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Izvlecek - 1zhodisca. Anemija pri kronicni ledvicni odpove-
di najverjetneje nastane zaradi vec dejavnikov. Namen nase
raziskave je bil potrditi hipotezo, da so vzroki za nastanck
anemije na visji ravni maticnih celic. Poleg BFU E, ki potre-
bujejo za rast eritropoetin, smo iz periferne krvi Se kultivirali
maticne celice, ki eritropoetinov za rast ne potrebujejo: CFU
GM in CFU GEMM.

Bolnikiin metode. BFU E, CFU GM in CFU GEMM iz periferne
krvi smo raziskovali pri 65 bolnikih z uremijo, ki so se zdrauvili
s hemodializo trikrat tedensko. Vsi bolniki so imeli anemijo.
Da bi ugotovili vpliv uremije na rast kultur celic, smo bolnike
razdelili v dve skupini: skupino bolnikov s kreatininom
<900 umol/L (24 bolnikov) in skupino s kreatininom > 900
umol/L (41 bolnikov).

Hematopoetske maticne celice smo kultivirali na metilcelulo-
zi z dodatkom rastnih dejavnikou.

Rezultati. Rast kolonij BFU E in CFU GM je bila statisticno
znacilno inhibirana v celotni skupini bolnikov in rast CFU
GEMM statisticno znacilno inhibirana pri bolnikih v skupini
s keratininom > 900 umol/L. Pozitivna korelacija med rastjo
kolonij CFU GM in BFU E, CFU GEMM in BFU E in CFU GM in
CFU GEMM je bila ugotovljena v celotni skupini bolnikov, v
isti skupini pa tudi negativna korelacija med rastjo kolonij
CFU GEMM, CFU GM in BFU E in koncentracijo secnine. V
skupini 1 je bila ugotovljena negativna korelacija med rastjo
kolonij BFU E in CFU GM in koncentracijo kreatinina, v sku-
pini 2 pa negativna korelacija med rastjo kolonij BFU E in
CFU GM ter koncentracijo secnine.

Zakljucki. Glede na nase ugotovitve zakljucujemo, da je kon-
centracija eritropoetina, ceprav v mejah normale, prenizka
glede na stopnjo anemije. Pri bolnikih smo ugotovili signifi-
kantno zmanjsano rast kolonij maticnih celic, ki so korelirale
s stopnjo uremije. To potrjuje naso hipotezo, da je hemato-
poeza zavrta zaradi razlicnih dejavnikov.

Key words: chronic renal failure; uremia; circulating stem
cells; BFU E; CFU GM; CFU GEMM,; anemia

Abstract - Background. The cause of anemia in chronic re-
nal failure seems to be multifactorial. The aim of our investi-
gation was to verify the hypothesis that the causes of anemia
are at a higher stem cell level. Therefore, beside peripheral
blood BFU E which require erythropoietin, we cultivated pe-
ripheral blood stem cells which do not require it - CFU GM
and CFU GEMM.

Patients and methods. Peripheral blood BFU E, CFU GM and
CFU GEMM were studied in 65 uremic patients who were
placed on maintenance hemodialysis three times weekly. All
were anemic. In regard to creatinine concentration they
were divided into Group 1 with creatinine concentration
<900umol/L (24 pts) and Group 2 with creatinine concentra-
tion > 900 umol/L (41 pts).

Hematopoietic colony-forming cells from blood were assayed
in a methylcellulose culture with growth factor addition.

Results. The growth of colonies BFU E and CFU GM was sigini-

ficant inhibited in whole group of patients, growth of CFU
GEMM was significantly inhibited in the Group 2. A positive
correlation of the CFU GM and BFU E, CFU GEMM and BFU E
and CFU GM and CFU GEMM colonies was found in the
whole group of patients. There was a negative correlation
between the growth of the CFU GEMM, CFU GM and BFU E
colonies and the urea concentration in the entire group of
patients. In Group 1 a negative correlation was found
between the growth of the BFU E and CFU GM colonies and
creatinine concentration. In the Group 2 a negative correla-
tion between growth of the BFU E and CFU GM and urea
concentration was found.

Conclusions. According to our study, erythropoetin concen-
tration, although normal, is still too low with regard to the
grade of anemia. In patients the number of stem cell colonies
was decreased significantly, correlating with the severity of
uremia. This confirms the hypothesis that disturbed hemato-
poiesis in uremia is affected by additional factors and that
their influence in uremia is permanent.
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Uvod

Znacilnost primitivnih krvotvornih mati¢nih celic (KMC) je, da
lahko zapustijo kostni mozeg in krozijo po krvi. Pri zdravih

kolonije usmerjenih mati¢nih celic (enot) za granulocite-eri-
trocite-monocite-megakariocite (colony forming unit granu-
locyte-erythrocyte-monocyte-megakariocyte - CFU GEMM),
za granulocite in monocite (colony forming unit granulocyte-
monocyte - CFU GM) ter kolonije usmerjenih mati¢nih celic
(bursts«) za eritrocite (burst forming unit erythroid - BFU E),
ki so primitivnej$e kot njihove soimenjakinje iz kostnega mo-
zga (1). Skupna znacilnost teh celic je, da potrebujejo za rast
stevilne rastne hormone, predvsem pa interlevkin 3 (IL 3) (2).
Med hematoloskimi spremembami kroni¢ne ledvi¢ne odpo-
vedi (KLO) je najocitnej$a normocitna, normohromna anemi-
jain velika nagnjenost k okuzbam. Mehanizem nastanka ane-
mije ni dokon¢no razjasnjen, vendar je njen glavni vzrok sora-
zmerno pomanjkanje eritropoetina (EPO) (3). Mnogo raziskav
je bilo posvecenih vplivu uremi¢nih toksinov, kot sta poliami-
na spermin in spermidin, ki in vitro zavirata eritropoezo (4),
parathormon, ki poleg fibroze kostnega mozga poveca od-
pornost eritroblastov na EPO (5), in ribonukleaza, za katero so
dokazali, da in vitro zavira rast CFU E (6). Med redkejsimi he-
matoloskimi spremembami opisujejo povecano Stevilo nevtro-
filcev, ¢eprav njihovo Stevilo po stimulaciji s hidrokortizonom
prinedializiranih in dializiranih bolnikih ne naraste (7).
Zadnja leta se za zdravljenje anemije pri KLO uporablja re-
kombinantni humani EPO (rhu EPO). Odmerki, potrebni za
zdravljenje ledvi¢ne anemije pri bolnikih, niso enaki in se ne
ujemajo s stopnjo anemije (8).

Prav tako $e ni popolnomajasno, ali niso oziroma v koliki meri
sovpleteni v patogenezo anemije Se drugi mehanizmi in siste-
mi, predvsem monocitno makrofagni sistem, ki ima vlogo he-
matopoetske strome in izloca faktorje, ki stimulirajo kolonije
(CFU) (9.

Da bi preverili vpliv hematopoetske strome na rast primitiv-
nejsih mati¢nih celic, je bil cilj raziskave prouciti klonogeno in
proliferacijsko sposobnost primitivnejsih mati¢nih celic iz pe-
riferne krvi (PB) : BFU E, CFU GM in CFU GEMM.

Bolniki in metode
Bolniki

V raziskavo smo vkljucili 65 bolnikov s KLO in normocitno
normohromno anemijo, ki so bili zdravljeni s hemodializo tri-
krat tedensko. Starost bolnikov je bila 20 do 79 let. Bolniki 1
mesec niso prejeli transfuzije krvi niti niso bili prej zdravljeni z
rhu EPO. Pred studijo so podpisali privolitev v skladu s Helsin-
sko deklaracijo.

Razdelili smo jih v dve skupini : skupina 1 (24 bolnikov) je
imela koncentracijo kreatinina < 900 pmol/L, skupina 2 (41
bolnikov) je imela koncentracijo kreatinina > 900 umol/L.
Poleg krvne slike in razmaza smo bolnikom dolo¢ili koncen-
tracijo se¢nine, kreatinina, se¢ne kisline, natrija, kalija, klora.
Koncentracijo plazemskega EPO smo dolocili z ELISA test Pre-
dicta ® Erithropoetin Kit, Genzyme Diagnostics.
Kotkontrolno skupino smo testirali 30 zdravih prostovoljcev v
starosti 20 do 76 let.

Metode dela - kratkotrajna kultivacija mati¢nih
celic na metilcelulozi

Iz 20 ml periferne krvi, odvzete v heparinizirane epruvete
pred hemodializo, smo pripravili neadherentne mononukle-
arne celice (MNC) s centrifugiranjem preko Fikola (gostota
1,077 g/ml) (Lymphoprep ™, Nycomed Pharma AS, Oslo) pri
500 g za 30 min. Po centrifugiranju smo prelili MNC v sterilne

epruvete, v katerih je bilo 4 ml sterilnega medija RPMI
1640. Zmes smo centrifugirali dvakrat 7 min na 650 g, nakar
smo celice ponovno razredcili v 2 ml medija RPMI 1640. Kon-
centracijo MNC smo dolocili s pomoc¢jo hemocitometra Bur-
ker-Turk, njihovo viabilnost pa s supravitalnim barvanjem s
tripanskim modrilom.

Koncentraciji 1 x 10°/ml MNC smo dodali 1,35 ml zmesi za
klonogeni test in vitro (MethoCult ™ H 4431, StemCell Tech-
nologies Inc, Vancouver), ki vsebuje poleg 0,9% metilceluloze
v Iscove’s MDM, 30% fetalnega bovinega seruma, 1% bovine-
ga albumina, 10-* M 2-mercaptoethanola, 2 mM L-glutamina
$e 50 ng/mL rhu SCF, 10 ng/mL rhu IL 3, 10 ng/mL rhu GM
CSF, 3 enote /mL rhu EPO. Po 0,5 ml vzorca smo v triplikatu
razliliv plasti¢ne posodice premera 15 mm (Multidish 4 Wells,
Nunclon Delta SI, Nalge Nunc International) ter jih kultivirali
14 dni pri 37 °C v vlaznem okolju s 5% CO. Prednost kultivira-
nja na metilcelulozi je, dalahko v isti posodici kultiviramo hkra-
ti kolonije BFU E, CFU GM in CFU GEMM.

Zrasle kolonije smo presteli z invertnim mikroskopom.

Statisti¢na analiza

Rezultati so podani kot srednja vrednost + SE. Statisti¢no zna-
¢ilnost smo ocenili s Studentovim t-testom in F-testom. Ce je
bila vrednost p manjsa od 0,05, je bila statisti¢no znacilna. Opra-
vili smo tudi korelacijo dveh parametrov.

Rezultati

Hematoloske znacilnosti bolnikov

Hematoloske znacilnosti bolnikov so prikazane v razpredelni-
cil.

Celotna skupina bolnikov se je statisti¢no znacilno razlikovala
od kontrolne skupine zdravih oseb v vseh parametrih, razen v
stevilu levkocitov. Skupina 1 in 2 sta se med seboj statisticno
znacilno razlikovali v koncentraciji kreatinina (p < 0,001) in
se¢nine (p < 0,001). Koncentracija EPO ni bila statisti¢no raz-
licna v nobeni skupini.

Cirkulirajo¢e KMC in njihova korelacija
zrazli¢nimi parametri

Rastkolonij CFU GEMM je bila v celotni skupini bolnikov zmanj-
$ana v primerjavi s kontrolno skupino, ¢eprav ne statisti¢no
znacilna. V skupini 2 je bila rast istih kolonij statisti¢no signifi-
kantno nizja (p <0,002) kot v skupini 1.

Rast kolonij CFU GM je bila statisti¢cno znacilno manjsa (p <
0,04) v celotni skupini bolnikov v primerjavi s kontrolno skupi-
no. Med skupino 1 in skupino 2 ni bilo statisticno znacilno
zmanj$ane razlike v rasti kolonij CFU GM, medtem ko smo
ugotovili statisticno znacilno zmanj$ano rast te kolonije (p <
0,005) v skupini 2 v primerjavi s kontrolno skupino.
Rastkolonij BFU E je bila v celotni skupini bolnikov statisti¢no
znacilno bolj zmanj$ana (p < 0,001) kot v kontrolni skupini, v
skupini 2 pa je bila rast iste kolonije statisti¢cno znacilno zmanj-
$anav primerjavi z rastjo kolonij kontrolne skupine (p < 0,002).
V celotni skupini bolnikov smo ugotovili korelacijo rasti kolonij
CFU GEMM in BFUE (r = 0,552, p<0,01) in CFU GM (r = 0,35,
p <0,001). Rast kolonij CFU GEMM (r = 0,358, p < 0,01), CFU
GM (r = 0,319, p < 0,05) in BFU E (r = 0,239, p < 0,05) je
negativno korelirala s koncentracijo se¢nine.

V skupini 1 je bila ugotovljena korelacija rasti kolonij CFU
GEMM in BFUE (r = 0,780, p <0,001), CFU GEMM in CFU GM
(r = 0,845, p < 0,001) in CFU GM in BFU E (r = 0,845, p <
0,001). V isti skupini smo ugotovili negativno korelacijo med
rastjo kolonij BFU E (r = 0,689, p <0,03) in CFU GM (r = 0,582,
p < 0,02) in koncentracijo kreatinina ter med rastjo kolonij
CFU GEMM in koncentracijo se¢ne kisline (r = 0,467, p <0,05).
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Razpr. 1. Hematoloske znacilnosti nasih bolnikov s KLO.
Table 1. Blood characteristics of the patients with chronic renal failure.

anemije. Ker smo hkrati ugotovili zmanj$ano rast ko-
lonij BFU E, lahko potrdimo ugotovitve drugih raz-

iskovalcev, da je zmanjsana koncentracija EPO eden

Vsi bolniki Skupina 1 Skupina 2 glavnih povzrociteljev nastanka anemije pribolnikih s

All patients Group1 Group 2 KLO (11).
Stevilo bolnikov 65 2% 41 Stevilo levkocitov v nobeni skupini ni bilo znacilno
No. of patients zmanjs$ano ali zvecano. Ker smo v raziskavi ugotovili
Stevilo eritrocitov (x 10'2/L) 297404 289:055 3024041 poleg manjse rasti kolonij CFU GM tudi zmanj$ano
Eritrocytes ' rast kolonij CFU GEMM, ki so manj zrele prednice,
Hemoglobin (/1) 90,1414 872432 014445 lahko predpostavljamo, da je hematopoeza zavrta v
Hemoglobin o T o celoti oziroma na visji ravni KMC.
Levkociti (x 10°/L) 7.06+301 631+1,07 74938 Zarazliko od dosedanjih raziskav smo v nasi raziskavi
Leukocytes analizirali tudi najprimitivnejSse CFU GEMM, na kate-
Trombociti (x 10°/L) 19214522 2034467 18584412 rih rastin diferenciacijo vpliva predvsem dejavnost za
Thrombocytes spodbujanje usmerjenih mati¢nih celic (burst promo-
KreatAinirl (}Jmo/L) 1001,2 +233,7 771,75+100,13 1135+ 177,69 tlng 'dCtiVity - BPA) (12) UgOtOVﬂi Smo, da je rast kOlO'
Creatine nij korelirala z rastjo BFU E in CFU GM in je bila znacil-
Urea(mmol/L) 27.09+7.8 2335466 2929+ 4,66 no zavrta z naras¢ajoco koncentracijo kreatinina.
Urea Iz tega zaklju¢ujemo in smo potrdili hipotezo, da na
Secna kislina (umo/L) 441590 416,7+76,1 456,07+95,1 razvoj motene hematopoeze in predvsem razvoja ane-
Uric acid mije v KLO vplivajo Se drugi dejavniki, ki so nevezani
Natrij (mmol/L) 137,543,7 138,06+4,27 137,22£33 naizloc¢anje EPO. Hematopoeza je inhibirana v celoti
Natrium ' in njenainhibicija je povezana s stopnjo uremije. Pred-
Kalij (mmol/L) 55407 5364085 561+076 postavljamo, da je negativen ucinek uremije na KMC
Potessium ' trajen, zaradi Cesar je bila rast kolonij KMC zavrta kl-
Kalcij (mmol/L) 22403 227+0,23 2254035 jub dodatku rastnih dejavnikov v kulturi celic.
?alc‘um Na podlagi nase ugotovitve lahko razlozimo tudivuvo-
%gfjl‘;(“mo/ D 122455 11,66+ 3,89 12,06+5,7 duomenjeni glavni hematoloski znacilnosti KLO - ane-

mijo in nagnjenosth okuzbam. Znano je, da pri bolni-

Feritin (ug/L) 2404+2346 3004342456 200+102 kih s KLO ni enotnega odmerka rhu EPO za zdravlje-
Ferritine ) nje anemije. Odmerek tudi ne korelira s stopnjo ane-
CFUGEMM (kolonije/10°MNC) -, 4 5 1,62+2,36 0,68+1,27 mije. Ze v predhodnih $tudijah so ugotovili, da se po
CFU GEMM (colonies/ 10°MNC) zdravljenju z rhu EPO stevilo kolonij BFU E iz kostne-
CFU GM (kolonije/ 10’MNC) 11+137 1133+11,86 10,75+1474  ga mozga prvi teden poveca, nato pa statisticno zna-
CFU GM (colonies/10°MNC) ¢ilno zmanjsa. BFU E iz prvega tedna so » pozni BFU E
BFU E (kolonije/ 10°MNC) 314218 36,8+30,11 271241382 », ki imajo Ze receptorje za EPO, medtem pa kasnejse
BFU E (colonies/10°MNC) kolonije zrastejo le iz »zgodnjih BFU E¢ ki teh recep-
EPO (IU/L) 16158 16+14,6 16+16,7

torjev nimajo (8, 10), kar govori za moteno hemato-

Koncentracija EPO je v skupini 1 negativno korelirala s kon-
centracijo kreatinina (r = 0,358, p < 0,02).

V skupini 2 smo ugotovili korelacijo med rastjo kolonij CFU
GM in BFU E (r = 0,78, p <0,01), in negativno korelacijo med
rastjo kolonij BFU E (r = 0,44, p <0,04) in CFU GM (r = 0,32, p
<0,03) ter koncentracijo se¢nine. Koncentracija EPO v tej sku-
pini je negativno korelirala s koncentracijo Zeleza (r = 0,34, p
< 0,05).

Razpravljanje

V nasi raziskavi smo analizirali PB KMC, ki so primitivnejse kot
njihove soimenjakinje v kostnem mozgu (1) na metilcelulozi,
ob dodatku rastnih hormonov, med katerimi sta bila dodana
tudi za primitivnejse celice potrebna SCF in IL 3 (10).

V celotni skupini bolnikov smo ugotovili statisti¢cno zmanj$ano
rast kolonij BFU E in CFU GM, rast CFU GEMM pa je v isti
skupini pozitivno korelirala z rastjo kolonij CFU GM in BFU E.
V skupini z vi§jo koncentracijo kreatinina smo ugotovili stati-
sti¢no znacilno zavrto rast kolonij CFU GEMM, rast kolonij BFU
E in CFU GM pa je bila manjsa, ceprav ne statisti¢no znacilna.
Med rastjo kolonij PB BFU E in CFU E in naras¢anjem koncen-
tracije kreatinina smo ugotovili negativno korelacijo. Ce smo
primerjali rast kolonij MKC med bolniki in kontrolno skupino,
smo v skupini 2 ugotovili znacilno zmanjsano rast kolonij PB
BFU E in CFU GM ter negativno korelacijo rasti obeh kolonij s
koncentracijo se¢nine.

Koncentracija EPO je bila pri celotni skupini bolnikov v nor-
malnih vrednostih, kar pa je neadekvatno z ozirom na stopnjo

poezo. Z enako motnjo bolniki s KLO slabse prenasa-

jo in se odzivajo na stres, predvsem pa so izredno
obcutljivi na okuzbe zaradi zmanjsane granulocitne rezerve
.
Z iskanjem vzrokov patogeneze anemije ob KLO so se ukvar-
jale sicer ze Stevilne predhodne raziskave, ki so raziskovale
predvsem vpliv uremi¢nih toksinov na rast kolonij CFU E ali
BFU E iz kostnega mozga (13, 14). Zal v nobeni teh studij niso
omenili priprave uporabljenega uremi¢nega seruma pred tem,
niso upostevali morebitnih imunoloskih vplivov in tudi upo-
rabljene koncentracije teh serumov so se razlikovale. Vec¢ina
studij, v katerih so uporabljene PB KMC, pa se nanasa na he-
matoloske bolezni, medtem ko je le nekaj raziskav, v katerih
so studirali PB BFU E pri KLO (10).
Nedvomno je EPO je glavni regulacijski hormon za diferenci-
acijo zrelih eritroidnih prednic iz kostnega mozga, kot sta CFU
E in pozni BFU E (15). V nasi raziskavi smo kultivirali nezrele
(zgodnje BFU E), ki $e nimajo receptorjev za EPO. Za svojo
rast in razvoj potrebujejo IL 3, ki je sestavni del BPA (16). BPA
izlocajo limfociti T , katerih je pri bolnikih, zdravljenih z inter-
mitentno hemodializo, manj (17). Inhibicija je menda trajna in
korelira s stopnjo uremije (16). Na aktivacijo komplementa in
monocitov ima trajen ucinek tudi sam dializni postopek (17).
Monociti izloc¢ajo ob vsakem postopku vecje koli¢ine vnetnih
monokinov, predvsem IL 6 in IL 12 (17), ki prav tako prepre-
¢ujejo delovanje Ze tako zaradi uremije oslabljenih limfocitov
T (18).
Na podlagi nasih podatkov in podatkov o spremenjenem imun-
skem sistemu, predvsem delovanju limfocitov T, aktivaciji kom-
plementa in vlogi monocitov pri bolnikih s KLO, menimo, da
so za spremembe, ugotovljene v nasi raziskavi, odgovorni:
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zmanj$ano izlo¢anje rastnih dejavnikov (citokinov), predvsem
IL 3,in povecano nastajanje vnetnih monokinov z inhibicijskim
delovanjem na hematopoezo. Nedvomno pa ima na to svoj
vpliv tudi sam postopek hemodialize.
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