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Summary: Purpose: We have investigated T Lymphocytes ability for CD69 molecule induction in presence and absence of
monocytes in idiopathic uveitis.

Material and methods: Twenty-five children with idiopathic uveitis were studied. The control group consisted of 12
healthy children. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from heparinised venous blood, by
density gradient centrifugation. CD69 expression was cytometrically assessed on freshly isolated and cultured T
lymphocytes.

Results: CD69 expression on freshly isolated peripheral blood T lymphocytes was low in both studied groups. LPS-
stimulated monocytes added to cultures of T lymphocytes induced increase in CD69 expression but significantly

lower in children with idiopathic uveitis compare to healthy children.
Stowa kluczowe: monocyty, CD69, limfocyty T, idiopatyczne zapalenie btony naczyniowej.
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Proces zapalny w btonie naczyniowej przebiega z udziatem
limfocytéw T (14). Wczesnym markerem aktywacji tych komérek
jest czasteczka CD69 (12). Nalezy ona do rodziny receptoréw
zdolnych do transdukcji sygnatu, bedacych produktem komplek-
su gendw zwigzanych z uktadem komérek NK. | tak mRNA dla
CD69 jest wykrywany juz po 30 minutach od stymulacji TCR,
a samo biatko — po uptywie od 2 do 3 godzin (6). Mimo ze nie
zostat jeszcze poznany ligand dla tego receptora, to jego wyste-
powanie na powierzchni réznych komoérek uktadu immunolo-
gicznego Swiadczy o znaczacej biologicznej roli tego receptora
(7). Wiadomo, ze bierze on udziat w procesach prowadzacych do
syntezy cytokin innych receptoréw oraz w zjawiskach cytoksyczno-
$¢i (9,10,11).

W poprzedniej naszej pracy dotyczacej markeréw aktywagji lim-
focytéw T krwi obwodowej u dzieci z idiopatycznym zapaleniem
btony naczyniowej wykazalismy wzrost odsetka komérek z obecno-
$cig czasteczek HLA-DR i CD 49a (1). Nie byto natomiast réznicy
istotnej statystycznie miedzy grupa dzieci chorych i zdrowych
w zakresie antygenu CD69. W pracy prezentowanej obecnie ocenia-
my wplyw monocytéw na zdolnos¢ indukgji czasteczki CD69 na
limfocytach T krwi obwodowej. W badaniach na zwierzetach super-
natanty stymulowanych monocytéw zwiekszaty ekspresje tego
receptora, co swiadczy o potencjalnym wptywie tych komoérek na
mechanizmy aktywadji limfocytéw T in vivo (13).

monocytes, CD69, T lymphocytes, idiopathic uveitis.

Materiat i metoda

Badaniami objeto grupe 25 oséb (11 dziewczat i 14 chiopcow)
w wieku 7-18 lat z zapaleniem btony naczyniowej, u ktérych nie
znaleziono czynnika etiologicznego schorzenia. U 11 oséb stwier-
dzono obustronng posta¢ choroby, u pozostatych posta¢ jedno-
stronng. U 12 pacjentéw zapalenie dotyczyto czesci posredniej
btony naczyniowej, z tego u 5 chorych wystepowat dodatkowo
odczyn zapalny ze strony odcinka przedniego btony naczyniowej.
U 1 chorego procesem chorobowym zajety byt jedynie przedni odci-
nek btony naczyniowej, u 12 za$ oséb zapalenie dotyczyto tylnego
odcinka naczyniéwki. Ostros¢ wzroku oka zajetego procesem zapal-
nym wynosita od 5/50 do 5/8. Grupe kontrolng stanowito 12 zdro-
wych dzieci z wadami wzroku. U wszystkich pacjentéw wykonano
badanie okulistyczne uzupetnione badaniami dodatkowymi oraz
laboratoryjnymi.

Badania dodatkowe obejmowaty:
1. USG gafki oczne;j.
2. Komputerowe pole widzenia.
3. Tonometrie.
4. Angiografie fluoresceinowa.
Wachlarz badan laboratoryjnych zawierat:
Morfologie krwi z rozmazem.
0B.
Badanie ogolne moczu.
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Test lateksowy i odczyn Waalera-Rosego.

CRP

ASO.

Proteinogram.

Przeciwciata p-jadrowe-index, RNP, Scl 70, anty-DNA.

9. Enzym konwertujgcy angiotensyne.

10. Dopetniacz, seromukoid.

11. Glukoze w surowicy krwi.

12. Immunoglobuliny (E, G, A, M).

13. RTG klatki piersiowej, probe tuberkulinowa.

14. Badania w kierunku toksoplazmozy, toksokarozy, brucelozy,
listeriozy, boreliozy, yersiniozy.

15. Badanie na obecnos¢ wiruséw Cytomegalii, Coxackie, Herpex
simplex, Herpes zooster.

16. Badanie katu na jaja pasozytéw i cysty lamblii.

17. HLA B27.

18. Cytometrie przeptywowa.

19. Konsultacje stomatologiczna, laryngologiczna, ginekologiczng.
U 12 chorych stwierdzono osady na $rédbfonku rogéwki, u 6 0séb

wystepowat wysiek zapalny w komorze przedniej o réznym stopniu

nasilenia z tendencjg do zrostéw tylnych. U 8 oséb zaobserwowano

poczatkowe zmetnienie torby tylnej soczewki. U 24 chorych stwier-

dzono wysiek zapalny w ciele szklistym od drobnopytkowego do

welonowatych metéw zapalnych. U 10 oséb wystepowaty zmiany

zapalne w okolicy pars plana o niewielkim stopniu nasilenia. U 5 oséb

wystepowat obrzek siatkdwki w okolicy plamki. U 6 chorych stwier-

dzono podwyzszone cisnienie wewnatrzgatkowe, ktére opanowano,

stosujac leczenie miejscowe zachowawcze.
W przypadku zadnego z wynikéw badan laboratoryjnych nie

stwierdzono odchylen od normy.
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Metody

Ocena morfologii krwi obwodowej

Poszczegdlne skfadowe leukogramu oceniano za pomocg anali-
zatora hematologicznego firmy Coulter MAXM. Pobierano 2 ml krwi
zylnej, w ktorej okreslano leukocytoze (x 109/)) oraz liczbe limfocy-
téw i monocytow w wartosciach odsetkowych.

Ocena subpopulacji komérek jednojadrowych krwi obwo-
dowej z uzyciem przeciwciat monoklonalnych

Do 100 ul petnej krwi dodawano po 10 ul nastepujgcych prze-
ciwciat monoklonalnych (Becton-Dickinson): anty-CD14 (PE) /anty-
CD45 (FITC), anty-CD3 (FITC) /anty-CD19 (PE), anty-CD4 (FITC) /
anty-CD8 (PE), anty-CD3 (FITC) /anty-HLA-DR (PE), anty-CD3 (FITC) /
anty-CD16 +anty-CD56 (PE), anty-CD3 (FITC) /anty-CD69 (PE). Do
kazdego zestawu stosowano odpowiednie kontrole izotypowe. Po
15 min inkubacji w temperaturze pokojowej kazda z probek podda-
wano procesowi szybkiej lizy, dodajgc kolejno kwas mréwkowy,
weglan sodowy (stabilizator bton leukocytéw) oraz paraformalde-
hyd (utrwalacz).

Hodowle limfocytow i limfocytéw/monocytéw

Frakcje limfocytarno-monocytarng uzyskiwano poprzez wirowa-
nie heparynizowanej krwi zylnej na gradiencie preparatu Lympho-
prep. Komérki z interfazy przemywano dwukrotnie, a nastepnie
liczono i okreslano zywotno$¢ za pomocg btekitu trypanu. Nastep-
nie komorki zawieszano do gestosci 2 x 10%/ml w ptynie Hanksa
wzbogaconym L-glutaming (2 mM), penicyling 100 j. /ml, strepto-
mycyng 100 ug/ml i 10% surowicg cielecg. Uzyskang zawiesine
komorkowg — w ilosci po 4 ml — rozlewano do ptytek Petriego
o $rednicy 60 mm i inkubowano w wilgotnej atmosferze zawieraja-
cej 5% CO,. Komorki nieprzylegajace do powierzchni ptytki (limfo-
cyty) usuwano za pomocg dwukrotnego ptukania w 2 ml ptynu

Zdrowe dzieci Dzieci z idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej
Healthy children Children with idiopathic uveitis
n=12 n=25
Liczba krwinek biatych 5,74+1,35 6,18+1,64
White blood count
(x 109/1) x=SD
Monocyty (%)/ Monocytes 5,96+1,65 6,64+2,03
Limfocyty(%)/ Lymphocytes 34,18+5,13 35,47+6,56
CD3+ (%) limfocyty T 73,12+5,29 71,18+5,61
T lymphocytes
CD4+(%) limfocyty T pomocnicze 43,73+10,27 47,53+7,32
T helper lymphocytes
CD8+ (%) limfocyty T supresorowe 22,97+7,06 22,76+6,15
T supressor lymphocytes
CD19+(%) limfocyty B 8,17+3,49 7,83x4,18
B lymphocytes
CD3+-HLA-DR(%) 521+1,64 8,73+3,16*
Limfocyty T aktywowane
Activated T lymphocytes
CD3-CD16+CD56+ (%) 11,28+5,19 12,37+6,44
Komérki NK/NK cells

Tab. I. Charakterystyka sktadnikéw morfologicznych krwi badanych.
Table I. The characteristic of blood components in studied groups.
*p < 0.001
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Zdrowe dzieci Idiopatyczne zapalenie btony naczyniowej
Healthy children Idiopathic uveitis
n=12 n=25
(1) @)

pefna krew 3,47+1,86 4,13%x2,03 p1.2>0,05
whole blood
limfocyty (- LPS) 2,96+1,78 3,52+2,19 P1.y >0,05
lymphocytes (- LPS)
limfocyty (+ LPS) 3,35+2,31 3,18+1,97 p1 >0,05
lymphocytes (+ LPS)
monocyty (-LPS) + limfocyty 6,73+4,05 7,41+4,64 P12 > 0,05
monocytes (-LPS) + lymphocytes
monocyty (+ LPS) + limfocyty 17,91+6,33 13,38+5,27 P12 < 0,05
monocytes (+ LPS) + lymphocytes

Tab. Il. Ekspresja czasteczki CD69 (%) na limfocytach u dzieci z idiopatycznym zapaleniem bfony naczyniowej.

Table II. CD69 expression (%) on T cells of children with idiopathic uveitis.

Hanksa. Komorki przylegajace do plytek, stanowigce gtéwnie
monocyty (ok. 90%), usuwano za pomocg zdrapywacza firmy Sar-
stedt i ptukania w 2 ml ptynu Hanksa. Zawiesiny limfocytow odwi-
rowywano i zawieszano do gestosci 1 x 106/ml w podfozu hodow-
lanym bez LPS lub z dodatkiem LPS (E. coli-serotyp - 0111: B4 -10
ug/ml) oraz bez monocytéw lub z dodaniem tych komérek 2 x 10°
w objetosci 200 ul. Proporcja limfocytéw do monocytéw wynosita
wtedy 5: 1. Hodowle prowadzono przez 24 godz.

Ocena subpopulacji limfocytéow CD31CD69*

200 ul zawiesiny komérek uzyskanych z hodowli mieszano
w plastikowych probéwkach wirowniczych w ksztatcie stozka (5 x
33 mm) w fazni wodnej z 10 ul przeciwciat monoklonalnych anty-
CD3 (FITQ) i 10 ul anty-CD69 (PE). W uktadach kontrolnych stoso-
wano odpowiednie przeciwciata zgodne izotypowo. Po 30 minu-
tach inkubacji w 49 C zawiesine komérek odwirowywano, ptukano
w PBS i zawieszano w 200 ul PBS z dodatkiem 2% surowicy cielece;
i 0,2% NaN3. Jako utrwalacz stosowano paraformaldehyd. Prébki
mieszano automatycznie i analizowano (104 komorek) w cytome-
trze przeptywowym Coulter EPICS XL. Wyniki przedstawiono jako
wartosci odsetkowe. Dokonujac analizy statystycznej uzyskanych
wynikéw, postugiwano sie testem t-Studenta.

Wyniki

Stwierdzono niskie wartosci odsetkowe limfocytéw T z ekspresja
czasteczki CD69 w analizowanych prébkach krwi u dzieci zdrowych
i u dzieci z idiopatycznym zapaleniem bfony naczyniowej, nie wyka-
zywaly one w obu grupach réznic znamiennych statystycznie (tab.
). W obu grupach badanych stwierdzono podobne wartosci odset-
kowe komérek T z ekspresja czasteczki CD69 w hodowli limfocytow
i monocytéw. Dodanie do powyzszego uktadu LPS zwiekszyto eks-
presje CD69 w obu grupach, warto$¢ za$ odsetkowa komérek T
z ekspresjg CD69 byta znamiennie statystycznie nizsza w grupie
z idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej (tab. I1).

Omdwienie

Wartosci odsetkowe limfocytow T z ekspresjg czasteczki CD69
w analizowanych cytometrycznie prébkach petnej krwi pochodza-
cych zaréwno od dzieci zdrowych, jak i od dzieci z idiopatycznym

zapaleniem btony naczyniowej byly niskie i nie réznity sie miedzy
soba. Kilmartin i wsp. wykazali u oséb z zapaleniem tylnego lub
srodkowego odcinka btony naczyniowej wzrost odsetka limfocytow
(D4 z ekspresj antygenu CD69 (4). Zjawisko to dotyczyto jedynie
przypadkéw ze znacznym nasileniem procesu chorobowego. Zapa-
lenie btony naczyniowej o lzejszym przebiegu nie wywotywato
podobnych zmian. Obserwowane réznice moga zaleze¢ od stopnia
endogennej stymulacji komérek T. Wydaje sie, ze najlepiej stopien
aktywacji limfocytéw T dokumentuje analiza puli komérek pocho-
dzacych z miejsca zapalenia. Dick i wsp. w idiopatycznym zapaleniu
przedniego odcinka btony naczyniowej stwierdzili wzrost odsetka
komérek CD4™ z czasteczkg CD69 i CD25 infiltrujgcych do ciata
szklistego w poréwnaniu z krwig obwodowg (2). W procesie induk-
qji czasteczki CD69 moga brac¢ udziat komérki linii monocyt/makro-
fag. Badania na modelu zwierzecym wykazaty, ze stopien ekspresji
badanego antygenu aktywacji zalezy od proporcji monocytéw do
limfocytow w warunkach hodowli oraz jedynie od kontaktu sygnal-
nego miedzy tymi komorkami (3). Na obecnym poziomie badan
wydaje sie, ze kluczowa role w regulacji syntezy CD69 w przewle-
ktym zapaleniu spoéréd czynnikéw pochodzenia monocytarno-m-
akrofagowego odgrywa TNFa. Aktywuje on region promotorowy
od konica 5' dla genu kodujgcego ten antygen aktywacji (5).
W naszych badaniach w 24-godzinnych hodowlach limfocytow
i monocytéw o statej proporcji wartosci odsetkowe komoérek T
z ekspresjg czasteczki CD69 byty podobne w obu grupach badanych
dzieci. Dodanie do powyzszego ukfadu LPS zwiekszato ekspresje
CD69 zarébwno w grupie dzieci zdrowych, jak i w grupie dzieci
z idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej. Jednak wartos¢
odsetkowa w tym drugim przypadku byfa znamiennie statystycznie
nizsza. Uzyskane dane sg trudne do wytfumaczenia.

Obserwowane przez nas w poprzednim badaniu cechy przewle-
ktej aktywacji limfocytow T mogty sugerowac potencjalny wptyw
stymulowanych monocytéw na wzrost ekspresji czasteczki CD69
u dzieci z idiopatycznym zapaleniem bfony naczyniowej. Z drugiej
jednak strony w procesie zapalnym przeciwzapalne cytokiny wytwa-
rzane przez limfocyty pomocnicze redukujg prozapalny potencjat
komorek linii monocyt/makrofag. Istotng role mogtaby w tym zjawi-
sku odgrywac IL-13, ktérej rekombinowana postac redukuje nasile-
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nie zmian zapalnych w przebiegu zapalenia btony naczyniowej
indukowanej siatkbwkowym antygenem S (8). Ocena roli tej cytoki-
ny w omawianym procesie bedzie wymagata dalszych badan.

Whnioski

1. Monocyty odgrywaja istotng role kostymulacyjng w indukji
czasteczki CD69 na limfocytach T.

2. Zmniejszona ekspresja CD69 na komérkach T pochodzacych
od dzieci z idiopatycznym zapaleniem btony naczyniowej moze by¢
wynikiem wptywu endogennych czynnikéw supresyjnych.
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