fre®astpnie dodano do mieszaniny po 1ul warej otrzymanego
cDNA. Dla kadego pacjenta przygotowano po 4 proby — 2 probyezyni 2 proby kontroli
negatywnej. Proby umieszczono w termocyclerze —|FRea Mastercycler epgradientS
firmy Eppendorf, gdzie przeprowadzono regkogal time PCR(reakcja PCR w czasie

rzeczywistym) wg nagpujacego programu (Tabela 7).

Tabela 7. Program amplifikacji produktu gevaktyny.

Etap Temperatura Czas llasé cykKli
Denaturacja wgpna 940C 3 min 1

Denaturacja 940C 30s 35
Annealing(przylczanie) 580C 30s 35
Elongacja 720C 45s 35

Wyniki otrzymano w postaci wykreséw dla okienych primerowp-aktyny. W Tabeli 8
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przedstawiono wykaz odczynnikow wykorzystanych dmeprowadzenia analizy jako
cDNA.

Tabela 8. Odczynniki wykorzystane do analizy jk@DNA.

Odczynnik Producent Numer katalogowy
Master Mix MaximaTM Fermentas K0171
SYBR(Green/ROXgPCR)

Primer Forward0,3uM Fermentas

Primer Revers®,3uM Fermentas

Water nuclease-freewoda wolna Fermentas R0582

od nukleaz

3.2.5.3. Amplifikacja

Reakcg dla wszystkich préb przeprowadzono za pogpestawuMaster Mix MaximaTM
SYBR Green/Fluorescein qPCRest to gotowy do aycia roztwor zoptymalizowanego
buforu z polimerag MaximaTM Hot Start Taqg DNA Polymerase, dNTBawnikiemSYBR
Green | oraz pasywnym barwnikiem referencyjnym — fluorésge Do mieszaniny
dofgczone jest dUTP dla dodatkowej kontroli przenoszéwintaminacji przy zyciu Uracyl
DNA glikozydazy (UDG). Barwnik SYBR Green | intelkge w podwdjm struktue
tworzonego DNA, dziki czemu niepotrzebne jestycie sond specyficznych do sekwencji.
Sktad mieszaniny eliminuje niespecyfigzramplifikacg oraz powstawanie dimerow
starterow.
Reakcg przygotowano podobnie jak do analizy jagiccDNA. Jako matryce dla polimerazy
postwyty preparaty cDNA z leukocytow krwi obwodowej. MiEanina reakcyjna o
objetosci 25ul zawierata:

- 12,5 pMaster Mix MaximaTMSYBR Green

- 10,5 pWater Nuclease free

- 1 pl primeroworward +Reverse

-1 pul cDNA
Zastosowano startery zaprojektowane dla poszczggdlgendéw biatek szlaku JaK/STAT.
W pierwszym etapie analiz skorzystano z komercypnegstawlPCR dla ludzkiego szlaku
sygnalizacyjnegaaK/STAT (SA Biosciences, Qiagen, Wroctaw, Polar@ytowa ptytka
zawierata zliofilizowane primery dla 96 gendow, wmty84 genow szlaku sygnatowego

JaK/STAT. Ukiad ten obejmowat wszystkie znane el@yneodziny JaK i STAT, receptory
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aktywujgce, kofaktory gdra komorkowego, i koaktywatory zwiazane z biatka®TAT,
geny indukowane przez STAT i negatywne kontrolegot szlaku (petna lista badanych
genow jest te dostpna pod adresem: sabiosciences.com/rt_pcr_prodiitHPAHS-
039A.html, Tabela 9). U kalego uczestnika bafleekspresj kazdego genu docelowego
normalizowano wobec endogennej kontroli GAPDH+188CT) i poréwnywano z
odnanikiem (AACT), ktory stanowito, jak jg wspomniano wczmiej, RNA uzyskane z
wyjsciowych leukocytow krwi obwodowej pacjentow kontrpth.
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Tabela 9. Czynnwiowe grupowanie genow zestawu PCR dla szlaku s$iggiegjnego

JaK/STAT cztowieka ( zgodnie z
http:/Avww.sabiosciences.com/rt_pcr_product/HTML/PAHS-038Al )

No.
1.

2.

w

=

o u

N

0

©

10.
11.

12.

13.

Grupa
JaKs

Rodzina STAT
Receptory wizace | aktywujce
biatka JaK

Aktywnos¢ biatka adaptorowego
SH3/SH2
Translokacjagdrowa biatlek STAT
Fosforylacja tyrozyny biatek STAT

Czynniki transkrypcyjne lub
regulatory wchodgce w interakej z
biatkami STAT

Geny indukowane biatkami STAT

Negatywne regulator§ciezki
JaK/STAT

Apoptoza
Ro&znicowanie komorek

Wazrost i/lub przetrwanie komorek

Odpowied immunologiczna

Analizowane geny
JaK1, JaK2, JaK3, TYK2
STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STATSB,
STAT6
CSF1R, CSF2RB, EGFR, EPOR, F2R, GHR, IFNARL,
IFNGR1, IL10RA, IL2RA, IL2RG, IL4R, IL6ST, INSR,
MPL, PDGFRA, SH2B1

SH2B2 (APS), CRK, SIT1, SLA2, SRC, STAM

F2, F2R, STAT1
F2, F2R, IL20, PPP2R1A, PRLR, STAT1
Dodatnia regulacja transkrypcftMGA1, SMAD3.
Negatywna regulacja transkrypcgl A2, SMAD3, SPI1,
STATS3.
Aktywnosé¢ czynnika transkrypcji polimerazy RNA II:
JUNB, SP1, USF1.
Aktywnoé¢ koaktywatora transkrypcjdUNB, YY1.
Aktywnosé¢ korepresora transkrypcilUNB, PIAS1, YY1.
Aktywnos¢ aktywatora transkrypcjSMAD1, SMADS5,
SP1.
Inne czynniki transkrypcji i requlatorZEBPB, CRK,
GATA3, IRF1, ISGF3G, JUN, MYC, NFKB1, NR3C1,
PPP2R1A, SMAD2, SMADA4.
Statl:CXCL9, IRF1, JUNB, NOS2A.
Stat3:A2M, BCL2L1, CDKN1A, CRP, FAS (TNFRSF6
IRF1, MMP3, MYC, SOCS1.
Stat4:FCGRI1A, IFNG, IRF1, MYC.
Stat5:CCND1, CDKN1A, IL2RA, IRF1, OSM.
Stat6:FCER1A, GATAS, IL4, IL4R.
Statl/Statl/p485BP1.
Stat1/Stat2/p48SG15 (G1P2), OASL.
PIAS1, PIAS2, PTPN1, PTPRC, SOCS1, SOCS2, SOCS
SOCS4, SOCS5
BCL2L1, CDKN1A, F2, F2R, FAS (TNFRSF6), IL2RA,
NFKB1, PPP2R1A, PRLR, STAT1
IL20, IL4, NOS2A, PPP2R1A, SOCS2, SOCS5
Cykl komérkowy:CCND1, CDKN1A, EGFR, F2, F2R,
IL2RA, IRF1, JaK2, MYC, PPP2R1A, STAT1.
Wzrost komérekA2M, EGFR, GHR, IFNG, IL4, INSR,
OSM, PPP2R1A, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4,
SOCSS.
Proliferacja komérekCSFI1R, IL2RG, IL4, MPL, OSM,
PDGFRA, SMADS3.
Odpowied ostrej fazy.CEBPB, CRP, F2, STAT3.
Przetwarzanie antygenBCER1A, FCGR1A, PPP2R1A
Humoralna odpowiedimmunologicznaSH2B2 (APS),
CSF1R, CSF2RB, IL4, NFKB1, YY1.
Odpowied zapalnaCEBPB, CRP, CXCL9, IL10RB,
IL20, NFKB1, NOS2A, NR3C1.
Aktywacja limfocytéw:IL4, PRLR, SIT1, SLA2.
: CXCL9, FAS (TNFRSF6), ISG15 (G1P2), GBP1, IFN
IL2RA, IL2RG, IL4, IL4R, IL6ST, IRF1, ISGF3G, OAS]
OSM, STAT5A, STUBI.

Gl
|-1
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3.2.6. Oznaczenie ggenia SOCS3, SOCSS5, IL-6 i IL-20 w surowicy krwi

Odmrazone supernatanty ponownie oczyszczano ze strontéez pvirowanie (4000 rpm
przez 2 min) a nagbnie oznaczano w nich zawaitobiologicznie aktywnych SOCS3,
SOCS5, IL-6 i IL-20. Kolejne szczeble procedur EAI$rzeprowadzano zgodnie z
zaleceniami wytworcy. Oznaczenia prageej zawartéci SOCS3, SOCSS5, IL-6 i IL-20 u
kazdego pacjenta w obu badaniach (przed i po lecz8fi8) i w grupie kontrolnej opierano
na podwojnym oznaczaniu cytokin na podstawie odcayektrofotometru przy diugo
fali 450 nm.

W badaniach zastosowano rg@stjace zestawy kolorymetryczne ELISASOCS-3human
ELISA system ABIN366182 @ntibodies-online GmbHAachen, Germany)?’SOCS-5
humanELISA systemABIN 422766 @ntibodies-online Gmb}4*human high sensitivitht -
6 ELISA Kit, ab46042 (Abcam, Cambridge, UKjijumanlIL-20 ELISA Kit, ABIN415142
(antibodies-online GmbH Dobér poszczegdlnych testow zostat podyktowaryikami
oznaczé poziomu ekspresji gendw, ktdére w sposob istotmnitg sie w okresie przed
rozpoczciem oraz w trakcie leczenia immunosupresyjnego czggotowe dane

przedstawiono w rozdziale dokumentym wyniki).

3.2.7. Reakcje immunocytochemiczne

W celu wykazania ekspresji SOCS3 i SOCS5 w roznfazawvieragcych wyizolowane
komorki jednogdrzaste znajdage sé we krwi obwodowej, przeprowadzono $§pedni
procedu¢ immunocytochemiczn Endogeng aktywna¢ peroksydazy blokowano drg@0
minutowej pre-inkubacji w 3% wodzie utlenionej. Baia immunofluorescencji opierano
na wstpnej inkubacji z przeciwcialami swoistymi dla SOC$88 rozcieiczeniu 1:10;
poliklonalne krélicze przeciwciata przeciw antygemocztowieka; ab16030, Abcam) i
SOCS5 (w rozcigczeniu 1:10; poliklonalne krolicze przeciwciata @cav antygenowi
cztowieka; ab3695, Abcam). Inkubacja z pierwszdmvym przeciwciatem byta
prowadzona w temp. 4°C wagu nocy, po czym nagiowata inkubacja z przeciwcialem
drugorzdowym (kozie anty-krélicze, znakowane barwnikienuoflescencyjnymAlexa
Flour 555 A — 21429; rozcigczenie 1:200;Molecular Probes MobiTec, Goettingen,
Niemcy) w temperaturze 37°C i czasie 30 min. Rexylteakcji obserwowano wwietle

fluorescencyjnym pod mikroskopem Olympus BX60. lgoadie wykonywano korzystagg z
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kamery CCD sprzonej z programem do analizy obrazdoft Imaging Systen®lympus,
Muenster, Niemcy). Analizprzeprowadzano w sposélepy, na kodowanych probach.

W oparciu o wyniki barwienia hematologicznego, &@uwlane z uyciem
morfometrycznego programu Microlmage (Olympus) @zaao zawartd komorek
immuno-dodatnich, porownag liczbe takich komérek z catkowdt liczbg komorek

jadrzastych. Zawartg komorek dodatnich < 5% klasyfikowano jako wynilemjny.

3.2.8. Test przesiewowy ekspresji szlaku sygnalizgoego kinaz Janus

Jak ju wspomniano wczmiej, w pierwszym etapie bafladokonano swoistego testu
przesiewowego z wykorzystaniem ptytek SuperArragn Todzaj analizy zastosowano w
przypadku 15 pacjentéw z zespotem nerczycowym €fep&dw z rozpoznaniem SRNS oraz
8 z rozpoznaniem SSNS). Otrzymane wyniki nie podwg@dnak na jednoznaczranaliz,

z uwagi na faktze geny ligandéw (gtéwnie cytokin) wykazywaty zmiaelspresji na tyle
silne, £ maskowaty wyniki dla kluczowych genéw szlaku JakRAS. Za gidbwry przyczyre
takiego rozktadu uznano zaburzenia immunologiczygvatane m.in. aktualnym etapem
leczenia i czasem trwania choroby w dniu pobramia klo bada. Z tego wzgidu do
wiasciwych analiz  wyselekcjonowano jedynie kluczowe nge kandydujce” dla
funkcjonowania szlaku sygnalizacyjnego kinaz Janms pomingciem ligandow
aktywujgcych szlak, ktorych uwzegtinienie utrudniato anakzze wzgédu na wystpowanie
reakcji krzyowych. Dodatkowo, rozbudowano fak zakres informacji klinicznych
zebranych na temat poszczegoélnych pacjentéw, zeegamym uwzgldnieniem historii
leczenia oraz aktualnej terapii (w dniu pobraniaikr

We wiaciwych, nasgpczych analizach badano ngsijace geny: JaK1, JaK2, JaK3, TYK2,
STAT1, STAT2, STAT6, SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCSL£SBOJako prapodniesienia
badano nasgpujasce geny referencyjne: ACTB, hMRPL oraz HPRT. W tyelu
wykorzystano gotowe primery produkowane przez §ir®A Biosciences. Amplifikagj
produktéw przeprowadzono w termocyklerze: RealPldastercycler epgradientS firmy
Eppendorf wedlug nagtujacego programu (Tabela 10).
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Tabela 10. Program amplifikacji produktéw genévaka JaK/STAT.

Etap Temperatura Czas llasé cykKli
Denaturacja wgpna 940C 3 min 1
Denaturacja 940C 30s 35
Annealing(przylczanie) 580C 30s 35
Elongacja 720C 45s 35

Po ostatnim cyklu nagbowato liniowe, stopniowe ogrzanie prébek do 9502&p 20 min w

celu znalezienia doktadnego punktu rozpadu nici DNantrola jakdci).

3.2.9. Analiza statystyczna

Po wykonaniu amplifikacji w technice real time PGRzymano surowe dane, ktore zostaty
wyeksportowane w postaci plikbw w formacie xIs. #ete wyniki obejmowaty informacje
dotyczice wartdci Ct dla wszystkich analizowanych gendéw zaréwngmnwpie pacjentow
badanych, jak i w grupie kontrolnej (osoby zdrowlpastpnie utworzono dokument w
programie Excel, w ktorym w odpowiednich kolumnambrano otrzymane wyniki. Dla
kazdej analizowanej osoby obliczongedni wartags¢ Ct dla trzech badanych genow
referencyjnych. W kolejnym etapie dlazkie] osoby obliczono wargé delta Ct osobno dla
kazdego genu szlaku JaK/STAT poprzez @glgrie r@nicy migdzy wartgciag Ct danego
genu szlaku JaK/STAT, @edng wartascig Ct trzech gendw referencyjnych u danej osoby.
Nastpnie, tylko dla grupy kontrolnej, dla kdego genu szlaku JaK/STAT obliczoirednp
wartas¢ delta Ct oraz ok&tono jej odchylenie standardowe. Ponadto, hazna odchyleniu
standardowym, dla kadego genu szlaku obliczonéredng wartg¢ minimalrg oraz
maksymalg w grupie kontrolnej. Wartei te obrazowaly zakres wastm Ct wystpujacy w
obrebie analizowanej grupy kontrolnej. W przypadkuzmpiéjszych analiz, dotygzych
pacjentow, wart€ci te wyznaczaly granice uznania zmian ekspresjiugea istoty. Po
wykonaniu obliczé dotyczcych grupy kontrolnej, wykonano analizmiany ekspresji u
pacjentow z zespotem nerczycowym. Dlad@go pacjenta, osobno dlazkago badanego
genu, obliczono warté delta Ct w sposob analogiczny do grupy kontrolihgjstpnie dla
kazdego genu obliczono watid A delta Ct poprzez okékenie r@&nicy miedzy wartdcia
delta Ct danego genu szlaku JaK/STAT u danego macjasredny z wartdgciag delta Ct
tego genu obliczandla wszystkich os6b z grupy kontrolnej. W celuici#nia krotnéci
zmiany ekspresji danego genu szlaku JaK/STAT u regla pacjenta, obliczono
nastpujaca wartagc: 2°(-A ACt). Otrzymany wynik wikszy od 1 bezpwednio informowat
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o krotnaci wzrostu ekspresji, natomiast spadek eksprgego krotnd¢ wyrazona byta w
postaci utamka dziegnego. Aby okréli¢, czy otrzymana warfé krotncsci zmiany
ekspresji u danego pacjenta byta istotna w odmesigo grupy kontrolnej, warfo delta Ct
dla kadego genu poréwnano z obliczonymi waze] wartgciami minimaly oraz
maksymalg. Istotny wynik zmian ekspresji dla danego pacjevkesslono, gdy spetnione
byly nastpujace warunki:

1. wartas¢ delta Ct badanego genu szlaku JaK/STAT u pacjeigtazawierata i w

zakresigsredniej minimalnej i maksymalnej wastm delta Ct w grupie kontrolnej

2. obliczona krotné&¢ zmian ekspresji wykraczata poza waétd
Wszystkie zmienne ggte lub przedziatowe wyfano jako srednie + SD. Dane
poréwnywano, stosgg dla wynikow zgodnych z rozktadem normalnym - teStudenta dla
grup zalenych i niezalenych. Analiz réznej ekspresji gendéw &06d uczestnikow bada
dla oceny wynikéw niezgodnych z krzgvcausa, przeprowadzano stgsujestU Manna-
Whitney'a dla grup niezataych, natomiast dla grup zatgich — test Wilcoxon. Ogéin
metody dopasowania alfa we wszystkich mnogich poréwndmiacobecnych badaniach
bylo wprowadzenie poprawki Bonferoniego. P < 0.0Bnano za prog statystycznej

istotnasci réznic lub korelacji [68].
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4. Wyniki

4.1. Obserwacja kliniczna

W ponizszej analizie i dyskusji termin 'grupa badana' edrsg do wszystkich 54 dzieci
analizowanych przed rozpagzem leczenia. W ggu realizacji protokotu bada 34
pacjentow odpowiedziato na leczenie steroidamij@ret SSNS, podgrupa 1) a 20 dzieci
nie wykazato pozytywnej odpowiedzi na ten rodzagémnia (pacjenci SRNS, podgrupa 2).
Przed podjciem leczenia wszyscy pacjenci twgey podgrupy 1 i 2 nie ednili sie od siebie
pod wzgédem podstawowych parametréw biochemicznycézéstie kreatyniny, mocznika,
lipidow i cholesterolu), mieli podolgrliczbe leukocytow we krwi obwodowej oraz odsetek
limfocytow. Analogicznie, wszyscy pacjenci zakwikdwani do grupy badanej mieli
podobne stzenie biatka C-reaktywnego oraz wadoGFR. Rownie odsetek dzieci ze
zdiagnozowas przed rozpocxiem leczenia erytrocyturiw obydwu podgrupach byt
porownywalny. Jedynistotry statystycznie rinica byto stzenie albumin w surowicy Krwi
(3,0 £ 0,7 mg/dl wobec 2,3 + 0,8 mg/dl odpowiedmiopodgrupie 1 i podgrupie 2.; p <
0,05) i poziom biatkomoczu (44 = 12 mg/kg/24h wolgt + 33 mg/kg/24h; p < 0,05).
Powyzsze dane zebrano w Tabeli 11.

Po 6 tygodniach podawania steroiddw wykazano ob#cnbiatkomoczu oraz
hipoalbuminemii wydcznie w podgrupie 2. Zgodnie z wytycznymi ISKDC Dfaviatowej
Organizacji Zdrowia w tej grupie pacjentéw wykonaniopsg nerki oraz systematycznie
wycofywano s¢ z podawania steroidow na rzecz innych lekow imnsupoesyjnych
(cyklosporyna, cyklofosfamid, mykofenolan mofetylu)

Na podstawie analizy histologicznej bioptatu nernikroskopia w jasnym polu,
mikroskopia fluorescencyjna oraz mikroskopia elektwa) ujawniono obecé zmian
minimalnych (MCD) u 6 pacjentéw, rozlamproliferacg mezangium (DMP) u 5 osob oraz

ogniskowe segmentowe stwardnienighkiszkow nerkowych (FSGS) u 9 dzieci.
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Tabela 11. Charakterystyka biochemiczna badanejlpojp przed pocgtkiem leczenia.

Badana populacja
Cecha
SSNS - podgrupa | SRNS - podgrupa Il
Biatkomocz (mg/kg/24h) 44 + 12 92 + 33*
Erytrocyturia (% of patients) 23,5 20
GFR (ml/min/1,73rM) 97 +7 89+7
Albuminy w surowicy (g/dl) 3,0+0,7 2,3+0,8*
CRP (mg/dl) <0,5 <0,5
Kreatynina (mg/dl) 0,9+0,2 0,8+0,2
Mocznik (mg/dl) 2516 29+8
Trojglicerydy (mg/dl) 158 + 25 165 £ 21
Cholesterol (mg/dl) 182 + 25 201 + 24
Leukocytoza (G/I) 56+1,2 57+23
Limfocytoza (% leukocytow) 28+12 32+16

SSNS = steroidowediwy zespo6t nerczycowy; SRNS = steroidooporny zésgdczycowy;
*= istotne statystycznie (p < 0,05)

4.2. Ekspresja sktadowychsciezki sygnatowej JaK/STAT w populacji obwodowych
monocytow oraz limfocytow

Ekspresja szlaku sygnalizacyjnego JaK/STAT wzirych agranulocytach (monocytach i
limfocytach) u wszystkich pacjentéw z grupy badamgp analizowana dwukrotnie: przed
rozpoczciem leczenia oraz po 6 tygodniach, gdy odpowieth leczenie sterydami
pozwolita na zrénicowanie pacjentow SSNS (podgrupa 1) oraz SRNSIgipmpa 2).
Wyniki pierwszej, wsipnej analizy porownano z eksprespRNA w grupie kontrolnej
(Tabela 12), w ktérej analiza ekspresji elementiezki sygnatowej JaK/STAT byta
analizowana jednokrotnie. Dziatanie takie, opartestandardy wykonywania baftla
przesiewowych, pozwolito na wyaghnienie 'gendéw kandydagych’, w sktad ktérych
zaliczono: JaK1, JaK2, JaK3, STAT1, STAT2, STAT&KR, SOCS1, SOCS2, SOCS3,
SOCS4 i SOCS5. Co ciekawe, ekspresja mRNA dla vemog byta okoto 10x wksza w
poréwnaniu do ekspresji tych samych genéw oznaadomygrupie kontrolnej i nie ibita

sic w obrbie izolowanych populacji monocytéw i limfocytow.kgpresja mRNA dla
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pozostatych analizowanych genow (z gtigjem wymienionych w Tabeli 13) nie z0ita sk

istotnie od ekspresji w grupie kontrolnejadigeny te wyeliminowano z dalszych bada

Tabela 12. Wrednione wartéci

zmiany ekspresji

“gendw-kandydujch”

szlaku

sygnalizacyjnego JaK/STAT w leukocytach obwodowyghonocytach i limfocytach)

badanych dzieci (podgrupy 1 i Il) oraz grupy kot w czasie rozpoznania i po 6

tygodniach steroidoterapii.

Usrednione wartosci zmiany ekspresji genéw
| Podgrupa Il po 6
Grupa badana w czasi Podgrupa | po 6 tyg. |Podgrupa Il po 6 tyg. )
. ) ) ) ) tyg.leczenia w
rozpoznania w leczenia w poréwnaniy leczenia w poréwnanid i }
. . . porownaniu z
Gen poréwnaniu z ze stanem w czasie | ze stanem w czasie
; ) ) podgrup | po 6
kontrolami rozpoznania rozpoznania )
tyg.leczenia
Zmiana Zmiana Zmiana Zmiana
- P . p . p . p
ekspresji ekspresji ekspresji ekspresji

JaKl | 22,3(¢) | 0,0006| 28,3() |0,0004| 29,1() | 0,0005| 4,7 () ns

JaK2 | 12,8 (¢) | 0,0052| 12,8 () |0,0048| 17,4() | 0,0086| 3,8 (|) ns

JaK3 | 27,1 () 0,002 | 13,8() | 0,0042| 16,3() | 0,0038| 8,6 (|) ns

STAT1 194 () | 0,0016| 21,6 () |0,0035| 14,9() | 0,0018| 9,2 (]) ns

<
STAT2| 48,1 () 34,1() |0,0001| 32,3() |0,0001 7,4() ns
0,0001

STAT6 11,3(¢) | 0,0079| 159() |0,0174| 15,8() | 0,0086| 6,6 (|) ns

TYK2 | 17,5(¢) | 0,0413| 21,6() |0,0064| 16,3() | 0,0058| 3,7 () ns

SOCS]1 248() | 0,0413| 14,7() |0,0064| 12,1() | 0,0214| 8,2 (]) ns

SOCSz 26,1(¢) | 0,0027| 32,9() |0,0018| 16,2() | 0,0024| 7,4 () ns
SOCS3| 32,7(¢) | 0,0021| 29,1 () |0,0005| 2,4 (1) ns |225() | 0,0005

SOCS4 18,3() | 0,0005| 28,8 () | 0,0006] 29,3() | 0,0004| 3,9 () ns
SOCS5| 19,6 (1) | 0,0085| 22,7 () |0,0086 3,5() ns | 13,6 () | 0,0086

Zmiana ekspresji = wielokrot§é zmiany ekspres;ji

1 = wzrost ekspresji genu; | =spadek ekspres;ji genu;

ns = nie istotne statystycznie;

Wyniki

drugiej

analizy wyej

wspomnianych 'genéw kandydaych' porownano

statystycznie z wynikami analizy pierwszej — przexxpoczciem leczenia, w chwili

rozpoznania, a tak poréwnano je mdzy pacjentami SSNS oraz SRNS (Tabela 12). U
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dzieci z podgrupy 1, wgbnie podwyszona ekspresja wszystkich 'genéw kandyaygh'
ulegta zredukowaniu do zakresu kontrolnego. Podohbnpacjentéw z SRNS (podgrupa 2)
podwyzszone poziomy ekspresji mMRNA dla niemal wszystkiganow-kandydujcych'
ulegty obnzeniu z wyptkiem ekspresji mMRNA dla SOCS3 i SOCS5. Mgleauway¢, ze
ekspresja SOCS3 (ale nie ekspresja SOCS5) byta yisdena w kgzagcych monocytach
pacjentow podgrupy Il w poréwnaniu z pacjentami grogy | (p = 0,0005). Przeciwnie,
ekspresja SOCS5 (ale nie SOCS3) byta pagegna w limfocytach pacjentow z SRNS w
poréwnaniu z pacjentami SSNS (p = 0,0086). Wyrekiwiykazywaty rownig silng dodatni
korelacg z nasileniem biatkomoczu oraz obemiem sgzenia albumin surowicy Kkrwi
pacjentow z zespotem nerczycowym.

Co nie mniej istotne, ekspresje SOCS3 i SOCS5 miymyalty st na niezmiennie
podwyzszonym poziomie u wszystkich pacjentow z SRNS piygédniowym okresie
podawania glikokortykosteroidow niezatge od typu histologicznego glomerulopatii
(MCD, DMP lub FSGS).

4.3. Ekspresja pozostatych gendéw uczestnigz/ch w odpowiedzi immunologicznej i
réznicowaniu komorkowym w obwodowych monocytach i limbcytach

Jak juz przedstawiono w Tabeli 9, kompleksowa analiza gatektadu JaK/STAT z
zastosowaniem plytek SA Biosciences pozwalata prdesowa roznice w ekspresji nie
tylko poszczegodlnych elementéw samigjezki sygnalizacyjnej, ale réwnie ekspresj
genow indukowanych przez grmupiatek STAT oraz geny bigce udziat w odpowiedzi
immunologicznej.

Okazato s}, ze pacjenci SSNS, podobnie jak dzieci zakwalifikowa® grupy kontrolnej,
nie wykazatly podwsyszonej ekspresjtadnych innych gendow aigli tych, ktore zostaty
wymienione w Tabeli 12. Jednak pacjenci SRNS, zaréwno przed rozgogam leczenia
jak po 6 tygodniach podawania steroidow wykazywsibtnie wysz ekspresj IL-20, IL-
4R, IL-6ST oraz licznych czynnikow transkrypcyjnychUN, MPL, MYC, SP1 i SRC.

Szczegotowe dane zsumowano w Tabeli 13.
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Tabela 13. Korelacjastednionej zmiany ekspresji genéw IL-20, IL-4R, 156, JUN,
MPL, MYC, SP 1 i SRC w leukocytach obwodowych ( moytach i limfocytach) dzieci

badanych ( podgrupy I i 1l) i grupy kontrolnej wasie rozpoznania i po 6 tygodniach

steroidoterapii.

Zmiana ekspresji genu
Podgrupa | w czasi| Podgrupa | po 6 tyg  Podgrupa Il w czasie Podgrupa Il po 6 tyg.
Sar rozpoznania wobe¢ leczenia wobec rozpoznania wobec leczenia wobec
kontroli kontroli kontroli kontroli
Zmiana Zmiana Zmiana Zmiana
ekspresiji P ekspresji P ekspresji P ekspresji P
IL-20 0,8 (1) Ns 0,4 (@) ns | 167,8 ¢) | <0,0001 172,1 () | < 0,0001
IL-4R | 2,1 () Ns 1.9() ns| 345() |<0,0001 67,3() | <0,0001
IL-6ST | 1,1() Ns 1,3() ns| 16,9() |<0,0001 12,9 () | <0,0001
JUN 1,9() Ns 1,1() ns | 109,2 ¢) | <0,0001| 121,5 () | <0,0001
MPL 1,6 () ns 0,9 () ns| 99,8() |<0,0001 78,3() | <0,0001
MYC 0,3 (@) ns 0,5@) ns | 110,7 ¢) | <0,0001| 119,3 () | < 0,0001
SP1 0,8 () ns 0,6 () ns| 392() |<0,0001 38,2 () | <0,0001
SRC 0,9 (1) ns 1,3() ns | 32,7() |<0,0001 29,7 () | <0,0001

Zmiana ekspresji = wielokrot§é zmiany ekspres;ji

1 = wzrost ekspresji genu; | = spadek ekspresji genu;

ns = nie istotne statystycznie;

IL-20, podobnie jak wszystkie czynniki transkrypogj ulegaty ekspresji wytznie w

krazacych monocytach. Z drugiej strony, IL-4R i IL-6STykazywaly podwyszory

ekspresj tak w kizagcych monocytach jak limfocytach a poziom ich ekspneie r@nit si¢
miedzy grupami. Co ciekawe, ekspresje IL-20, IL-4R;6/8T, JUN, MPL, MYC, SP1 i
SRC nie ranity si¢ istotnie mé¢dzy pacjentami z MCD, DMP i FSGS na paia leczenia

jak i po 6 tygodniach podawania steroidéw.

W zwigzku z powyszym, w dalszym etapie badgostanowiono oznaczyosoczowe
wartasci stzenia biatek SOCS3, SOCS5, IL-6 oraz IL-20 u pa@entSRNS oraz

pacjentow SSNS przed rozpeciEm terapii immunosupresyjnej oraz po 6 tygodniach

leczenia z wykorzystaniem steroidéw.
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4.4. Podwyiszone sgzenia SOCS3, SOCS5, IL-6 i IL-20 w osoczu krwi pacjgow
SRNS i SSNS przed wprowadzeniem steroidéw.

Osoczowe stzenia SOCS3, SOCS5, IL-6 i IL-20 oznaczone przecap@thiem steroidow
byly istotnie podwyszone zarowno u pacjentow SRNS jak i SSNS w poraiundo dzieci
nalezacych do grupy kontrolnej. Przetme stzenie osoczowe SOCS3 u tych pacjentow
wyniosto 4,8 £ 2,9 pg/ml (pacjenci SRNS) i 5,2 45 qpacjenci SSNS; p < 0,001 w
poréwnaniu z grup kontrolmg). U pacjentdw z rozpoznaniem SRNS przewm stzenie
osoczowe SOCS5 wyniosto 6,6 + 4,2 pg/ml a u pagjert SSNS 6,1 + 1,8 pg/ml (p <
0,0001 w poréwnaniu z kontrolami). IL-6 byta rowhistotnie podwyszona u pacjentow z
SRNS i pacjentow z SSNS i jej prze¢taia zawarté¢ wynosita odpowiednio 8,8 + 5,3 pg/ml
i 10,2 + 5,2 pg/ml (p < 0,0001 w poréwnaniu z kokami). Wreszciesrednie sgzenie
osoczowe IL-20 wyniosto 6,2 £ 4,3 pg/ml u pacjentd8RNS a 16,5 + 3,2 pg/ml u dzieci z
SSNS (p < 0,005 przy porownaniu SRNS do SSNS; p0801 przy poréwnaniu SSNS z

kontrolami). Dane te zaprezentowano na Rycinie 4.

Rycina 4.Srednie sgzenia osoczowe SOCS3, SOCSS5, IL-6 i IL-20 u pacjgn8RNS i
SSNS przed rozpoeeziem steroidoterapii.

Usrednione wartosci stezen SOCS3, SOCSS, IL-6 i IL-20 w
osoczu krwi pacjentow opornych (SRNS) oraz wrazliwych (SSNS)
na stosowanie steroidow przed rozpoczeciem leczenia

18 7 A
_ 16
“E‘ 14
8 1
E 12 8.8
t
= 10 B SRNS
E 6,6 % m SSNS
8 2 48 52 | 6,1 O grupa kontrolna
F 6 I
o
g 4
™
o
v 2
0 T T T 1
S0OCS3 S0CSs5 IL-6 1L-20

47



4.5. Podwyiszone sgzenia SOCS3, SOCSS5, IL-6 i IL-20 w osoczu krwi pacigéw z
SRNS po 6 tygodniach leczenia glikokortykosteroidam

Osoczowe stenia SOCS3, SOCSS5, IL-6 i IL-20 oznaczane po 6 dpgrh leczenia
immunosupresyjnego z zastosowaniem steroidow Isthytriie podwyszone wyicznie u
pacjentow z rozpoznaniem SRNS. Te samgesiia u pacjentow SSNS badane w ww.
okresie byly poréwnywalne do waétm oznaczonych u dzieci zakwalifikowanych do grupy
kontrolnej. Srednie sgzenie osoczowe SOCS3 u pacjentéw z SRNS wyniosto+4036
pag/ml (p < 0,05 w poréwnaniu z pacjentami z SSN$®iggodniowym leczeniu steroidami;
p < 0,0001 w poréwnaniu z pacjentami kontrolnyrRijzece¢tne stzenie osoczowe SOCS5
u pacjentow z SRNS wyniosto 6,2 + 2,1 pg/ml (p 830w porownaniu do pacjentéw z
SSNS po 6-tygodniowym leczeniu immunosupresyjnymg ©,0001 w poréwnaniu do
kontroli). Rownie poziom IL-6 byt istotnie podwiszony u pacjentéw z SRNS i wynosit
srednio 2,3 £ 0,4 pg/ml (p < 0,05 tak w porownania pacjentow z SSNS po 6-
tygodniowym podawaniu lekow steroidowych jak i wosinku do kontroli). Wreszcie
srednie sgzenie osoczowe IL-20 wyniosto 17,2 £ 5,0 pg/ml (9,001 w poréwnaniu do

pacjentow SSNS i pacjentow kontrolnych). Dane texesvano na Rycinie 5.

Rycina 5.Srednie sgzenia osoczowe SOCS3, SOCSS5, IL-6 i IL-20 u pacjgn8RNS i
SSNS po 6 tygodniach steroidoterapii.

Usrednione wartosci stezen SOCS3, SOCSS, IL-6 1 IL-20 w osoczu
krwi pacjentow opornych (SRNS) oraz wrazliwych (S5NS) na
stosowanie steroidow po 6 tygodniach terapii
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4.6. Immunocytochemiczna ocena ekspresji SOCS3 i 885

W celu potwierdzenia tiej ekspresji SOCS3 i SOCS5 na poziomie biatka w
subpopulacjach leukocytéw krwi obwodowej (monocktac limfocytach), wykonano
immunocytochemiczne oznaczania obedcno ww. czynnikbw z zastosowaniem
fluorescencji. EkspregjSOCS3 i SOCS5 oceniano na rozmazach izolowanyomokek
jednopdrzastych krwi, ale nie rozdzielanych na monocytymfocyty. Identyfikacji obu
populacji komorek (monocytow i limfocytow) dokonym@ na podstawie wielkoi
komodrek: monocyty definiowano jako komorkiseednicy wahajcej st od 15 do 20 pum.
Pozostate komorki o przetnejsrednicy nie przekraczggej 12 pm uznawano za limfocyty.
Ekspres; SOCS3 wykazywano watznie w populacji monocytow (Rycina 6). $fednia
immunofluorescencja wykazywata linijne aganie przeciwciat swoistych dla SOCS3 w
cytoplazmie monocytow. Z drugiej strony, w populdicpfocytow wykazywano ekspresj
SOCSS5 (Rycina 7), w ktérych caty obszar cytoplaanykazywat silny ziarnisty odczyn

wigzania anty-SOCS5, pokryvaaj rowniez teren gdra komorkowego.

Rycina 6. Immunohistochemiczna ocena o0bécndSOCS3 w populacji kgacych

monocytow u 13-letniego pacjenta z rozpoznaniem SRal podtau FSGS.
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Rycina 7. Immunohistochemiczna ocena o0bécndSOCS5 w populacji kgacych

limfocytéw u 10-letniej pacjentki z rozpoznaniem$Rna podtau DMP.
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5.0Omoéwienie wynikow i dyskusja

Jak przedstawiono wgj, od czasu pierwszego opisu biatékiezki sygnalizacyjnej
JaK/STAT oraz biatek natgcych do rodziny SOCS nagit ogromny posip w rozumieniu
ich znaczenia zarbwno w homeostazie jak i patogeneelu chorob. Szlak JaK/STAT jest
bowiem angazowany w liczne, zaréwno fizjologiczne jak i patoicene procesy, w skiad
ktorych zalicza si choroby zapalne, nowotwory, choroby zwyrodnieniawaz dysfunkcje
uktadu odpornfciowego. Wianie z tego powodu, w wielu chorobachkdicych w kegu
zainteresowania specjalisty chorob dzieci, takadhgp@nienie wzrostu czy niedokrwisi®
zwigzana z niewydolrizia nerek, zapalenie #buszkoéw nerkowych jak réwnieodrzucanie
narzdow po ich przeszczepieniu, zaburzenia funkcjonaavésiezki JaK/STAT oraz grupy

czynnikbw SOCS magmie znaczenie diagnostyczne oraz rokownicze.

Problem tego co jest zasadniczym powodem zespoézymowego u dzieci ggle pozostaje
otwarty. Czy jest on zwrany z zaburzeniami immunologicznymi i nrgezym
uszkodzeniem bariery filtracyjnej czyztgest skutkiem mutacji genowych i modyfikaciji
biatek kkbuszka nerkowego powodgych zwikszory przepuszczalr tej struktury? Czy
u wszystkich pacjentow z zespotem nerczycowym,auykh podawanie steroidow wydaje
si¢c nie mi& efektu terapeutycznego, najeprzede wszystkim sekwencjonatvBNA albo
poszukiwg udokumentowanych polimorfizméw pojedynczego nulldo w celu
optymalizacji kosztow leczenia i redukcji efektowaeznych? Czy te nalezy braé pod
uwag etiologe zapalm, w ktérej niewystarczage leczenie immunosupresyjne ma
bezpdredni wptyw na sposob funkcjonowania bariery fittypoe;.

Pocatkowo nazwa JaK1 i JaK2 byta akronimem"agst another kinase"Geny tych biatek
zostaty bowiem zidentyfikowane podczaszelgo przegldu biblioteki ludzkiego DNA.
Ostatecznie jednak przyp sie rozwinigcie skrotu "Janus kinase". Nazwa ta ngaje do
Janusa — rzymskiego boga o dwdch twarzach. Kinakypbsiadaj bowiem dwie domeny
biatkowe, z ktérych jedna jest domgekinazows, a druga hamuje aktywi®d kinazowy
pierwszej. Co ciekawe, nazwa ta reoby¢ rowniez wsparta przez podw@ni nierzadko
wykluczapca sie funkcja elementow uktadu JaK/STAT, co przytoczona révwniebiezacej

rozprawie.
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Przed nieco bardziej szczegétowym omowieniem wymikdprezentowanych w rozprawie,
nalezy zwrdcic uwag na fakt,ze konstrukcja zaplanowanych w niej badmpierata si na
trzech etapach.

Pierwszy z nich polegat na przeprowadzeniu przesiego testu, w ktérym w sposob
ilosciowy okrelano ekspresj wszystkich genéw biatek zaliczanych do uktadu ST
jak i szeregu czynnikéw skojarzonych z tym systenperekazu sygnatu komorkowego w
agranulocytach krwi obwodowej (tabela 9). Wybodr dnta tej populacji obwodowych
leukocytow (mono- i limfocytow) zostat podyktowarkpnieczndciag uniknigcia bkdow
metodologicznych. Wiadomo bowiere w okresie intensywnej steroidoterapii dochodzi do
zwigkszonego wyrzutu niedojrzatych  form  granulocytow rzgde  wszystkim
obogtnochtonnych) ze szpiku kostnego. Tym samym, gdyoyownywa usredniory
ekspresj wybranych genéw w catej populacji leukocytow (nadgstawie wyizolowanego
MRNA) mogtoby s} okaz&, ze obecné& zwigckszonej bezwzghnej liczby granulocytow
obogtnochtonnych w okresie wrulzy 6-8 tygodniem terapii lekami steroidowymi
znieksztatca rinice w poziomach ekspresji poszczegoélnych gendw.iz@lgwanie
monocytow i limfocytow z grupy wszystkich krwinekabych i poddanie dalszym analizom
materiatu pochodcego z tych subpopulacji, z zaémia, miato wptya¢ na obiektywizagj
wynikow.

W efekcie przeanalizowano gmrupB84 biatek, z ktérych wyselekcjonowano do etapu
drugiego wyicznie te czynniki, ktérych poziom ekspresji byt¢kszy lub mniejszy co
najmniej czterokrotnie od wynikow, ktére wykazanogwpie kontrolnej. Warto réwnie
nadmiené, ze w tabelach 12 i 13 przedstawionéradnione wartéci poziomu mRNA
obserwowane osobno w subpopulacji mono- jak i loyféw. Poniewa wartdsci te, poza
wyjatkami opisanymi w rozdziatach 4.2 i 4.3 niemdy si¢ w Sposob istotny mdzy sola,
przyjeto przedstawienie wynikbw w jednej tabeli uwgttiajgcej sredng z pomiarow
dokonywanych na wyizolowanym mRNA z limfo- i monaayy.

Drugi etap bada polegat na celowej analizie ekspresji zaledwikudlstu czynnikéw
(tabele 12 i 13), ktorych ekspregporownano nie tylko mgdzy pacjentami wrdiwymi i
opornymi na steroidy, ale rowriena dwoch rénych etapach leczenia u pacjentow ze
zdiagnozowa# steroidoopornécia i steroidowraliwoscia.

Pozwolito to na przégie do trzeciego i zarazem ostatniego etapu fada ktdrym
szczegotlowo (tym razem rowiiena poziomie biatka) okéono poziom ekspresiji
wytagcznie czterech czynnikéw. Dwoch bezpadnio zwigzanych z uktadem JaK/STAT

(biatka SOCS3 i SOCS5, ktérych utrzympey sk podwyzszony poziom ekspresji
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zanotowano w grupie pacjentow SRNS, u ktérych paaenaprzez 6 tygodni steroidy) oraz
kolejnych dwoch zwgzanych z funkcjonowaniem uktadu JaK/STAT (IL-6 otaz20), co
do ktérych zaobserwowano najuszy wzrost poziomu ekspresji (IL-20) oraz obegno
zarowno w populacji kzacych limfo- jak i monocytéw (IL-6). Analiza ekspjesvw.
SOCS3 i SOCS5 na poziomie biatka miata miejscevaanow odniesieniu do gtenia tych
czynnikéw w surowicy krwi, jak i ich ekspresji w @bie komorek. Z kolei ekspres]L-6
oraz IL-20 na poziomie biatka analizowano wg#nie w oparciu o test ELISA.

Rozwijajgc drugi etap bada nalery zauway¢, ze istotne rénice w ekspresji elementow
szlaku sygnalizacyjnego JaK/STAT w agranulocytachcjentow 2z rozpoznaniem
idiopatycznego zespotu nerczycowego byly obserwewdia wartéci ekspresji mRNA
JaK1l, JaK2, JaK3, STAT1, STAT2, STAT6, TYK2, SOCSDCS2, SOCS3, SOCS4 i
SOCS5. Byly one ponad 10-krotnie podwsyone u wszystkich badanych pacjentow.
Rezultatu tego nie mina jednak interpretowaw sposéb, ktéry sugerowatbye u
wszystkich ww. pacjentow zespot ten rozgéisie wtérnie do zmian funkcjonalnych uktadu
odporndgciowego. W mojej opinii zmiany immunologiczne mdgy¢ zarowno efektem jak i
przyczyry modyfikacji biatek bariery filtracyjnej. Analiza kepresji biatek uktadu
JaK/STAT przed rozpoeziem leczenia immunosupresyjnego nie pozwala zatem
prognozowa przysztego przebiegu terapii. Jedaakgdy okréli si¢ kolejny profil ekspresji
ww. genow w najbardziej kluczowym momencie terapimunosupresyjnej w przebiegu
idiopatycznego zespotu nerczycowego (zwykle wysfe on mgdzy 6-tym a 8-mym
tygodniem leczenia), mioa juz wykry¢ istotne ra@nice medzy dzi€mi z rozpoznaniem
SSNS oraz SRNS. W tym momencie procesu chorobowkgjresje JaKs, STATs a fa&k
ekspresje TYK2, SOCS1, SOCS2 i SOCS4 ukegaglukcji do wartéci grupy kontrolnej.
Jedyne zmiany w ekspresji gendéw szlaku sygnalinegy) JaK/STAT ograniczgjsic do
podwyzszonych pozioméw SOCS3 i SOCS5 yognie u pacjentdw z SRNS. Co ciekawe,
zmienione ekspresje SOCS3 i SOCS5 u tych pacjenttvina wykaza zaréwno na
poziomie mMRNA jak na poziomie biatka, co potwiefdzawyniki inkubacji
immunohistochemicznych oraz ELISA. Najbardziej jekirzaskakujcym elementem jest
fakt, ze podwyszona ekspresja bialek SOCS3 i SOCS5 wrgaych agranulocytach
powinna raczej sugerowawyciszeniesciezki JaK/STAT, a co si z tym wize roOwnie
ograniczenie destrukcyjnego wptywuakscych leukocytéw na funkcjonowanie bariery

filtracyjnej.
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Pytanie zatem, jakie postawiono, brzmiato: czy ppdmona ekspresja biatek SOCSS i
SOCS5 zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka niet jpszypadkiem wynikiem
zwickszonej ekspresji innych, zateych od sciezki JaK/STAT biatek regulatorowych,
cytokin i /lub czynnikéw transkrypcyjnych. W tenagwb podwyszone poziomy ww. biatek
SOCS mana bytoby interpretow@a jako wynik nieefektywnego procesu hamowania
nieznanych datd mechanizmdéw odpordciowych pogébiajacych spustoszenie w aitnie
elementow filtracyjnych klbuszka nerkowego.

Aby odpowiedzié na to pytanie, zanalizowano ekspresje pozostatgghnikow obecnych
na komercyjnie dogpnej ptytce SABiosciences. Ptytke, bedacg formag macierzy RNA
zinterpretowano zatem zaréwno podteim ekspresji samejciezki JaK/STAT jak i w
sposOb pfredni powjzanych z r§ bialek regulatorowych, cytokin i czynnikow
transkrypcyjnych. Wykazanoze pacjenci z rozpoznaniem SRNS, zaroéwno przed
rozpoczciem leczenia jak po 6 tygodniach podawania stémidvykazywali istotnie
wyzszg ekspresj IL-20, IL-4R, IL-6ST oraz licznych czynnikow trakrypcyjnych takich
jak: JUN, MPL, MYC, SP1 i SRC. Co wdej, na podstawie oznagz@rowadzonych na
wyizolowanych populacjach limfo- oraz monocytéw waalniono,ze 1L-20, podobnie jak
wszystkie czynniki transkrypcyjne ulegaty ekspregytacznie w kgzacych monocytach. Z
drugiej strony, IL-4R i IL-6ST wykazywaly podwgzory ekspresj zarowno w kgzacych
monocytach jak limfocytach a poziom ich ekspres@g rmznit sic migdzy grupami. Co
ciekawe, ekspresje IL-20, IL-4R, IL-6ST, JUN, MPIMYC, SP1 i SRC nie ity si¢
istotnie mgdzy pacjentami z chorgbzmian minimalnych (MCD), rozlanym rozplemem
mezangium (DMP) i ogniskowym segmentalnym szkliweem kicbuszkéw nerkowych
(FSGS) na pocitku leczenia jak i po 6 tygodniach podawania st

W zwigzku z powyszym, w dalszym etapie badgostanowiono oznaczyosoczowe
wartasci stezenia nie tylko biatek SOCS3, SOCSS5, ale rownie6 oraz IL-20 u pacjentow
SRNS oraz pacjentow SSNS przed rozgoigan terapii immunosupresyjnej oraz po 6
tygodniach leczenia z wykorzystaniem steroidow.

Decyzg t¢ podgto na podstawie danych literaturowych, z ktorychmikg, ze biatko SOCS3
stanowi kluczowy regulator przeciwstawnych aktyéeidL-6 i IL-20 (cztonka rodziny IL-
10) [69]. IL-6 jest pro-zapaincytokimng, ktora okazuje si petlnic istotrg role w wielu
chorobach zapalnychgdznie z zespotem nerczycowym, podczas gdy IL-20dykowana
przez aktywowane monocyty, reguluje prolifegacy6znicowanie innych monocytow oraz
limfocytow [69]. Dodatkowo, IL-20 powoduje ta& proliferacg oraz rozprzestrzenianiegsi

wielopotencjalnych komoérek progenitorowych hematxyo[69].
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Jak wykazano w obecnym doniesieniu, pacjenci z SRN8azywali istotnie wysz
ekspresje osoczaw tak IL-6 jak IL-20 wyhcznie przed rozpoeziem leczenia
immunosupresyjnego. Po 6-tygodniowym leczeniu gdarai wyjsciowe, wysokie stzenie
IL-6 ulegato obnieniu (ch@ nie powracalo do warfoi obserwowanych w grupie
kontrolnej), natomiast stenie IL-20 podlegato dalszemu wzrostowi. Odpowiadat nie
tylko wyzszym ekspresjom SOCS3 i SOCS5 wzkcych komorkach jedneglirzastych, lecz
takze istotnej utracie biatka w wyniku uszkodzenia &arifiltracyjnej. Nasze obserwacje
zdap si¢ dowodzé, ze biatkomocz z przetadowania e aktywowa nie tylko kaskady
zapalne i stres oksydacyjny lecz i, pesz, szlak sygnalizacyjny JaK/STAT nie tylko w
komorkach kanalikow proksymalnych nerki [70] leekA w wybranych leukocytach krwi
obwodowe.

Co wiecej, biatko SOCS3 podlega silnej indukcji tak pride® jak przez IL-10 w obecrigi
lipopolisacharydow (LPS), cléoz drugiej strony zalae od IL-6 sygnalowanie ulega
wybidérczemu hamowaniu d#i wigzaniu SOCS3 z podjednostk-6ST gpl130 (Tyr759).
Stad wydaje 3, ze modulacja szlaku gp130/JaK/STAT stanowi gdng strategs rozwoju
nowych lekow przeciwzapalnych [44], a oznaczanapmsia ekspresji czynnikow SOCS3,
IL-6 oraz IL-20 w chorobach zapalnych nerek staneowvezny element w dyskusji nad
poznawaniem i wykorzystywaniem nowych czynnikbw gmrostycznych w terapii
idiopatycznego zespotu nerczycowego.

Niewiele wiadomo o funkcji SOCS5. Przy nadekspr8§)CS5 dochodzi, ponownie jak w
przypadku SOCS3, do hamowania aktywoidL-6. Nalezy jednak zauway¢, ze wptyw ten
jest istotnie mniejszy niw przypadku SOCS1 i SOCS3 [45]. Ludzkie biatko 85Qilega
takze ekspresji w wielu tkankach i ngdach, wrod ktorych naley wymienic serce, mézg,
tozysko i mksnie szkieletowe. Najsilniejgz jednak ekspresj SOCS5 stwierdzono w
narzdach limfoidalnych, takich jakledziona, wzty chtonne, grasica oraz szpik kostny
[38]. Moze to wskazywé na fakt,ze SOCS5 petni istognrole w rozwoju morfologicznym
oraz czynnéciowym limfocytéw. Ostatnie doniesienia zwracapwniez uwag na fakt,ze
SOCSS5 jest potencjalnym regulatorem sygnatowanié [[89].

Przedstawione wyej dane wskazgj ze jakkolwiek nie podchod&iby do zagadnienia
funkcjonowania sciezki sygnatowej JaK/STAT, wyjaienie problemu w aspekcie
idiopatycznego zespotu nerczycowego jest bardzaome. Z tego wignie powodu w
ramach niniejszej rozprawy ograniczonce slo okrélenia ekspresji poszczegdélnych
elementow tego ukfadu jak i czynnikow z nim zmanych wy4cznie w populacjach mono- i

limfocytow. Wskazywaly na to rownie liczne wczéniejsze doniesienia, w ktorych
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dokumentowano powzania JaK/STAT wignie z kgzagcymi agranulocytami. Z drugiej
strony zdaj sobie spraw z faktu, ze jednostkowe okétanie stzenia bialek SOCS3 i
SOCSS5 oraz w IL-6 oraz IL-20 w surowicy krwi jedbawmczone diym blkdem. Nigdy
bowiem nie mena w peilni zdefiniowa aktualnego, osobniczo zmiennego stanu
funkcjonalnego ukfadu odporfmowego na podstawie wybiorczych analizezsh
pojedynczych czynnikéw. Wydajecgednak,ze jezeli wezmie sk pod uwag kompleksovy

i jednoczasow analiz wszystkich czterech elementéw (SOCS3, SOCSS5, dice& 1L-20)
to mazna bytoby, z pewnymi ograniczeniami, prognozéwezebieg zespotu nerczycowego
w aspekcie steroidooporfm.

Problem istotnéci uktadu JaK/STAT w patofizjologii zespotu nercoyeego nie jest
szeroko dyskutowany w agjalnej literaturze przedmiotu. Poszczego6lne pubjka
sugeruy, ze aktywacja przekaictwa JaK/STAT odgrywa rel w progresji zaburze
kigbuszkowych przebiegagych z biatkomoczem [71]. Badania te przeprowadzedoak
na modelu zwiertym i obejmowaty one nieliczne geny, do ktérychicaino JaK2,
STATL1 i STATS.

Wiadomo réwnie, ze oporné¢ na hormon wzrostu oraz czynnik IGF-1 (angsulin-like
growth factoj to dobrze znane konsekwencje zdrowotnegzane z niewydolnieia nerek.
Stgzenia hormonu wzrostu w surowicy krwig gazwyczaj prawidiowe lub oscylujw
gornych granicach normy, podczas gdy wzrost u dzidgm rodzajem niewydolr$gi jest
spowolniony [72,73]. Oporr$d na dziatanie hormonu wzrostu porozwij& sie jako efekt
kilku mechanizméw — zmienionego poziomu receptol@wmonu wzrostu, uszkodzonego
przesytu sygnatéciezka JaK2-STAT lub opornieia na IGF1 [74]. Nadal nieznane jest
jednak wyjdnienie, dlaczego podczas niewyddicionerek sygnalizacja JaK/STAT zostaje
uszkodzona. Prawdopodobny jest tylko wzrost ek§pB$3CS2 i SOCS3 wywotany przez
zapalne cytokiny, dziatage poprzez innych cztonkéw rodziny kinaz janusowydB].
Aktywacja sciezki JaK/STAT w chorobach nerek byta réwhiewazana za wany element
w patogenezie i rozwoju chorob nerek, takich jakiciézby nefropatia cukrzycowa [75,76].
Aktywacja sciezki JaK/STAT w nerce osoby z cukrzyamoze nasipi¢ jako efekt
angiotensyny Il (A II), hiperglikemii lub biatkomaa. W organizmackywych, blokada A

Il powstrzymuje wywotan przez hiperglikemi aktywacg biatek JaK2-STAT w
ktebuszkach nerkowych, co wskazuje na fakt,aktywacja tefciezki przez hiperglikem
jest zalena od A Il [76].Wszystkie obserwacje zebrane razgowadz do wniosku,ze
sciezka JaK/STAT meae by elementem niezidlnym do rozwoju nefropatii cukrzycowej,

chat rola biatek SOCS nie zostata jeszcze w petni zbadié3].
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Ostatnio zaproponowano kilka mechanizméw, drdgorych aktywacja sygnatowania
JaK/STAT mogtaby odgrywa role w progresji choréb kbuszka nerkowego z
bialkomoczem. Opisywano je zarowno w modelach zyech [71] jak u ludzi [77].
Nakajima H. i wsp. sugerowate biatkomocz z przegienia mae aktywow& kaskady
zapalne oraz stres oksydacyjny i, p@sct, aktywowa szlak sygnalizacyjny JaK/STAT w
nerkowych komodrkach kanalikbw proksymalnych in wit{77]. Z drugiej strony
stwierdzono,ze hipoalbuminemia powoduje nadekspgegidziny SOCS w obwodowych
leukocytach [5].

Pojawia s¢ coraz wgcej dowodow,ze biatko SOCS3 jest kluczowe w patogenezie i
rozwoju choréb autoimmunologicznych. Na przyktadsayze zmutowanym genem gp130,
w ktérym miejsce wjzace SHP2/SOCS3 zostato zablokowane, zachorowahg stz kilku
chordb, podobny do reumatoidalnego zapalenia stav@k Inne badania sugesyjze
rozregulowanie SOCS3 jest¢szig chorob zapalnych w przewodzie pokarmowym [79].
Niedawno pojawity si tez dowody na to,ze SOCS1 mize przeciwdziat& aktywngci
autoimmunizacyjnej w zapaleniu stawéw [80].

Coraz wecej wynikow bada naukowych potwierdzae biatka SOCSsgszaangaowane w
kontrolowanie rownowagi komorek limfocytowych Th 3J4 Dzieki tym odkryciom
zwickszyto s¢ zainteresowanie badaniami nad arobiatek SOCS w toleranciji
immunologicznej i odrzuceniu przeszczepionych oéganZe wzgtdu na ogroma role
sciezki JaK/STAT w homeostazie limfocytow, mdicowaniu komérek Th i aktywaciji
komoérek pamyci limfocytéw, coraz wgksze zainteresowanie wzbudzaz tedkrycie
srodkow ttumicych i modulugcych system odporsoiowy, np. obiecujce § czasteczki
spowalniagce dziatanie JaK3 [81,82]. JaK3 to bardzaguany cel terapeutyczny, ze
wzgledu na jego selektywrsé tkankows i oddziatywanie z pojedyngz podjednostk
receptora cytokin [40,83]. Leki immunosupresyjmesswane obecnie w transplantologii,
takie jak cylosporyna A, steroidy i takrolimus, adduja na r&norakie tkanki i
mechanizmy, &dac das¢ skutecznymi, ale obarczonymi wieloma szkodliwynfekéami
ubocznymi. Dug zalety inhibitora JaK3 byloby jego ograniczone dziatasgecyficznie i
jedynie na tkanklimfoidalng [43].

Zgodnie z powyszym, wydaje i ze wstpne podawanie steroidow we wszystkich, bez
wyjatku, typach zespotu nerczycowego pozostaje jakamdpiej wskazane. Nawet,zgi
zespot nerczycowy rozwih sie w rezultacie pierwotnego uszkodzenia barieryddtinej,
spowodowanego chocaly mutacjami genowymi, to towarzyga mu w kadym

przypadku nadekspresja uktadu JaK/STATzendy¥ wyhamowana przez wprowadzenie
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lekow steroidowych. Dopiero obserwowane zjawiskeratoopornéci, byt maoze
wczeniej prognozowane utrzymagymi sk podwyzszonymi s§zeniami IL-6 oraz IL-20 w
osoczu krwi, byloby wystarczggym elementem unitiwiajacym modyfikacg leczenia
immunosupresyjnego i wprowadzenie innych, nie-stemych, lekdw przeciw zapalnych
Z drugiej strony, podwiszone ekspresje mRNA dBOCS3i SOCS5usprawiedliwiatyby
podjcie bardziej szczeg6towych badanolekularnychgdcznie z sekwencjonowaniem DNA.
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6. Wnioski

1. Leki steroidowe stosowane w terapii zespotucyowego u dzieci powodyl
zredukowanie do zakresu kontrolnego $gigwo podwyszonych pozioméw ekspresji
MRNA czynnikéw JaKl, JaK2, JaK3, STAT1, STAT2, STATTYK2, SOCS1,
SOCS2, SOCS3, SOCS4 i SOCS5 wzkeych leukocytach u wszystkich badanych
pacjentow z SSNS. Dzieci z rozpozpasteroidoopornscia charakteryzuy si
utrzymupcym sk podwyzszonym poziomem ekspresji biatek SOCS3 i SOCS20IL-
IL-6ST, IL-4R oraz czynnikow transkrypcyjnychUN, MPL, MYC, SP1 i SRC.
Wplyw lekow steroidowych na ekspresgzynnikéw sciezki transdukcji sygnatu
JaK/STAT jest niezalaty od wariantu histologicznego ¢kluszkowego zapalenia
nerek (MCD, DMP, FSGS).

2. W oparciu o przeprowadzone badania nie udatgesinoznacznie okég¢ znaczenia
u dzieci. Wydaje sijednak ,ze biatkomocz z przetadowania u dzieci niexivaych
na leczenie steroidami m® by zwigzany ze wzrastagym stzeniem IL-20, co w
efekcie mae doprowadzado nadekspresji biatek SOCS3 i SOCS5 odpowiednio w

monocytach i limfocytach krwi obwodowej.

3. Kompleksowa, a nie jednostkowa analiza ekspresCS®i SOCS5 oraz IL-6 i IL-20
na poziomie mMRNA u pacjentéw z rozpoznaniem zespehgzycowego w przebiegu
ktebuszkowych zapatenerek mae stanowé podstawy do prognozowania pojawienie

sie steroidooporngci w przebiegu tego zespotu u dzieci.
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8. Streszczenie

Zespot nerczycowy (ZN) stanowi wyzwanie zaréwno pedgledem poznania jego
patogenezy jak i maiwosci zastosowania efektywnej terapii. Mimo znacznedyfikacji
jego leczenia, jaka dokonalag¢shna przestrzeni ostatnich 10 lat, wicinie zostat
wystarczajco doktadnie poznany mechanizm jego patogenezggd te powodu znaczny
odsetek zespotéw nerczycowych o nieustalonej afiotipisuje s¢ mianem idiopatycznego
zespotu nerczycowego (IZN). Jednym z podstawowg&bw stosowanych w terapii ZN s
glikokortykosteroidy. Umegliwiajg one osigniccie remisji choroby u blisko 80% dzieci, u
ktérych rozpoznano IZN. Pozostata grupa, opisywgka oporna na steroidy, wymaga
jednak modyfikacji terapii i poszukiwania innychus&czniejszych metod leczenia.

Biorgc pod uwag dane dotyczre podiga immunologicznego w patogenezie wtdrnego
zespolu nerczycowego, muma przypuszcza ze rownie i w grupie idiopatycznych
zespotbw nerczycowych wigiowa przyczyna uszkodzenia ultrastruktury bariery
filtracyjnej maze tkwic w nieprawidlowym funkcjonowaniu poszczegdélnych Kuwek
uktadu odpornéciowego. Poniewa podstawowym naegdziem komorkowym w populacii
krwinek biatych wypracowuacym odpowied na szereg tych cytokin czy teé czynnikow
wzrostu jestsciezka transdukcji sygnatu JaK/STAT, mma zaktadé ze zaburzenia w
funkcjonowaniu tego mechanizmu mpoguie¢ potencjalne znaczenie w dalszym rozwoju
zespotu nerczycowego. Coqmej, zaburzenia te magnie¢ w efekcie dwojaki charakter —

potegujacy rozwoj choroby lub, przeciwnie, spetnjiey znaczenie ochronne.

W zwiazku z powyszym celem niniejszej pracy byto

1. oszacowanie wptywu glikokortykosteroiddw na ekspresszystkich elementow
sciezki sygnalizacyjnej JaK/STAT w leukocytach pacjentdwozpoznaniem zespotu
nerczycowego

2. proba okrélenia potencjalnego znaczenia zaburzéunkcjonowania sciezki
JaK/STAT w idiopatycznego zespotu nerczycowegoiaaiz

3. proba wyodgbnienia elementow szlaku JaK/STAT o potencjalnynmaczeniu

prognostycznym w rozwoju zespotu nerczycowego edzi

Grupa badana sktadata g1 54 dzieci w wieku od 3 do 19.f hospitalizowanych z powodu

idiopatycznego zespotu nerczycowego w latach 2008030 w Klinice Kardiologii i
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Nefrologii Dziececej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkovegio w Poznaniu.

Na podstawie odpowiedzi na leczenie steroidowe wes& leczenia indukcyjnego

wyodrebniono 34 pacjentoéw z wtwym na steroidy zespotem nerczycowym (SSNS) oraz

20 dzieci z wyktadnikami opordoi na leki steroidowe w ww. etapie leczenia (SRNS).

Ekspresi czynnikdw zwizanych z funkcjonowaniensciezki JaK/STAT badano na

poziomie mMRNA (technika real time PCR) oraz bialieetoda immunocytochemiczna oraz
ELISA).

W oparciu o przeprowadzone badania wykazaao,

1.

2.

Leki steroidowe stosowane w terapii zespolu neroey@go u dzieci powody]
zredukowanie do zakresu kontrolnego $gigwo podwyszonych poziomow
ekspresji mMRNA czynnikéw JaK1l, JaK2, JaK3, STATTAS2, STAT6 TYK2,
SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4 i SOCS5 asmkych leukocytach u wszystkich
badanych pacjentéw z SSNS. Dzieci z rozpozrsa@roidoopornéria charakteryzuj

sie utrzymupcym sk podwyzszonym poziomem ekspresji biatek SOCS3 i SOCSS5,
IL-20, IL-6ST, IL-4R oraz czynnikow transkrypcyjnycJUN, MPL, MYC, SP1 i
SRC. Wplyw lekoéw steroidowych na ekspresjzynnikow sciezki transdukciji
sygnatu JaK/STAT jest niezaley od wariantu histologicznego ¢kiuszkowego
zapalenia nerek (MCD, DMP, FSGS).

W oparciu o przeprowadzone badania nie udatgesinoznacznie okéi¢ znaczenia
zaburzé funkcjonowaniaciezki jak/STAT w idiopatycznym zespole nerczycowym
u dzieci. Wydaje sijednak ,ze biatkomocz z przetadowania u dzieci nieiivaych

na leczenie steroidami m® by¢ zwigzany ze wzrastagym stzeniem IL-20, co w
efekcie mae doprowadzado nadekspresji biatek SOCS3 i SOCS5 odpowiednio w
monocytach i limfocytach krwi obwodowej.

Kompleksowa, a nie jednostkowa analiza ekspresftS®i SOCS5 oraz IL-6 i IL-
20 na poziomie mRNA u pacjentbw z rozpoznaniem a@esmerczycowego w
przebiegu kibuszkowych zapafenerek mae stanowd podstawy do prognozowania

pojawienie s} steroidooporn&ci w przebiegu tego zespotu u dzieci.

70



9. Summary

Nephrotic syndrome (NS) is a challenge in termsiraferstanding its pathogenesis as well
as in terms of the possibility of applying an effee therapy. In spite of a considerable
modification of treatment which has taken placehia last 10 years, the mechanism of NS
pathogenesis is still not well known enough. Dudhis fact, a substantial percentage of
nephritic syndrome cases is described as idiopatiphrotic syndrome (INS). One of the
basic medicines used in NS therapy are glucocadscda hanks to them remission of the
disease in almost 80% of children with INS can lmamed. The remaining group,

described as steroid resistant, requires some roatiliin of therapy and search for other,

more effective methods of therapy.

Taking into consideration the data concerning thenunological origin in pathogenesis of
secondary nephrotic syndrome, it may be expectadalso in the group of INS patients,
abnormal functioning of separate cells of the immagstem is the initial reason of damage
to the ultrastructure of the filtration barrier. BaK/STAT signaling transduction pathway is
the basic cell instrument among white blood cekmegating the response to different
cytokines as well as growth factors, it may be as=iithat disorders in functioning of this
mechanism may have a potential impact on furthereldpment of nephritic syndrome.
Moreover, these disorders may be of double natweehancing the disease development or,

just the opposite, acting as a protective factor.

On account of the above mentioned, the aim of theagnt thesis was to:

l.estimate glucocorticoids influence on expressibralbthe elements of JaK/STAT
signaling pathway in leucocytes of patients withgtiosed nephrotic syndrome

2.attempt to determine the potential importance atfioning disorders of JaK/STAT in
childhood idiopathic nephrotic syndrome

3.attempt to isolate elements of Jak/STAT pathwa witential prognostic importance

in development of childhood idiopathic nephrotiodsome
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The study group consisted of 54 children aged X2dospitalized because of idiopathic
nephrotic syndrome in years 2008 — 2010 in Pedi&ardiology and Nephrology Clinic of

Karol Marcinkowski Medical University in PozfiaTwo groups of patients were isolated on
the basis of their response to steroid therapynduinduction therapy — 34 patients with
steroid sensitive nephrotic syndrome (SSNS) andh#iiren with steroid resistant nephrotic

syndrome (SRNS) at the above mentioned stage aifrient.

Expression of factors connected with functioningJaK/STAT pathway was studied on
MRNA level (PCR real time technique) as well astgirolevel (immunocytochemical and
ELISA methods).

On the basis of the conducted research it was dsinaded that:

1.steroid medicines applied in therapy of nephroyjadsome in children result in
reduction to the control group range of the inljiahcreased levels of mMRNA
expression of factors such as JaKl, JaK2, JaK3,T3TSTAT2, STAT6, TYK2,
SOCS1, SOCS2, SOCS3, SOCS4 &WCS5in circulating leucocytes of all the
examined patients, except for the SSNS patients.iffffuence of steroid medicines
on expression of factors of JaK/STAT signalingns@uction pathway is unrelated to
histological diagnosis (MCD, DMP, FSGS).

2.observations concerning changes in expression @S80and SOCS5 as well as I1L-6
and IL-20 on mRNA and protein levels seem to prthat overload proteinuria in
steroid resistant childremay be connected with an increasing concentratiok-20
which, in consequence, may lead to overexpresdi@0O&S3 and SOCS5 proteins
in peripheral blood monocytes and lymphocytes retspely. However, the cause-
effect relationship between the disorders of fuorgtig of JaK/STAT pathway and

development of children idiopathic nephrotic symdeocannot be determined.

3.individual determination of expression of SOCS3 &W@ICS5 as well as in IL-6 and
IL-20 on the mRNA level in patients with nephrosgndrome diagnosis has no
substantial diagnostic value. Yet, it seems thabmprehensive and simultaneous
analysis of all four factors mentioned above maithwsome restrictions, indicate

aappearance of steroid resistance in the counsepdfrotic syndrome in children.
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10. Lista zahcznikow

Zalacznik 1. Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersyieedledycznym im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu na prowadzenie atsukowych.

Zalacznik 2. Formulardwiadomej zgody rodzicéw/opiekundow dziecka na udaiat
badaniach klinicznych (populacja badana).

Zalacznik 3. Formulardwiadomej zgody rodzicéw/opiekundw dziecka na udaiat
badaniach klinicznych (populacja kontrolna).

Zalacznik 4. Ankieta dla os6b zdrowych (populacja kolnta).
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Pozna, dnia....................

Formularz Swiadomej Zgody Rodzicow/Opiekundw
Dziecka leczonego w Klinice Karaliogii i Nefrologii
Dzieecej UM w Poznaniu z powodu pierwotnej
glomerulopatii (zespotu nerczycago) na udziat w

badaniach klinicznych.

Po zapoznaniu siz trescia dokumentu informujcego o rozpoznaniu choroby u
MOjego dzieCKa ........ooviii U
Wit etie e et e e e e e e e ee, WYT&ZAM zgo@ Na jego udziat w badaniach
klinicznych oraz przetwarzanie danych geanych z tym udziatem przez osoby
przeprowadzace ww. badanie kliniczne.

Zostatam/em poinformowana/y, W kazdej chwili, ale nie pgniej niz jeden dzié przed
planowan biopsp nerki, mog wycofa zgod: ha udziat mojego dziecka w badaniu
klinicznym.

Otrzymatam/em réwniejasne i petne informacje dotygz wykonywanych bada zabiegu

oraz kop¢ podpisywanego formularza.

Podpis Rodzica/Opiekuna dziecka
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Pozna,dnia..................

Formularz Swiadomej Zgody Rodzicow/Opiekunéw
Dziecka zdrowego na udziat w badach

klinicznych w grupie kontrolnej.

Po zapoznaniu siz trescig dokumentu informujcego o rodzaju badeklinicznych, w

ktérych zaproponowano udziat mojemu dzieCKU............coe it eemeci i e
w grupie kontrolnej, wyrzam zgo@ na jego uczestnictwo oraz zwane z nim
przetwarzanie danych przez osoby przeprowadeajyw. badania kliniczne.

Otrzymatam/em jasne i petne informacje dotyezrodzaju badania klinicznego oraz kopi

podpisywanego formularza.

Podpis Rodzica/Opiekuna dzie
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Idiopatyczny Zespot Nerczycowy — populacja kontrolna
Ankieta, Listopad 2009 (wg. Prof. Dr. F. Hildebrandt)

I. Informacje ogdlne o pacjencie
Nazwisko................ lgni. .. ... Data urodzenia
0K 0OMm Wzrost......... cm.

Zespot nerczycowy :

- U pacjenta ] TAK CINIE
- wéréd rodzicow / krewnych 1 Matka [(IBrat
pacjenta [1Ojciec [ISiostra  Olnni
Pochodzenie : (Ipolskie  Oinne europejskie Cinne . .........
Il.Dodatkowe informacje
Wywiad okotoporodowy :
1 porod o czasie ] porod przedwczesny
- powiktania okresu
okotoporodowego LTAK CINIE
-rodzaj powikta
okoloporodowych ... ... L.
Aktualne i/ lub przebyte choroby pacjenta :
I gtuchota [ cukrzyca typ |
I slepota [ cukrzyca typ Il
I matogtowie U choroby autoimmunologiczne
[ op&nienie rozwoju [J choroby uktadu krwiotworczego
psychomotorycznego L1 zaburzenia odporioi
[ niski wzrost 0 wady wrodzone serca
0 dysmorfia twarzy [ wady wrodzone uktadu moczowego
L] széciopalczastét L1 nowotwory

[ dysplazja kfggowo — nasadowa [ alergie 0O WzZW Clinne . ...

Wywiad rodzinny :
Bliscy pacjenta cierpty na wyzej wymienione choroby :
- stopi@é pokrewigistwa . ...........

- rodzaj schorzenia...............
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Glowny badacz: fek. med. Magdalena Smiech
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badawczego: dr hah. n. med. Michal Nowicki

prof. dr hab. n. med. Jacek Zachwieja
dr n. med. Witold Szaflarski
prof. dr hab. n. med. Elzbieta Kaczmarek

Temat badari: “"Okreélenie znaczenia $cieiki sygnafowej JaK-STAT w
modyfikowaniu reakcfi immunologicznej w przebiegu klgbuszkowych
zapaleri nerek u dziecl”.
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