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Wykaz stosowanych skrotow

AAV

AIAT
APTT

AspAT
ANCA

anty-PR3

AZA

BVAS

CCR3

CCR4

CCR5

CCR6

CCR7

CCR10

CCL2

CCL20

CD3

zapalenia naczyn zwigzane z przeciwcialami przeciw cytoplazmie
neutrofilow (ANCA-associated vasculitis),

aminotransferaza alaninowa

czas czesciowej tromboplastyny po aktywacji (activated partial
tromboplastin time)

aminotransferaza asparaginowa

przeciwciala przeciw cytoplazmie neutrofilow (anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies)

przeciwciala przeciw proteinazie 3

azatiopryna

skala aktywnosci zapalenia naczyn Birmingham (Birmingham Vasculitis
Activity Score)

chemokinowy (z motywem C-C) receptor typu 3 (chemokine (C-C motif)
receptor 3)

chemokinowy (z motywem C-C) receptor typu 4 (chemokine (C-C motif)
receptor 4)

chemokinowy (z motywem C-C) receptor typu 5 (chemokine (C-C motif)
receptor 5)

chemokinowy (z motywem C-C) receptor typu 6 (chemokine (C-C motif)
receptor 06)

chemokinowy (z motywem C-C) receptor typu 7 (chemokine (C-C motif)
receptor 7)

chemokinowy (z motywem C-C) receptor typu 10 (chemokine (C-C motif)
receptor 10)

chemokinowy (z motywem C-C) ligand typu 2 (chemokine (C-C motif)
ligand 2)

chemokinowy (z motywem C-C) ligand typu 20 (chemokine (C-C motif)
ligand 20)

antygen rdznicowania komérkowego typu 3 (cluster of differentiation 3)



CDh4
CD8
CD18
CD20
CD25
CD26
CD28
CD29
CD30
CD38
CD45R0

CD57
CD69
CD80
CD86
CDl116
CD127
CD152
CMV
CTLA-4
CTX
CXCL1

CXCLS8

CXCR3

DMARDS
eGFR

EDTA
ELISA

antygen roznicowania komérkowego typu 4 (cluster of differentiation 4)
antygen roznicowania komérkowego typu 8 (cluster of differentiation 8)
antygen rdznicowania komérkowego typu 18 (cluster of differentiation 18)
antygen rdznicowania komérkowego typu 20 (cluster of differentiation 20)
antygen roznicowania komérkowego typu 25 (cluster of differentiation 25)
antygen rdznicowania komérkowego typu 26 (cluster of differentiation 26)
antygen réznicowania komérkowego typu 28 (cluster of differentiation 28)
antygen rdznicowania komérkowego typu 29 (cluster of differentiation 29)
antygen réznicowania komérkowego typu 30 (cluster of differentiation 30)
antygen roznicowania komérkowego typu 38 (cluster of differentiation 38)
izoforma RO antygenu rdéznicowania komorkowego typu 45 (cluster of
differentiation 45)

antygen roznicowania komdrkowego typu 57 (cluster of differentiation 57)
antygen réznicowania komérkowego typu 69 (cluster of differentiation 69)
antygen roznicowania komérkowego typu 80 (cluster of differentiation 80)
antygen réznicowania komérkowego typu 86 (cluster of differentiation 86)
antygen rdznicowania komérkowego typu 116 (cluster of differentiation 116)
antygen réznicowania komérkowego typu 127 (cluster of differentiation 127)
antygen réznicowania komérkowego typu 127 (cluster of differentiation 127)
cytomegalowirus (cytomegalovirus)

antygen cytotoksycznych komoérek T typu 4 (cytotoxic T cell antigen 4)
cyklofosfamid (cyclophosphamide)

chemokinowy (z motywem C-X-C) ligand typu 1 (chemokine (C-X-C motif)
ligand 1)

chemokinowy (z motywem C-X-C) ligand typu 8 (chemokine (C-X-C motif)
ligand 8)

chemokinowy (z motywem C-X-C) receptor typu 3 (chemokine (C-X-C
motif) receptor 1)

leki modyfikujace przebieg choroby (disease-modifying antirheumatic drugs)
szacowany wskaznik filtracji klebuszkowej (estimated glomerular filtration
rate)

kwas wersenowy (ethylenediaminetetraacetic acid)
test immunoenzymatyczny (enzyme-linked immunosorbent assay)



EULAR

Fab

Fc
FCS

FFS
FixPerm
Fox

FoxP3

GARP

GITR

GKS
GPA
GM-CSF

HLA-DPB1

HLA-DR
IgG1
IgG4
IL-1B
IL-2
IL-3
IL-4
IL-5
IL-6
IL-8
IL-9
IL-10
IL-12

Europejska Liga Przeciw Reumatywmowi (The European League Against
Rheumatism)

fragment przeciwciata wigzacy antygen (antygen-binding fragment of
antibody)

fragment c przeciwciata (krystalizujacy, crystallizable fragment of antibody)
surowica ptodowa cieleca (fetal calf serum)

skala Five Factor Score

bufor stabilizujgco-permeabilizujacy (Fixation/Permeabilization solution)
czynnik transkrypcyjny z rodziny ,,forkhead box”

czynnik transkrypcyjny z rodziny ,,forkhead box” typu P3/skurfina (forkhead
box P3)

predominanta powtorzen glikoproteiny A (Glycoprotein A Repetitions
Predominant)

gen zwigzany z rodzing receptora indukowanego glikokortykosteroidami
czynnika martwicy guza (glucocorticoid-induced TNFR family related gene)
glikokortykosteroidy

ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (granulomatosis with polyangiitis)
czynnik stymulujgcy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow
(granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

ludzki antygen leukocytarny regionu DP, tancuch beta typu 1 (human
leukocyte antigene, DP beta 1)

ludzki antygen leukocytarny regionu DR (human leukocyte antigene, DR)
immunoglobulina podklasy G1

immunoglobulina podklasy G4

interleukina 13

interleukina 2

interleukina 3

interleukina 4

interleukina 5

interleukina 6

interleukina 8

interleukina 9

interleukina 10

interleukina 12
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IL-17RA
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IL-17RD
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IL-21
IL-22
IL-23
IL-25
IL-26
IL-35
INFy
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JAK
Kom.
LDH
LiTem
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Li Temra
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interleukina 13

interleukina 15

interleukina 17

interleukina 17A

interleukina 17B

interleukina 17C

interleukina 17D

interleukina 17E

interleukina 17F

receptor dla interleukiny 17 typu A
receptor dla interleukiny 17 typu B
receptor dla interleukiny 17 typu C
receptor dla interleukiny 17 typu D
receptor dla interleukiny 17 typu E
interleukina 21

interleukina 22

interleukina 23

interleukina 25

interleukina 26

interleukina 35

interferon vy

wystandaryzowany wspoiczynnik czasu protrombinowego (International
Normalized Ratio)
sprzezony z chromosomem X zespdt immunodysregulacji, poliendokrynipatii

1 enteropatii (Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X-
linked syndrome)

kinaza janusowa (Janus kinase)

komorki

dehydrogenaza mleczanowa (Lactate Dehydrogenase)

limfocyty centralne pamigci (central memory lymphocytes)

limfocyty efektorowe pamieci (effector memory lymphocytes)

limfocyty dziewicze

limfocyty koncowozréznicowane

liczba porzadkowa



MAP
kinases)
mg

min

NKG2D
PAN
PBMC

PBMC/PLT
PBS
PermWash
PHA

PLT

PMA

PR3

Przysp.
PTA
PTPN22

RORy2

RPMI

RTX

SF-36
SF-36 MCS

kinaza proteinowa aktywowana mitogenami (mitogen-activated protein

miligramy
minuty
mikrolitry
milisekundy
metotreksat (methotrexate)
dinukleotyd nikotynoamidoadeninowy (nicotinamide adenine dinucleotide)
komorki NK (natural killers)
jadrowy czynnik ,,kappa-light-chain-enhancer” aktywowanych limfocytow B
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells)
receptor G2D komorek NK (NK receptor group 2, member D)
Polska Akademia Nauk
jednojadrzaste komorki krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear
cells)
kozuszek jednojadrzastych komorek krwi obwodowej oraz ptytek krwi
zbuforowany roztwor soli fizjologicznej (phosphate-buffered saline)
bufor permeabilizujgco-ptuczacy
fitohemaglutynina (phytohemagglutinin)
ptytki krwi
ester forbolu (phorbol 12-myristate 13-acetate)
proteinaza 3 (proteinase-3)
przyspieszenie
przewlekta aktywacja limfocytow T (persistent T-cells activation)
fosfataza tyrozynowa biatek typu 22 (protein tyrosine phosphatase, non-
receptor type 22)
sierocy receptor zwigzany z RAR typu y2 (RAR-related orphan receptor
gamma 2)
medium hodowlane Roswell Park Memorial Institute (Roswell Park
Memorial Institute medium)
rytuksymab (rituximab)
kwestionariusz oceny jakosci zycia Short Form-36
sktadowa zdrowia psychicznego kwestionariusza Short Form-36 (Short

Form-36 mental component summary)



SF-36 PCS

SLE
STAT3

T-bet

Taf

TCR

TGFpB
TGFp1
TGFB/GARP

Tyo
Thl
Th2
Th3
Th17
Th22
TNFa
Tpok
Treg
Trl
VDI

X-VIVO

sktadowa zdrowia fizycznego kwestionariusza Short Form-36 (Short Form-
36 physical component summary)

toczen rumieniowaty uktadowy (systemic lupus erythematosus)

przekaznik sygnatu 1 aktywator transktypcji typu 3 (signal transducer and
activator of transcription 3)

czynnik transkrypcyjny T-bet

limfocyty T posiadajace receptor TCR sktadajacy si¢ z tancuchow af3
receptor limfocytow T (T cells receptor)

transformujacy czynnik wzrostu B (transforming growth factor f5)
transformujacy czynnik wzrostu B1 (transforming growth factor p1)
kompleks TGF 1 predominanty powtorzen glikoproteiny A (Glycoprotein A
Repetitions Predominant)

limfocyty T posiadajace receptor TCR sktadajacy si¢ z tancuchow yo
limfocyty pomocnicze typu 1 (T-helper cells type 1)

limfocyty pomocnicze typu 2 (T-helper cells type 2)

limfocyty pomocnicze typu 3 (T-helper cells type 3)

limfocyty pomocnicze typu 17 (T-helper cells type 17)

limfocyty pomocnicze typu 22 (T-helper cells type 22)

czynnik martwicy guza o (tumor necrosis factor)

temperatura pokojowa

limfocyty T regulatorowe

limfocyty T regulatorowe typu 1

skala uszkodzenia narzadowego w zapaleniach naczyn (Vasculitis Damage
Index)

medium komorkowe X-VIVO

X-VIVO-5%ABS medium komoérkowe X-VIVO wzbogacone 5% roztworem surowicy

AB

10



1. Wstep

1.1 Epidemiologia i obraz kliniczny ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (GPA — granulomatosis with polyangiitis)
nalezy do pierwotnych zapalen naczyn, zwigzanych z produkcjg przeciwciat ANCA (AAV-
ANCA-associated vasculitis). Zapadalno$¢ na nig w Europie potnocnej 1 srodkowej wynosi
miedzy 6 a 14 przypadkow/milion/rok (6-12 w populacji niemieckiej, 8 w populacji
norweskiej, 14,3 w brytyjskiej) 1 jest najwyzsza sposrod chorob tej grupy [1, 2, 3]. GPA
dotyka gléwnie osdéb miedzy 45 a 60 rokiem zycia bez istotnych réznic miedzy
zapadalno$cig w grupie mezczyzn 1 kobiet [4]. Czgsto$¢ zachorowan na pierwotne zapalenia
naczyn rosnie wraz z wiekiem, co w starzejacej si¢ populacji europejskiej, w potaczeniu z
dostgpem do szybkich $ciezek diagnostycznych, skutkuje wzrostem chorobowosci w
ostatnich dwoch dekadach [5].

GPA charakteryzuje si¢ zapaleniem naczyn krwiono$nych matego 1 $redniego
kalibru. Najczesciej proces zapalny umiejscowiony jest w narzadach o gestej sieci naczyn
wlosowatych, takich jak nerki i uktad oddechowy, jednak dotknag¢ moze dowolnego organu.
Obecnie wyroznia si¢ trzy postaci kliniczne GPA. European Vasculitis Study Group
definiuje posta¢ ograniczong, jako zajecie wylgcznie goérnych i/lub dolnych drog
oddechowych, posta¢ wczesng uogdlniong, jako zajecie rowniez innego narzadu, poza
nerkami, a posta¢ uogodlniona, jako obecnos¢ zapalenia naczyn rowniez w nerkach [6].

Klinicznie ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn przebiega w postaci zaostrzen i
remisji. Dotychczas udowodniono korelacje czestosci nawrotow choroby z nadkazeniami,
zaréwno bakteryjnymi jak 1 wirusowymi [7].

Ocena aktywnosci zapalen naczyn stanowi jedno z najwigkszych wyzwan w opiece
nad chorymi z GPA. Objawy zaostrzenia niejednokrotnie postepujg gwaltownie i wymagaja
podjecia szybkich decyzji klinicznych. Typowy obraz zapalenia naczyn (zwlaszcza w
postaci ograniczonej) w aktywnej fazie GPA moze jednak do ztudzenia przypominad
zakazenie bakteryjne. Wtedy takze podwyzszeniu ulegaja standardowe markery stanu
zapalnego, takie jak biatko C-reaktywne czy fibrynogen, stad nie majg one znaczenia
roznicujacego [8, 9]. Prokalcytonina, uwazana za najbardziej swoisty dla posocznicy
bakteryjnej marker zapalenia, zdaje si¢ mie¢ natomiast niskg czulos¢ w zakazeniach drog

oddechowych [10]. Stanowi to problem kliniczny, zaro6wno w grupie chorych
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rozpoczynajacych S$ciezke diagnostyczng, jak 1 wsrod tych, ktérzy posiadajac juz
rozpoznanie, doswiadczaja nawrotu objawdw. Rozpoznanie zaostrzenia zapalenia naczyn
wymaga intensyfikacji leczenia immunosupresyjnego, a zakazenie bakteryjne pocigga za
soba wiaczenie antybiotykoterapii 1 ewentualng redukcje dawek immunosupresantow.
Wybor ten bywa niekiedy trudny, a odpowiedz na pytanie, z jakim typem zapalenia mamy
do czynienia — kluczowe.

Do klinicznych wskaznikow oceny aktywno$ci zapalen drobnych naczyn,
rekomendowanych do stosowania w praktyce klinicznej oraz w badaniach naukowych
nalezy skala Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS), a do oceny utrwalonych
uszkodzen narzadowych Vasculitis Damage Index (VDI) [11]. Obydwie stanowig
wystandaryzowane narzedzia do oceny cigzkosci choroby w formie kwestionariusza.

Skala BVAS to kwestionariusz zawierajacy objawy podzielone na 10 grup w
zaleznosci od uktadu, jakiego dotycza. Kazdemu objawowi przyporzadkowana jest wartos¢
punktowa. Dla cz¢$ci objawow warto$¢ ta zmienia si¢ w zalezno$ci od czasu wystgpienia
(wersja pierwsza — gdy od pojawienia si¢ lub nasilenia mingt mniej niz miesigc lub wersja
druga — dla tzw. ,,przetrwatych” objawéw, ktére trwaja od 1 do 3 miesigcy). Objawy, ktére
sg obserwowane dluzej niz trzy miesigce, uznawane sg za przewlekte 1 nie sg brane pod
uwage w skali BVAS. Wyjatek stanowi ocena chorego, u ktérego stawiana jest po raz
pierwszy diagnoza zapalenia naczyn, cho¢ pierwsze objawy pojawity si¢ juz ponad trzy
miesigce wczesniej. W obrebie kazdego z uktadow ustalona jest maksymalna liczba
punktow, jaka mozna uzyskaé. Objaw musi wigzac si¢ z zapaleniem naczyn i samodzielnie
stanowi¢ cel intensyfikacji leczenia (tzw. ,,intention to treat”), a w miar¢ mozliwosci by¢
poparty badaniami obrazowymi/dodatkowymi lub konsultacjg specjalistyczng [12, 13]
(Rycina 1).
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SKALA AKTYWNOSCI ZAPALENIA NACZYN (Birmingham Vasculitis Activity Score, BVAS) v3

wraz z punktacja (objaw ponizej miesigca/objaw przetrwaty)

1. Objawy ogdlne

Q zadne (0)

O béle miesni (1/1)

3 béle stawdw/zapalenie stawow (1/1)
O temperatura ciata powyze] 38°C (2/2)
O spadek masy ciata 2 2 kg (2/2)

2. Objawy skérne

Q zadne (0)

O mate zmiany martwicze lub objaw drzazgi (2/1)
O plamica (2/1)

O owrzodzenie (4/1)

QO rozlegta martwica (6/2)

3 inne objawy zapalenia naczyn skary (2/1)

3. Blony sluzowe/oczy

O zadne (0)

O owrzodzenia jamy ustnej (2/1)

O owrzodzenia narzaddw rodnych (1/1)

O zapalenie gruczotow slinowych lub tzowych (4/2)

O wytrzeszcz (4/2)

O zapalenie twardowki/ nadtwardowki (2/1)

O zapalenie spojowki/rogowki/powieki (1/1)

O zaburzenia ostroéci widzenia (3/2)

O nagla utrata wzroku (6/brak opcji przetrwaly)

O zapalenie blony naczyniowej (6/2)

O zmiany w siatkdwce (zapalenie malych naczyn,
zakrzepica, wysiek, krwotok) (6/2)

4. Uszy, nos, gardio

O zadne (0)

O krwista wydzielina z nosa/tworzenie sie strupdwy /
owrzodzenia/ziarnina (4/2)

zajecie zatok obocznych nosa (2/1)

podglosniowe zwezenie krtani (6/3)

niedostuch przewodzeniowy (3/1)

niedostuch odbiorczy (6/2)

cooo

5. Klatka piersiowa

O zadne (0)

O éwisty oddechowe (w badaniu fizykalnym) (2/1)

O guzki lub jamy w plucach (3/brak opcji przetrwaty)

O wysiek oplucnowy/bél optucnowy (4/2)

O naciek w ptucu (4/2)

O zajecie oskrzeli (4/2)

O masywne krwioplucie/krwawienie do pecherzykéw
plucnych (6/3)

O niewydolnoé¢ oddechowa wymagajaca sztucznej
wentylacji (6/3)

6. Uklad krazenia

3 zadne (0)

3 zanik tetna obwodowego (4/1)

3 wada zastawkowa (4/2)

3 zapalenia osierdzia (3/1)

3 bdl niedokrwienny serca (4/2)

3 kardiomiopatia (6/3)

3 objawy zastoinowe] niewydolnoéci serca (6/3)

7. Ukfad pokarmowy

3 zadne

3 objawy otrzewnowe (9/3)
3 krwista biegunka (9/3)

3 angina brzuszna (6/2)

8. Nerki

3 zadne

3 nadcisnienie tetnicze (4/1)

3 biatkomocz > 1+ lub 0.2 g/24h (4/2)

3 krwinkomocz 2 10 erytrocytow wpw (6/3)

O kreatynina 125-249 umol/I (4/brak opcji przetrwatly na
pierwszej wizycie)

O kreatynina 250-499 umol/I (6/brak opcji przetrwaty na
pierwszej wizycie)

3 kreatynina 2500umol/I (8/brak opcji przetrwaly na
pierwszej wizycie)

O wzrost kreatyniny > 30% lub spadek klirensu kreatyniny >
25% (6/brak opcji przetrwaly na na pierwszej wizycie)

(UWAGA: stezenie kreatyniny podlega ocenie jedynie

podczas pierwszej wizyty)

9. Ukfad nerwowy

3 zadne (0)

3 bol glowy (1/1)

O zapalenie opon mozgowo-rdzeniowych (3/1)

1 zaburzenia orientacji, pamieci lub innych funkgji
poznawczych (3/1)

3 Drgawki (9/3)

3 udar mézgu (9/3)

3 uszkodzenie rdzenia kregowego (9/3)

O porazenie nerwu czaszkowego (6/3)

3 polineuropatia czuciowa (6/3)

3 wieloogniskowa mononeuropatia ruchowa (9/3)

Rycina 1. Skala aktywnosci zapalenia naczyn BVAS (Birmingham Vasculitis Activity Score) w
wersji 3.0 wraz z punktacja (objaw nowy/przetrwaly)
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Skala BVAS znajduje zastosowanie w codziennej praktyce klinicznej oraz w
badaniach naukowych. Jako narzedzie klinicysty sluzy do podejmowania decyzji o
intensyfikacji lub redukcji immunosupresji 1 monitorowania skutecznosci tych dziatan, a w
projektach badawczych, dzigki walidacji, pozwala na precyzyjny dobor chorych do grup w
zaleznoS$ci od aktywnosci choroby [14]. Stosowanie jednolitej definicji zaostrzenia i remisji
zapalenia naczyn umozliwia porOwnywanie wynikow badan roéznych osrodkow [11].
Dodatkowo wynik w skali BVAS koreluje z cigzko$cig przebiegu choroby i ma znaczenie
prognostyczne [14, 15, 16]. W ostatnim czasie moéwi si¢ rOwniez o mozliwym zastosowaniu
skali, — jako narzedzia roznicujacego — w diagnostyce chorych zgtaszajacych si¢ z objawami
sugerujagcymi zapalenie naczyn [17].

Skala VDI stanowi natomiast narzedzie do oceny przewlekltego uszkodzenia
narzadowego w uktadowych zapaleniach naczyn oraz ocenia efektywnos¢ leczenia. Posiada
ona réwniez warto$¢ prognostyczng (wynik w skali VDI > 5 wigze si¢ z wyzszym ryzykiem
zgonu) [18]. Monitorowanie zmian w punktacji skali VDI jest rowniez istotne w badaniach
klinicznych. Stanowi to uzupelnienie charakterystyki klinicznej o dodatkowy wskaznik
cigzkosci zapalenia naczyn, ttumaczacy kliniczne roéznice miedzy chorymi, ktorych nie
uwzglednia skala BVAS (jak np. przewlekla niewydolno$¢ nerek czy przewlekta
niewydolnos¢ oddechowa) oraz wskazujacy tych chorych, ktorzy a priori posiadajg wyzsze
ryzyko zgonu. VDI sktada si¢ z 64 punktéw podzielonych na 11 sekcji (10 odnosi si¢ do
specyficznego uszkodzenia narzagdowego oraz jedna, opisana jako ,,inne”, zawiera gldwnie
dziatania niepozadane leczenia). Objawy zawarte w kwestionariuszu moga by¢ zaznaczone
pod warunkiem, ze wystapily po rozpoznaniu zapalenia naczyn i utrzymujg si¢ dtuzej niz 3
miesigce — kazdy z nich zwieksza koncowy wynik o 1 [19, 20, 21]. Kolejng skalg stosowana
w AAYV jest Five Factor Score (FFS) posiadajagca gtownie zastosowanie prognostyczne.
Obecnos¢ takich czynnikow, jak wiek powyzej 65 lat, zajecie centralnego systemu
nerwowego, serca oraz nerek, dodaje po jednym punkcie do wyniku ogolnego, co wigze si¢
ze wzrastajacym ryzykiem zgonu. Manifestacja ze strony zatok obocznych nosa odejmuje
jeden punkt od wyniku koncowego [22].

Skalg znajdujacg réwniez zastosowanie w charakterystyce klinicznej chorych z
zapaleniem naczyn jest kwestionariusz SF-36. Jest to sktadajace si¢ z 36 pytan uniwersalne
narzedzie do oceny jakosci zycia w rdéznych jednostkach chorobowych. Wynik
przedstawiany jest w postaci sktadowej zdrowia fizycznego (funkcjonowanie codzienne,
dolegliwosci bolowe 1 ogolny stan zdrowia) oraz psychicznego (jako$¢ funkcjonowania w

spoleczenstwie, stan emocjonalny oraz psychiczny) [23, 24].
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Pierwszymi, niecharakterystycznymi dolegliwosci zglaszanymi przez pacjentéw z
GPA czesto sg objawy ogolne. Goragczka, spadek masy ciata, bole stawoéw 1 migsni, bez cech
ich zapalenia oraz spadek apetytu czgsto wyprzedzaja inne objawy chorobowe oraz
zwiastujg nawrdt choroby.

Objawy ze strony zatok obocznych nosa, ucha i gardta dotycza 70-100% pacjentow
z GPA. Najczgsciej sg to objawy niezytowe nosa, obejmujgce uczucie jego zatkania,
wynikajace z obrzeku btony Sluzowej nosa z jej owrzodzeniami oraz ropny lub krwisty
przewleklty wyciek z przewodéw nosowych oraz objawy towarzyszace, wynikajace z
zapalenia zatok obocznych nosa, takie jak bol glowy czy uczucie ucisku okolicy czolowej
lub jarzmowej. Towarzyszy¢ im moga rowniez symptomy przewleklego zapalenia ucha
srodowego z ropnym wyciekiem z przewodow stuchowych 1 niedostuchem o typie
przewodzeniowym. W tagodniejszych postaciach inne objawy chorobowe moga nie
wystepowac, jednak w ciezkich przypadkach toczacy si¢ w obrebie twarzoczaszki proces
zapalny prowadzi do destrukcji jej struktur kostnych z wytworzeniem tzw. nosa
siodetkowatego lub przetoki ustno-nosowej [25].

Objawy zajecia dolnych drog oddechowych obserwuje si¢ u 50-90% chorych. Cechy
przewlektego stanu zapalnego znalezé mozna zaréwno u chorych zglaszajacych kaszel,
dusznos$¢, odpluwanie ropnej i/lub krwistej tresci lub bdl o charakterze optucnowym, ale
roOwniez u pacjentdw niezgtaszajacych objawow, u ktorych podstawowa diagnostyka uktadu
oddechowego wykonywana jest rutynowo. W wyniku trwajacego procesu zapalnego w
drogach oddechowych moze doj$¢ do trwalych uszkodzen, takich jak podglosniowe
zwezenie krtani czy perforacja drzewa oskrzelowego. W samych ptucach GPA przyjmuje
czgsto posta¢ zmian litych, od drobnych, rozsianych guzkéw $rodmigzszowych az do
masywnych guzoéw zapalnych z rozpadem. Zmianom pgcherzykowym towarzyszy¢ moze
zagrazajace zyciu krwawienie §rodpecherzykowe [26, 27].

Najczestsza postacig zajecia nerek w przebiegu GPA jest gwattownie postepujace
martwicze klebuszkowe zapalenie nerek z nielicznymi ztogami immunologicznymi i
proliferacja mezangium [28]. Dotyka ono okolo 70% pacjentow z tym rozpoznaniem [29,
30]. Zmiany te, manifestujgce si¢ klinicznie biatkomoczem, z czasem doprowadzaja do
postepujacego uposledzenia filtracji ktebuszkowej, az do krancowej niewydolnosci nerek
[31]. Do pozanerkowych, zdecydowanie rzadszych (<1% chorych), postaci GPA w obrgbie
uktadu moczowo-ptciowego nalezag m.in. zapalenie cewki moczowej, prostaty, jader,
najadrza, przydatkow oraz owrzodzenia narzadoéw rodnych [15, 32, 33].

Objawy ze strony uktadu nerwowego prezentuje 20-50% chorych z GPA [34]. Do
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najczestszych naleza obwodowe wieloogniskowe mononeuropatie, polineuropatie 1
neuropatie nerwow czaszkowych [35]. Zajecie centralnego systemu nerwowego,
obserwowane znacznie rzadziej (7—11%), objawia¢ si¢ moze zapaleniem opon mozgowych,
zdarzeniami naczyniowymi czy drgawkami [36].

Do rzadszych prezentacji GPA naleza zmiany skorne, takie jak plamica, zmiany
guzkowe czy owrzodzenia, zajgcie serca, przewodu pokarmowego czy gruczolow

dokrewnych [37].

1.2 Podstawowe mechanizmy w etiopatogenezie ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn

Od 1936 roku, kiedy Friedrich Wegener opublikowat prace dotyczaca nowej
jednostki chorobowej, na ktorej obraz sklada si¢ zapalenie ziarniniakowe 1 zajgcie naczynh
krwiono$nych, wiedza na temat etiopatogenezy tego schorzenia ulegla znacznemu
poszerzeniu [38]. Nadal jednak czg$s¢ mechanizmow odpowiadajacych za powstawanie
zapalenia naczynh pozostaje niejasne, a niektore teorie dotyczace immunopatologii GPA
oczekujg jednoznacznego potwierdzenia.

Do czynnikow genetycznych, oprocz opisanego w kolejnym podrozdziale
polimorfizmu genu CTLA-4, wskazywanych jako tlo dla nieprawidtowosci w ukladzie
immunologicznym chorych z GPA nalezg m.in. geny zwigzane z regulacjg apoptozy i biatka
przekaznikowe. Wskazano m.in. szes¢ alleli gendéw zwigzanych z apoptoza neutrofilow.
Najsilniejsza korelacje wskazano wobec genu HLA-DPBI1 [39]. Ze wzrostem ryzyka
zachorowania wigzg si¢ réwniez m.in.: gen PTPN22 kodujacy fosfatazg tyrozynowa
regulujaca odpowiedz limfocytéw T 1 B [40], gen FCGR3B kodujacy fragment Fc IgG [41],
gen kodujacy receptor dla leptyny [42] czy gen samej proteinazy 3 [43].

Jednym z najszerzej badanych elementdéw patofizjologicznych w GPA jest obecnos¢
przeciwcial przeciw cytoplazmie neutrofilow (ANCA — anti-neutrophil cytoplasmic
antibodies), odkrytych w latach osiemdziesigtych podczas analizy surowicy pacjentow z
martwiczym zapaleniem kiebuszkow nerkowych [44].

Do gltownych teorii tlhumaczacych powstawanie ANCA naleza teoria dysfunkcji
apoptozy neutrofilow oraz teoria mimikry molekularnej. Zwigzek infekcji bakteryjnej z
GPA potwierdza réwniez zaobserwowana zalezno$¢ migdzy przewleklym nosicielstwem

Staphylocccus aureus a czgstoscig zaostrzen procesu autoimmunologicznego [45].
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W zaleznosci od wzorca wychwytu znakowanych fluoresceing przeciwciat na
powierzchni neutrofilow ANCA dzielimy na: cytoplazmatyczne ,,cANCA” (fluorescencja
calej cytoplazmy), okotojadrowe ,,pANCA” oraz atypowe ,aANCA” (fluorescencja
niespecyficzna). Juz pierwsze doniesienia naukowe, w ktorych ANCA wykrywano jedynie
za pomocg immunofluorescencji, sugerowaly wysokg czutos¢ i specyficzno$¢ w diagnostyce
AAV oraz korelacje stezenia z aktywnos$cig choroby [46, 47]. Przeciwciata ANCA stwierdza
sie u 92-96% chorych z uogdlniong postacig GPA oraz 60—83% z postacig ograniczong [48,
49]. W ok. 65-80% sa to przeciwciata o typie §wiecenia cytoplazmatycznym, a w ok. 10—
15% o typie okotojadrowym. W zwigzku z duzg swoisto$cia, ich stwierdzenie w surowicy
pacjenta z podejrzeniem GPA ma znaczenie diagnostyczne [50]. Monitorowanie ich miana
w ostatnich latach zyskato réwniez znaczenie prognostyczne [51]. W ostatnich latach na
znaczeniu zyskaly inne, niz immunofluorescencja, metody oznaczania konkretnych
przeciwcial ANCA, takie jak western blot lub antygenowo-specyficzne oznaczenia z
uzyciem testu immunoenzymatycznego (ELISA), jednak nie udowodniono dotychczas
korelacji ich stgzenia z aktywnos$cig choroby [52].

ANCA w GPA najczgsciej nalezg do podklas IgG1 1 IgG4 [53]. Glowny antygen
bedacy ich celem zidentyfikowano jako proteinaze¢ 3 (PR3) [54]. Enzym ten, nalezacy do
proteaz serynowych, uczestniczy w odpowiedzi neutrofilow na obecno$¢ patogenow. U
pacjentow z GPA stwierdzono jego zwigkszong ekspresj¢ na powierzchni leukocytow
obojetnochtonnych, zarowno spoczynkowych, jak 1 aktywowanych [55]. Proteinaza 3 sama
ma zdolno$¢ do aktywacji komorek srodblonka naczyn do produkcji IL-8 rekrutujac tym
samym kolejne neutrofile [56].

Udzial przeciwcial ANCA w wielu mechanizmach immunologicznych u pacjentow z
GPA wydaje si¢ prawdopodobny. Patogenny charakter samych ANCA pozostaje jednak
dyskusyjny. Udowodniono potencjat przeciwcial przeciw mieloperoksydazie do
wywotywania zapalenia naczyn w modelu zwierzecym [57]. Uzyskanie takiej reakcji z
udziatem przeciwciat przeciw proteinazie-3 udalo si¢ dotychczas jedynie w
humanizowanych modelach mysich, co moze wynika¢ z rdéznego udziatu ANCA w
patomechanizmie zapalenia naczyn w modelach zwierzecych [58, 59].

Z punktu widzenia immunopatologii GPA najwazniejszg z wlasciwosci przeciwciat
przeciw cytoplazmie neutrofilow jest ich zdolno$¢ do aktywacji obojetnochtonnych
neutrofilow oraz monocytow w obecnosci TNF-a oraz zwigkszenia ich zdolno$ci
adhezyjnych [60, 61, 62]. Dodatkowo aktywacja neutrofilow wywotana wigzaniem

przeciwcial ANCA wptywa na zmiang struktury ich cytoszkieletu, zmniejszajac zdolnos¢
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komorki do odksztalcania 1 sprzyjajac sekwestracji w kapilarach, co moze tlumaczy¢
predylekcje AAV do matych naczyn krwionosnych [63]. Przy udziale fragmentu Fab oraz
Fc przeciwciata ANCA aktywuja oksydaze NADH neutrofilow powodujac wybuch tlenowy
1 degranulacj¢. Uwolnione zostaja liczne mediatory stanu zapalnego, w tym: cytokiny
prozapalne (np. IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, TNFa), chemoatraktanty (np. CCL2 1 leukotrien
B4), cytokiny z rodziny TGF-B oraz wolne rodniki tlenowe [64, 65]. Czasteczki te rekrutuja
kolejne typy komorek zapalnych oraz powodujg uszkodzenie §rodbtonka [66]. Do komorek,
aktywowanych w obecnosci ANCA nalezg rowniez m.in. monocyty (IL-6, neopteryna) oraz
srodbtonek (IL-6, selektyna E) [67, 68].

Proteinaza 3 uwolniona z neutrofilow bezposrednio wptywa takze na dojrzewanie
komorek dendrytycznych 1 toruje im droge do indukcji odpowiedzi immunologicznej typu
Thl, przewazajacej w procesie tworzenia ziarniniakow [69].

Formowanie ziarniniakoéw w ukladzie oddechowym, wedtug wczesnych badaczy
choroby, stanowito pierwszg faze patogenezy GPA [70]. Fizjologicznie struktury te tworza
si¢ na drodze odpowiedzi leukocytow na patogeny wewnatrzkomorkowe trudne do
eliminacji na drodze strawienia. Stad teoria, ze w drogach oddechowych chorych z GPA
ziarniniaki powstawaty jako odpowiedz na nieznany czynnik infekcyjny, a nastepnie reakcja
zapalna w sposéb niekontrolowany uogolniata sie.

P&zniejsze analizy rowniez sugerowaly istnienie wstepnej fazy GPA, w ktorej
zapalenie ziarniniakowe wystepuje jeszcze bez zajgcia naczyn krwionosnych [71]. Wedhug
niektorych badaczy etap ten mozna utozsamia¢ z ograniczong postacig GPA, w ktorej
ziarnina jest podstawowg zmiang w wycinkach zmienionej chorobowo btony $luzowej
gornych drég oddechowych [72], cho¢ do tworzenia ziarniniakow prawdopodobnie
dochodzi réwniez w poOzniejszych etapach choroby, co potwierdzaja badania
histopatologiczne bioptatow nerki pacjentdéw z postacig uogdlniong GPA [73, 74]. W
obrebie struktur ziarniniakowych w GPA znalez¢ mozna zaré6wno naciek ztozony z
neutrofilow, makrofagéw i limfocytow (zaréwno B jak 1 T), ale w czesci przypadkdéw
rowniez z eozynofilow, monocytow czy komorek olbrzymich [75, 76].

Uogolnianie si¢ stanu zapalnego w GPA jest procesem ztozonym, w ktorym role
odgrywaja zarowno obecnos¢ ANCA, jak i1 rekrutacja kolejnych populacji leukocytow w
miejscu  pierwotnie zajetym procesem chorobowym. W obrebie ziarniniakow
zaobserwowano struktury podobne do osrodkéw rozmnazania w grudkach chtonnych
pierwotnych tkanek limfatycznych, jak rowniez w trzeciorzedowych tkankach

limfatycznych powstajacych podczas infekcji. Tworzg je neutrofile 1 monocyty (wykazujace
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ekspresje PR3) otoczone komoérkami prezentujagcymi antygen (m.in. komorki dendrytyczne)
oraz efektorowymi limfocytami T [77]. Struktury te wskazujg na aktywacj¢ swoistych
antygenowo limfocytow B 1 T oraz procesy dojrzewania odpowiedzi immunologiczne;j.
Promowane w ten sposdb powstawanie przeciwciat ANCA sprzyja progresji ukladowego

zapalenia naczyn [78, 79].

1.3 Udziat limfocytow T w etiopatogenezie ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn

Na istotng role limfocytow T w etiopatogenezie GPA wskazuje juz sktad
komorkowy struktur ziarniniakowych w gornych drogach oddechowych pacjentow z
aktywnym zapaleniem naczyn, w ktorych stwierdza si¢ znaczng liczbe granulocytow.
Komoérki CD3+ okazujg si¢ by¢ rowniez dominujgce w nacieku zapalnym obecnym w
bioptatach nerek pacjentow z ANCA-dodatnim klebuszkowym zapaleniem nerek [80, 81].
Ponadto analiza podklas przeciwciat przeciw cytoplazmie neutrofilow wskazuje na
mechanizm ich powstawania zalezny od limfocytéw T [53].

Jedng z wazniejszych obserwacji dotyczacych limfocytow u chorych z
ziarniniakowatoscig z zapaleniem naczynh jest obnizenie ich catkowitej liczby. Limfopenia
czgsto ma zwigzek z zastosowanym leczeniem, ale nierzadko wystepuje u chorych ze
Swiezym rozpoznaniem zapalenia naczyn, nawet postaci ograniczonej, 1 pozostaje bez
zwigzku z aktywnos$cig choroby [82]. Ponadto u chorych z AAV stwierdza si¢ spadek
stosunku limfocytow CD4+ do CD8+ we krwi obwodowej, co moze wynika¢ z udzialu
limfocytow CD4+ w formowaniu ziarniny zapalnej [83, 84]. Obserwuje si¢ rowniez
zwiekszenie odsetka komorek NK [85].

U chorych z AAV obserwuje si¢ zwigkszong, w pordwnaniu ze zdrowa kontrola,
aktywacje¢ limfocytéw T 1 zmian¢ proporcji poszczegdlnych podklas tych komoérek pod
wpltywem proteinazy 3 [86, 87, 88]. Efektu takiego nie osiagnigto stymulujac limfocyty przy
uzyciu innych peptydow, co ponownie podkresla rol¢ autoantygendw w roznicowaniu
leukocytow chorych z GPA [89].

U chorych z GPA obserwowano zwickszenie odsetka aktywowanych limfocytow B
(ekspresja m.in. CD38) oraz limfocytow T (ekspresja m.in. CD25, CD29 1 HLA-DR dla
komorek CD4+ 1 CD11b, CD29 1 CD57 dla komoérek CD8+), ktory nie ulega normalizacji
nawet w remisji choroby. Fakt ten sugeruje zarowno nieprawidtowg gotowos¢ limfocytéw

do proliferacji, jak 1 niekontrolowang reakcje zapalng bez uchwytnego bodzca [83, 90, 91].
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Zaangazowanie limfocytow w procesie zapalnym chorych z AAV zmienia proporcje
komorek o réznym potencjale do migracji do krwi obwodowej lub pozostawania w
narzgdach limfatycznych. Dochodzi do zmniejszenia odsetka limfocytow T pomocniczych
dziewiczych (CD4+CD45R0O-CCR7+) na korzys¢ frakeji limfocytow efektorowych pamieci
(CD4+CD45RO+CCR7-). Tendencja ta postepuje wraz z czasem trwania choroby 1 jest
szczegolnie wyrazna w stabilnej remisji choroby. Zmiana proporcji limfocytow dziewiczych
1 efektorowych w aktywnej fazie zapalenia naczyn wzglgdem zdrowej populacji pozostaje
jednak dyskusyjna [92, 93]. Zwigkszenie liczby limfocytow efektorowych pamigci
zaobserwowano w moczu pacjentow z aktywnym kigbuszkowym zapaleniem nerek w
przebiegu zapalenia naczyn, co moze tlumaczy¢ ich rekrutacja do narzaddéw zajetych
chorobowo [94]. Poza utratag receptora chemokinowego CCR7, predysponujgcego do
powrotu do pierwotnych narzadow limfatycznych, komoérki efektorowe pamigci we krwi
obwodowej 1 w zmianach ziarniakowych u chorych z GPA cechuje rowniez wysoka
ekspresja markerow aktywacji (np. HLA-DR), czasteczek adhezyjnych (np. CD18) oraz
receptorow zwigzanych z odpowiedzig Thl (np. CCRS) [95].

Wiele limfocytow o typie efektorowych pamigci nalezy do komoérek CD28-. Utrata
tej czasteczki kostymulujacej] moze dotyczy¢ populacji limfocytow zarowno CD4+ jak i
CD8+ oraz stanowi jeden w wyznacznikow ,starzenia si¢” lub ,,wyczerpania” dlugo
aktywowanych limfocytow pamieci. Frakcja tych komorek zwigksza si¢ migdzy innymi u
0sOb starszych lub pacjentow z przewleklymi stanami zapalnymi, bedac markerem
przedtuzajacej si¢ oraz powtarzane] antygenowej stymulacji uktadu immunologicznego.
[96]. Sytuacje taka zaobserwowano takze u pacjentéw z GPA. Na powierzchni limfocytow
CD28- stwierdzono rowniez zwigkszong ekspresje receptora CTLA-4 (CD152). Ligandem
dla tego receptora sg te same czasteczki, ktére wchodzac w interakcje z CD28 (CDS8O0 1
CD86) uczestnicza w procesie aktywacji limfocytu T, jednak efekt takiej stymulacji jest dla
komorki odwrotny. Dzigki aktywacji CTLA-4 w limfocytach moze dochodzi¢ do
zmniejszenia ekspresji cytokin Th2. Zjawisko to obserwowano w ziarninie zapalnej chorych
z GPA. W zwiagzku z tym wysunig¢to teori¢, ze jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za
rozw0j zapalenia naczyn w GPA jest zaburzona proporcja CTLA4/CD28 na powierzchni
limfocytow (zwtaszcza CD4+ 1 CD4-CD8-) 1 w efekcie nieprawidtowa regulacja funkcji
komorek limfocytow [97, 98]. Nieprawidtowosci w obrgbie genu kodujacego CTLA zostaty
stwierdzone w licznych chorobach z autoagresji, przebiegajacych z nadreaktywnoscig
limfocytow T, np. w nuzliwo$ci migsni, nieswoistych zapaleniach jelit 1 toczniu

rumieniowatym uktadowym [99, 99, 101]. Ostatnie wyniki badan na grupie chorych z GPA
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rowniez sugeruja silny zwigzek polimorfizmu genu CTLA z wystgpieniem choroby [102,
103, 104].

Anomalig w obrazie odsetkowym limfocytow T CD4+, o ktorej warto wspomniec
jest rowniez wyzszy, niz u zdrowej populacji, odsetek limfocytoéw NK o wysokiej ekspresji
receptora dla IL-15 [105]. Poniewaz wzrost procentowego udzialu tych limfocytéw jest
wysoce swoisty dla postaci uogélnionej choroby, wysuni¢to teorie, ze komorki te odgrywaja
rol¢ w naciekaniu $ciany naczyn krwionos$nych, a co za tym idzie, rozprzestrzenianiu si¢
choroby do innych tkanek.

W GPA, analogicznie do innych schorzen z autoagresji, wysuni¢to teori¢ o
dysproporcji pomiedzy poszczegdlnymi populacjami limfocytéw pomocniczych. Do 2005
roku, kiedy pierwszy raz opisano limfocyty Thl7, paradygmat réwnowagi miedzy
komorkami Thl 1 Th2 stanowit gldéwng o$ badan nad udzialem mechanizmoéw komorkowych
w patogenezie AAV.

Podziat na glowne grupy limfocytdow pomocniczych opiera si¢ na profilu
wydzielanych przez nie cytokin oraz ich funkcji [106]. Cechg charakterystyczng limfocytéw
Thl jest produkcja glownie IFNy, IL-2, IL-3, 1 GM-CSF 1 wysoka ekspresja receptorow
chemokinowych CCRS5 i1 CXCR3 przy braku ekspresji CCR4. Gloéwnym bodzcem do
réznicowania w kierunku limfocytow Thl jest IL-12, ktorej Zrodlem sg przede komorki
prezentujace antygen. Komorki te w duzej mierze wspierajg odpowiedz komorkowa [107].
Z kolei subpopulacja Th2 odgrywa wigksza role¢ w mechanizmach humoralnych, angazuje
przy tym rowniez eozynofile 1 wykazuje ekspresje przede wszystkim IL-4, IL-5, IL-10, IL-
13 1 CCR4. Do réznicowania komorek Th2 dochodzi giéwnie pod wpltywem IL-2 1 IL-4, a
cytokiny przez nie produkowane hamujg proliferacje subpopulacji Thl [108].

Zaburzong proporcje pomiedzy grupami limfocytow pomocniczych, zwlaszcza w
nacieku zapalnym w zajetych chorobowo tkankach zaobserwowano w licznych schorzeniach
autoimmunologicznych. Silng polaryzacj¢ w kierunku odpowiedzi Thl opisano migdzy
innymi w idiopatycznych zapaleniach jelit, z kolei przesunigcie w stron¢ Th2 potwierdzono
w  przypadku schorzen przebiegajacych z eozynofilia (m.in. eozynofilowej
ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn) [109, 110].

Dotychczasowe wyniki badan dotyczacych réwnowagi miedzy limfocytami Thl a
Th2 w GPA nie sg w pelni spojne. W strukturach ziarniniakowych w postaci zlokalizowanej
GPA, utozsamianej z wczesng fazg choroby, obserwowano zwigkszong liczbe limfocytow
CD26+ (opcjonalny marker Thl) wydzielajacych IFNy oraz wykazujacych ekspresje CCRS.

Nie wykazano jednak zwigkszonej ekspresji markeréw Th2 w nacieku zapalnym ani
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zwiekszonego st¢zenia cytokin typu Th2 we krwi obwodowej w tej grupie chorych [76, 111]
Obraz ten sugeruje zdecydowanag polaryzacje limfocytow w strong¢ odpowiedzi Thl w
postaci ograniczonej GPA. Na fakt ten moze wplywaé preferowana na drodze stymulacji
antygenowej odpowiedz Thl oraz znaczny udziat limfocytow CD28-. Mediowana przez
CD28 stymulacja limfocytow prowadzi do réznicowania komoérek Th2. Zatem wzrost
odsetkowego udziatlu komoérek nie posiadajagcych CD28 moze prowadzi¢ do dalszego
przesunigcia rownowagi miedzy limfocytami pomocniczymi w kierunku Th1 [111].

Uogoblnienie procesu autoimmunologicznego w aspekcie rownowagi Thl/Th2
pozostaje niejasne. Cze$¢ badan wskazuje na utrzymujacg si¢ przewage komorek o funkeji
Thl zaréwno w nacieku ziarniniakowym, jak i w obrebie PBMC [113]. Istniejg nawet
doniesienia na temat jednoznacznej dominacji tej subpopulacji bez wzgledu na stopien
aktywnosci choroby, profil zajecia narzagdowego, jak 1 pochodzenia analizowanych komorek
(drogi oddechowe versus krew obwodowa) [114]. Cz¢s¢ badaczy wskazuje jednak na
zmniejszanie si¢ odsetka limfocytow produkujacych IFNy, zwlaszcza w obrebie nacieku
zapalnego w drogach oddechowych oraz wzrost stezenia wskaznikow odpowiedzi Th2 we
krwi obwodowej w miare ekspansji procesu chorobowego [67, 111, 115]. Zespot Balding 1
wsp. wykazal nawet przewage limfocytow CD3+ o wysokiej ekspresji IL-4 1 receptora
chemokinowego CCR3 w nacieku zapalnym blony $luzowej nosa chorych z uogdlniong,
aktywng postacia GPA [116]. Na wzrost udzialu odpowiedzi Th2 wskazuje réwniez
obserwowane w uogdlnionej postaci GPA wyzsze stezenie rozpuszczalnego receptora CD30
[117].

Wysuni¢to zatem teori¢ dotyczaca stopniowego przesunig¢cia roOwnowagi miedzy
limfocytami Th1/Th2 w kierunku drugiej grupy w miar¢ postgpu choroby [116, 118]. Teza
ta wymagalaby jednak jednoznacznego potwierdzenia, a szczegdlnie cenna bytaby dalsza
analiza rekrutacji poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw CD4+ do zajetych tkanek 1

zmiany ich proporcji we krwi obwodowe;j.
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1.4 Rola limfocytow Thl7 oraz limfocytéw T regulatorowych (Treg) w patogenezie

ziarniniakowatos$ci z zapaleniem naczyn i innych chordb autoimmunologicznych

Grupami komorek, ktore w ostatnich latach zyskaly szczeg6lng uwage badaczy w
aspekcie patogenezy GPA sa limfocyty Thl7 oraz limfocyty T regulatorowe (Treg).
Analizowane jeszcze przed tym odkryciem modele zwierzgce autoimmunologicznego
zapalenia mozgu sugerowaty inny od Thl 1 Th2 czynnik, kluczowy dla rozpoczecia reakcji
autoimmunologicznej. W rozwoju tej choroby wykazano wowczas udziat odrebnej
subpopulacji limfocytoéw CD4+ produkujacych IL-17 [119, 120, 121, 122].

Od czasu pierwszych opiséw (2003-2005) komorek typu 17, nie tylko rzucity one
nowe $wiatlo na kwesti¢ rownowagi miedzy limfocytami pomocniczymi, ale réwniez
wskazaly na ich szeroki udzial w nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej w przebiegu

zjawisk autoimmunizacji i pierwotnych niedoborach odpornosci [122].

Do gtéwnych cech limfocytow Th17 nalezy produkcja cytokin: IL-17A, IL-17F, IL-
21, IL-22, IL-26, 1 CXCLS. Na ich powierzchni stwierdza si¢ stata obecno$¢ receptorow
chemokinowych CCR4 1 CCR6 przy braku CXCR3. Na roznicowanie linii Th17 ujemnie
wplywa obecnos¢ IL-2, IL-4 1 IFNy. [123, 124, 125, 126].

Limfocyty Th17 ro6znicujg si¢ pod wplywem wspotdziatania IL-6, IL-21, IL-23, 1 IL-
1B. Istotng role odgrywaja tez czynniki kostymulujace, takie jak CD28 1 ICOS. W procesie
proliferacji Th17 podkresla si¢ rowniez udzial TGF-f, jako czynnika hamujacego rozwoj
pozostatych linii komoérek pomocniczych. W kontroli réznicowania Th17 najwazniejszg rolg
odgrywaja czynniki transkrypcyjne STAT3 (aktywowany kinazami JAK lub MAP) oraz
RORy2.[127, 128, 129, 130].

Poprzez profil wydzielanych przez siebie cytokin oraz inne wlasciwosci komorkowe
limfocyty Th17 wplywaja na réznicowanie innych limfocytow, wykazuja si¢ niewielka
cytotoksycznoscig 1 charakteryzuja si¢ stosunkowo niska podatnos$cig na regulacje z
udzialem komorek Treg. Komorki te posiadajg rowniez zdolno$¢ réznicowania w inne linie
pomocnicze w zalezno$ci od srodowiska cytokinowego, w jakim si¢ znajdujg. Przejsciu
limfocytow o profilu Th17 w komoérki Thl towarzyszy zmiana regulacji czynnikow
transkrypcyjnych RORy2 1 T-bet oraz utrata CCR6. Dochodzi do wzrostu produkcji IFNy

przy zmniejszeniu produkcji IL-17A. Istniejg réwniez grupy limfocytéw T posiadajacych
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zarOwno cechy komdrek pomocniczych typu 1 jak 1 17 (zdolno$¢ do produkeji IL-17 1 IFNy)
[131, 132].

Rodzina interleukin 17 sktada si¢ z szesciu przedstawicieli: IL-17A, B, C, D, IL-17E
(nazywana réwniez IL-25) oraz IL-17F. Od czasu odkrycia pierwszego z nich (IL-17A) w
1995 roku, sa one obiektem ciggtych badan pod katem udzialu w procesach
autoimmunologicznych [133].

Interleukiny z tej rodziny produkuja nie tylko limfocyty Th17. IL17A w roznych
sytuacjach mozna spotka¢ rowniez w limfocytach CD8+, komorkach yo, eozynofilach i1
neutrofilach [134, 135, 136, 137]. Interleukiny 17 wiaza si¢ z receptorami z rodziny IL-17R.
Znajduja one si¢ na powierzchni zarowno limfocytow pomocniczych, jak 1 na komoérkach
krwiotworczych, fibroblastach oraz na komoérkach s$rodbtonka [138]. Najwczesniej
poznanym 1 najlepiej zbadanym z tej rodziny jest receptor IL-17RA. Kolejne to IL-17RB,
IL-17RC, IL-17RD oraz IL-17RE. Wystepuja one najczesciej w postaci heterodimerow 1 tak
na przyktad kompleks receptorow IL-17RA 1 IL-17RC rozpoznaje IL17A 1 IL-17F, a z kolei
kompleks IL-17RA i IL-17RB wiaze IL-25 [139, 140]. IL-17A oraz IL-17F wykazuja
znaczne podobienstwo w budowie 1 funkcjach. Wydzielane przez komorki Th17 cytokiny w
gléwnej mierze wpltywaja na neutrofile 1 makrofagi. Zwigzanie kompleksu receptora z
interleuking 17A lub 17F powoduje ekspresj¢ cytokin (gtownie IL-6, IL-1B 1 TNF-a, GM-
CSF), PGE2 oraz chemokin (CXCL1, CXCLS8, CCL2, CCL20, CXCL6, CXCL1, CCL2), co
stymuluje dalszg proliferacj¢ neutrofiléw, ale rowniez wplywa na inne linie komorkowe, w
tym réznicowanie limfocytéw B 1 aktywacje innych limfocytow T. W AAV proces ten
prowadzi zaréwno do zwigkszonej produkcji ANCA, ale rowniez do stopniowego
naciekania $ciany naczyn krwionosnych przez aktywowane komorki. [141, 142, 143, 144,
145, 146].

Odmienna rola IL-17E zostala dostrzezona w procesach zwigzanych z
nadwrazliwoscig oraz reakcjg przeciwpasozytniczg. Interleukina ta prowadzi do uwolnienia
mediatorow odpowiedzi Th2 takich jak IL-4, IL-5, IL13. [147, 148, 149].

Komorki Th17 w warunkach fizjologicznych petnig istotng role przeciwbakteryjng 1
przeciwgrzybicza. Udowodniono, ze myszy pozbawione osi IL17/IL23 pozostaja podatne na
cigzkie zakazenia takimi patogenami jak Klebsiella pneumoniae czy grzybami z rodziny
Candida [150, 151].

Rola limfocytéw produkujacych IL-17 zostala szeroko opisana w innych
schorzeniach z autoagresji. Analizujac ekspresj¢ markerow prozapalnych w wykwitach

skornych w przebiegu tuszczycy, opréocz cytokin typowych dla limfocytow Thl,
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stwierdzono rowniez zwigkszong liczb¢ komorek wykazujacych ekspresje 1L-1p8, IL-23,
RORy2, CCL20 (ligand dla CCR6). Fakt ten sugeruje, ze W rozwoju procesu
autoimmunologicznego udziat biorg zardéwno limfocyty pomocnicze typu 1, jak 117 [152].

W grupie pacjentow z aktywnym reumatoidalnym zapaleniem stawdéw wykazano
produkcje IL-17 1 obecnos¢ jej mRNA w wycinkach maziowki pobranej ze stawow objetych
procesem chorobowym. Inkubacja wycinkéw z cytokinami typowymi dla odpowiedzi Th2
(IL-4 T IL-13) doprowadzita do zmniejszenia produkcji IL-17 w badanych probkach
wskazujac na antagonizm wzgledem odpowiedzi typu 2 [153].

Kolejng chorobg, w ktorej sugeruje si¢ istotny udziat limfocytéw Th17 jest toczen
rumieniowaty uktadowy. We krwi obwodowej chorych wykazano m.in zwigkszony odsetek
komorek produkujacych IL-17 [154, 155]. Obserwacje te potwierdzaja rowniez analizy
osoczowych markerow aktywnosci poszczegdlnych grup limfocytow pomocniczych. U
pacjentow z SLE stwierdzono podwyzszone st¢zenie IL-17A, IL-6, IL-10 1 IL-12 przy
poréwnywalnych ze zdrowa grupa kontrolng poziomach IL-23 i IL-4. Ponadto stgzenie
pierwszych trzech z wymienionych cytokin koreluje u chorych z SLE z aktywnos$cia
choroby. Stwierdzono roéwniez obnizone stezenie TGF-B. Na podstawie takiego profilu
cytokin zasugerowano, iz jednym z mechanizméw autoimmunizacji w przebiegu SLE jest
zaburzenie proporcji pomiedzy populacjami konwencjonalnych limfocytow efektorowych 1
limfocytéw Treg z dominujacg rolg komoérek Th17 [156]

Podobnych obserwacji dotyczacych istotnej roli komoérek wydzielajagcych IL-17
dokonano rowniez z pierwotnych zapaleniach naczyn, jak na przyktad w aktywnej fazie

choroby Kawasaki oraz eozynofilowej ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn [157, 158].

Komoérki o wlasciwosciach immmunosupresyjnych odgrywaja istotng rolg w
homeostazie ukladu immunologicznego. Moga one naleze¢ do roznych subpopulacji
limfocytow, w tym do komoérek Taf 1 Tyd oraz wykazywac si¢ obecnoscig zarowno CD4 jak
1 CD8. Wyznaczenie jednego, specyficznego markera przynalezno$ci do tej grupy nie jest
fatwe z uwagi na jej niejednorodnos¢. Laczy je jednak supresorowy wplyw na komorki
prozapalne w mechanizmie zaleznym badZz niezaleznym od antygenu. Najwazniejszym
typem komorek o wilasciwosciach immunosupresyjnych sg limfocyty Treg. Do komorek,
ktorych funkcje ulegaja zahamowaniu pod ich wptywem nalezg m.in. inne limfocyty T
CD4+, limfocyty B oraz komorki cytotoksyczne [159, 160, 161]. Tym samym udziat
limfocytow Treg potwierdzono m.in. w zapobieganiu reakcji nadwrazliwosci,

immunosupresji w cigzy czy reakcjach przyjecia/odrzucenia przeszczepu [162, 163, 164].
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Do najwazniejszych cytokin komoérek Treg nalezg IL-9, IL-10, IL-35 1 TGFP oraz
aktywnos$¢ cytotoksyczna (poprzez produkcje granzymu B 1 perforyny) [165, 166, 167, 168,
169].

Wyrézniono dwa gtowne typy Treg. Tak zwane naturalne limfocyty regulatorowe
(tTreg - thymus-derived regulatory T-cell) dojrzewaja w grasicy jako jedna z subpopulacji
limfocytow T CD4+. tTreg rozpoznaja wlasne (self) antygeny, a ich cechg charakterystyczng
jest konstytutywna ekspresja antygenu CD25 (podjednostka a receptora dla IL-2 o wysokim
powinowactwie). Limfocyty Treg obwodowe (pTreg — peripherally derived regulatory T-
cell) powstaja w tkankach obwodowych w odpowiedzi na stan zapalny [170]. Jest to
heterogenna grupa komorek roéznigcych sie¢ mechanizmami supresji. W ich obrebie mozna
wyrozni¢ tzw. limfocyty T regulatorowe typu 1 (Trl) i limfocyty pomocnicze typu 3 (Th3).
Subpopulacja Trl charakteryzuje si¢ przede wszystkim silng ekspresjg IL-10 oraz TGF.
Komorki Th3, rowniez zwigzane z produkcja TGFp, odgrywaja istotng role w tolerancji
immunologicznej Sluzowek jamy ustnej [171].

Do innych markerow wspdlnych dla duzej grupy komorek Treg nalezg: CTLA-4
[172], niska ekspresja CD127 [173] oraz gen zwigzany z rodzing receptora indukowanego
glikokortykosteroidami czynnika martwicy guza (GITR) [174].

Wiasciwosci  immunosupresyjne komoérek regulatorowych w duzej mierze
uwarunkowane sg czynnikiem transkrypcyjnym FoxP3 [175, 176]. Ekspresja FoxP3 jest
stala w tTreg 1 dotyczy wigkszosci z komodrek indukowanych obwodowo. Mechanizm
dzialania FoxP3 polega na tworzeniu komplekséw wigzacych DNA z pozostatymi biatkami
rodziny Fox 1 wspolpracy z innymi czynnikami transkrypcyjnymi, takimi jak m.in. STAT3
czy NF-xB [177, 178]. Do najlepiej poznanych tego typu struktur nalezy kompleks FoxP3
oraz NFAT (jadrowy czynnik aktywowanych limfocytéw T) regulujacy proliferacje
limfocytéow T na drodze hamowania ekspresji IL2 1 indukcji ekspresji CTLA-4 1 CD25.
[179, 180]. Dotychczas zidentyfikowano okoto 700 gendw pozostajacych pod jego kontrola.
[181] Czynnik FoxP3 moze wystepowa¢ w kilku izoformach bedacych wynikiem
alternatywnego splicingu. Wykazano m.in. ze zwigkszona ekspresja izoform FoxP3
pozbawionych fragmentéw czasteczki kodowanych przez egzony 2 lub 7 charakteryzuje si¢
zmniejszonymi zdolno$ciami hamowania funkcji limfocytéw T efektorowych. [182]

Komorki Treg identyfikuje si¢ zatem przez obecno$¢ antygendw CD4 1 CD25 oraz
czynnika transkrypcyjnego FoxP3 przy braku antygenu CD127.

Roéznicowanie komorek dziewiczych CD4+ w limfocyty pTreg odbywa si¢ gltoéwnie

pod wplywem TGFp. [183] Jest on wigzany na powierzchni aktywowanych limfocytow
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Treg przez tzw. biatkko GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant). Do prawidlowego
sygnatu z kompleksu TGFB/GARP wymagana jest rowniez stymulacja TCR. Obecno$¢ IL-2
wzmaga ekspresje¢ GARP na powierzchni Treg, a czynnikiem w duzej mierze ja
redukujacym jest obecnos$¢ samego TGFf [184].

Ostatnie badania szczegdlng uwage poswiecajg plastycznosci tej linii komodrkowe;.
Dowiedziono, iz mogg one zmienia¢ profil produkowanych mediatoréw w typowy dla linii
pomocniczych (np. Thl7), pod wplywem s$rodowiska cytokinowego [185, 186].
Przyktadowo, pochodzace z grasicy komorki FoxP3+ w obecnosci IL-6 zmniejszaja
produkcje TGFf na korzy$¢ produkeji IL-17 [187]. Zdaje si¢ zatem, ze szlaki r6znicowania
tych dwoch linii komoérkowych w duzej mierze pokrywaja si¢. ROwnowaga pomig¢dzy nimi
moze tym samym by¢ jednym ze wskaznikow nieprawidtowosci w  ukladzie
immunologicznym prowadzacym do rozwoju autoimmunizacji [188].

Udzial komorek Treg w rozwoju chordb z autoagresji zostal potwierdzony w
modelach zwierzecych 1 na przykladzie chordb, ktorych powstanie warunkuje mutacja w
genach zwigzanych z Treg [189]. Myszy pozbawione limfocytow FoxP3+ (fenotyp scurfy)
rozwijaja spektrum zaburzen autoimmunologicznych. Z kolei mutacja w obrebie FoxP3 u
ludzi zwigzana jest z wystgpieniem zespolu IPEX, na ktorego obraz sktadajg si¢ m.in.
cukrzyca typu I, niespecyficzne zapalenia jelit oraz endokrynopatie [190].

Badania na temat zaburzen w obregbie funkcji komorek T-regulatorowych w
ziarniniakowatos$ci z zapaleniem naczyn rdwniez wskazujg na ich istotng rolg w patogenezie
choroby.

Dotychczasowe badania sugerowaly, ze w remisji GPA zaobserwowaé¢ mozna
zwigkszona liczbe komorek o fenotypie CD4+CD25""FoxP3+. Posiadaly one jednak,
udowodniong w tescie supresji, znacznie uposledzong zdolnos¢ do hamowania proliferac;ji
innych limfocytéw pomocniczych [191].

W pracy z 2011 roku zaobserwowano z kolei, ze odsetek komorek
CD4+CD25+CD127"" pozostawat nieznacznie obnizony w grupie chorych z rozpoznaniem
zapalenia naczyn ANCA+, bez wzgledu na aktywno$¢ choroby. W grupie chorych z
zaostrzeniem objawOw zdolno$ci supresorowe limfocytow Treg byly jednak wyraznie
obnizone wzgledem chorych w remisji 1 kontroli [192].

Teori¢ o zaburzeniach ilosciowych i jakosciowych Treg rozwini¢to w badaniach na
wiekszej grupie chorych z AAV. Zespot Free 1 wsp. zaobserwowat zwiekszony, wzgledem
0sOb z grupy kontrolnej, odsetek limfocytow Treg w aktywnej fazie AAV. U wszystkich

chorych na AAV komorki regulatorowe charakteryzowaly si¢ obnizong zdolnoscig do

27



supresji proliferacji pobudzonych limfocytow CD4+, zaburzenia te byty bardziej nasilone u
chorych w zaostrzeniu 1 korelowaly z wyzszym odsetkiem Treg charakteryzujacych sie¢

brakiem egzonu 2 w czynniku transkrypcyjnym FoxP3 [193].

Odkrycie udzialu limfocytow Th17 w chorobach z autoagresji doprowadzilo do
badan dotyczacych tej subpopulacji w AAV.

Waznym sygnatem w tych badaniach bylo zahamowanie procesu zapalnego w
doswiadczalnym mysim modelu kil¢buszkowego =zapalenia nerek wywotanego
przeciwcialami anty-MPO. Dzigki knock-outowi genu kodujacego IL-17A myszy
immunizowane mieloperoksydazg i antyGBM nie rozwingty objawow zapalenia naczyn
[194].

W pierwszym wigkszym badaniu na temat udziatu limfocytow Thl7 w GPA
poréwnano skiad odsetkowy limfocytow po stymulacji antygenowej (PR3, enterotoksyng
gronkowcowg oraz toksyng tezcowa) pobranych od pacjentow w remisji ziarniniakowatosci
z zapaleniem naczyn oraz zdrowej kontroli. W grupie pacjentow z GPA zaobserwowano
nizszy niz w grupie kontrolnej odsetek limfocytoéw T posiadajagcych marker wczesnej
aktywacji CD69. Sposrod aktywowanych komoérek wyzszy procent u chorych stanowily
limfocyty produkujace IL-17 oraz te produkujace IL-4. R6znice te nie zalezaly od obecnosci
przeciwcial przeciw cytoplazmie neutrofilow. Nie stwierdzono réznic miedzy grupami pod
wzgledem udziatu komorek o funkcji Thl [195].

Wyniki te czgSciowo potwierdza badanie Fagin i wsp [196]. Po stymulacji PBMC
proteinaza-3 w grupie pacjentow w ostrej fazie AAV uzyskano wyzszy niz w grupie
kontrolnej odsetek limfocytow Th17 oraz limfocytow o mieszanym fenotypie (Th1/17 oraz
Th2/17).

Na podstawie powyzszych wynikow wysunigto podejrzenie, ze IL-17A moze
odgrywac role w rozwoju zapalenia naczyn zaréwno u chorych ANCA+, jak i ANCA-.
Przeprowadzono badania bezposrednio na PBMC z krwi obwodowej [197, 198]. Analiza
cytometryczna limfocytow pobranych od grupy pacjentéw z rozpoznaniem zapalenia naczyn
w poréwnaniu z grupg kontrolng wskazywatla na ekspansje komorek Thl17. Odsetek tych
komorek we krwi obwodowej pozostawat istotnie podwyzszony nawet pomimo uzyskania
przez chorego remisji klinicznej. Nie zauwazono roznic pomigdzy proporcjami limfocytow
Th1 1 Th2 w opisanych grupach. Wartosci odsetkowe limfocytéw produkujacych IL-17A nie
zalezaly od rodzaju zastosowanego leczenia immunosupresyjnego i obecnosci przeciwcial

ANCA. Zauwazono jednak ujemng korelacj¢ limfocytow IL-17A+ z dawka stosowanych

28



glikokortykosteroidow. Odsetek limfocytow T regulatorowych (CD4+CD25""CD127"")
byl podwyzszony tak w grupach z aktywna faza choroby, jak 1 w remisji wzgledem grupy
kontrolnej. Sumarycznie wzrost liczby komoérek regulatorowych nie zrownowazyt
podwyzszonego odsetka limfocytow linii Th17, co spowodowalo wzrost proporcji tych
komorek w grupie chorych wzgledem grupy kontrolnej [198]. Powyzsze wyniki wskazuja
na niezalezng od aktywnos$ci choroby ekspansje limfocytow Th17 w GPA.

W pdzniejszych badaniach Zespo6t Rani 1 wsp. [199] badatl w grupie chorych na GPA
odsetki poszczegdlnych podklas limfocytow pomocniczych identyfikowanych na podstawie
ich zdolnosci do produkcji cytokin po stymulacji PR3 1 PHA. Do badania wiaczono chorych
w zaostrzeniu GPA (21 oséb) oraz grupe kontrolng. Oznaczenia powtdérzono po 6-
miesi¢gcznej obserwacji (14 chorych osiggneto po tym czasie remisj¢ choroby). Po
stymulacji limfocytéw proteinazg-3 w calej grupie GPA stwierdzono poréwnywalnie
podwyzszony odsetek komorek IL-17+. Chorzy w zaostrzeniu GPA charakteryzowali si¢
nizszym odsetkiem komorek IL-6+ i TNFa+ oraz wyzszym stezeniem IL-17 w surowicy
krwi. Natomiast odsetek komorek Treg pozostawal taki sam we wszystkich badanych
grupach.

Hipoteze o przewleklej, podwyzszonej proliferacji komoérek Th17 u chorych z GPA
sugerowaty juz badania dotyczgce pomiaru stezenia cytokin typowych dla poszczegolnych
linii limfocytéw pomocniczych w surowicy. Analiza surowicy chorych z aktywnym
zapaleniem naczyn oraz grupy z chorobg w fazie remisji wykazata, ze u pacjentow w
zaostrzeniu stezenie IL-17A, IL-23 oraz IL-6 pozostaje podwyzszone wzgledem grupy
kontrolnej. Wyzsze od spotykanego w zdrowej populacji stezenie cytokin osi IL-23/IL-17A
stwierdzono u 36 chorych z objawami zapalenia naczyn i 34 osob w remisji. Ponadto
stezenie 1L-23 korelowato z aktywno$cig choroby wyrazong w skali BVAS. Wigkszos¢
komorek wydzielajacych IL-17A  zidentyfikowano jako autoantygenowo-specyficzne.
Zwrocono réwniez uwage, ze pomimo stosowania leczenia immunosupresyjnego i wejscia
w fazg¢ remisji klinicznej u czgsci pacjentow stezenie IL-17A 1 IL23 nadal pozostawato
podwyzszone. Obserwacje profilu cytokin przeprowadzono przez kilka miesigcy u pieciorga
chorych pierwotnie zakwalifikowanych do grupy zaostrzonej. Normalizacj¢ ich poziomu
stwierdzono jedynie u trojga z nich. U pozostalych dwoch pacjentow zaobserwowano
nawr6t choroby w okresie obserwacji. Stezenie IFNy oraz IL-1p we wszystkich badanych
grupach byto jednak porownywalne [200].

W literaturze rola linii komérek Th17 w GPA zostala w ostatnim czasie podkre§lona

rowniez poprzez wskazanie ekspansji limfocytow CDI161+ (czasteczka zwigzana z
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produkcja IL-17A [201]) w tej grupie chorych [202].

Przeprowadzone dotychczas badania osi IL-17A/IL-23 pokazuja zatem, ze to komorki
typu Th17 mogg odgrywac istotniejsza role w rozwoju ziarniniakowato$ci z zapaleniem
naczyn, niz podnoszony wczesniej paradygmat Thl/Th2. Zdaje si¢ jednak, ze ekspansja
limfocytow IL-17A+ nie =zalezy od aktywno$ci choroby. Udzial poszczegolnych
mechanizmow komorkowych w réznych fazach zapalenia naczynh moze by¢ zatem bardziej
zlozony. Waznym elementem tej obserwacji bytoby badanie prospektywne analizujace

zmiany proporcji limfocytéw pomocniczych w miar¢ wchodzenia w faz¢ remisji.

Mozliwo$¢ wdrozenia lekow biologicznych u chorych z GPA stanowi obiekt
intensywnych badan w ostatnich latach. Do§wiadczenia te stanowig nie tylko wazny element
w opracowywaniu efektywnych metod terapeutycznych, ale réwniez pogiebiaja nasza
wiedze w zakresie patogenezy choroby. O ile zastosowanie przeciwciata monoklonalnego
przeciw komorkom CD20+ stanowi obecnie standard w indukcji remisji w AAV, wykazujac
skuteczno$¢ poréwnywalng z cytostatykami [203], o tyle leczenie skierowane na
mechanizmy komodrkowe, chociaz wyprébowane dotychczas na nielicznych grupach
chorych, rowniez przynosi obiecujgce efekty. Przy jego uzyciu potwierdzono udzial m.in.
TNFalfa oraz limfocytow T w patomechanizmie choroby [204, 205, 206]. Zadowalajace
efekty przyniostlo rowniez zastosowanie przeciwcial przeciw IL-17A (sekukinumab,
iksekizumab) w chorobach o udowodnionej patogenetycznej roli limfocytow Th17, takich
jak luszczyca czy reumatoidalne zapalenie stawow [207]. Otwiera to réwniez pole do
zastosowania podobnych lekow w terapit AAV, po poszerzeniu wiedzy na temat udziatu

Th17 w ich patogenezie.

Wiele danych wskazuje, iz patogeneza GPA ma charakter zlozony. Predyspozycja
genetyczna, wplywajaca na zaburzone funkcjonowanie leukocytow, w tym dominujgca
odpowiedz komorkowa typu Thl, przy jednoczasowym wystgpieniu czynnikow
wyzwalajacych (takich jak infekcje, np. gronkowcem ztocistym czy CMV) moze prowadzi¢
do rozwoju zapalenia ziarniniakowego, a w dalszym etapie zapalenia naczyn [208]. Wiele
pytan dotyczacych roli poszczegdlnych komorek uktadu odpornosciowego w patogenezie
choroby pozostaje jednak otwartych 1 wymaga dalszych badan. Szczego6lnie cenne wydaje
si¢ poszukiwanie specyficznych dla zapalenia naczyh markerow aktywnosci choroby wsrod

tych elementéw uktadu immunologicznego, ktorych udzial w rozwoju GPA zostat wskazany

30



w dotychczasowych badaniach. Wraz ze skalami aktywnosci choroby mogtyby one sta¢ si¢

cennym narzedziem do podejmowania decyzji klinicznych.
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2. Zalozenia i cele pracy

Zaburzenia proporcji  pomigdzy subpopulacjami efektorowych limfocytow

pomocniczych a limfocytami Treg wykazano nie tylko w licznych chorobach z autoagres;i,

ale rowniez w pierwszych badaniach chorych z aktywnym AAV. Mozna zatem

przypuszczaé, ze zmiany w obrazie odsetkowym limfocytow T moglyby by¢ markerem

aktywnos$ci GPA.

Hipoteza

Pacjenci z ziarniniakowato$cig z zapaleniem naczyn w aktywnej fazie cechujg si¢

nizszym odsetkiem limfocytow T regulatorowych, niz chorzy w remisji choroby, a odsetek

limfocytow Th17 pozostaje stale podwyzszony w catej grupie chorych wzgledem zdrowe;

populacji.

Cele szczegdlowe

1.

Cytometryczna ocena odsetka subpopulacji limfocytow T (limfocyty T pomocnicze,
limfocyty T cytotoksyczne) identyfikowanych na podstawie ekspresji antygenow
roznicowania CD4 1 CDS,

Cytometryczna ocena odsetk limfocytow T pomocniczych (Thl, Th2, Th17, Th22)
identyfikowanych na podstawie produkcji cytokin IL-17A, IL-22, IFNy, IL-4 po 4,5-
5-godzinnej stymulacji estrem forbolu,

Cytometryczna ocena odsetka subpopulacji limfocytow efektorowych CD4+ (Thl-
like, Th2-like, Th17-like, Th22-like) identyfikowanych na podstawie ekspresji
receptorow chemokinowych CXCR3+CCR4-CCR6-CCR10-,

Cytometryczna ocena odsetka limfocytow Treg identyfikowanych na podstawie
ekspresji antygenéw CD25, CD127 1 czynnika transkrypcyjnego FoxP3 oraz odsetka

tych komorek z wariantem FoxP3 bez egzonu 2.

Badania prowadzone bgda u chorych z aktywng postacia GPA, po 6 miesigcach

indukujacego remisje leczenia immunosupresyjnego, w remisji choroby oraz u o0sob

zdrowych (grupa kontrolna).
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Skrécony opis planu badania

Do badania kwalifikowano chorych z aktywng postacig ziarniniakowatosci z
zapaleniem naczyn (zaostrzenie lub $wieze rozpoznanie), chorych z GPA w fazie remis;ji
oraz zdrowych ochotnikow grupy kontrolnej. Dodatkowo, chorzy z zaostrzeniem GPA byli
obserwowani przez kolejne 6 miesigcy, w czasie prowadzenia leczenia indukujacego

remisjg.
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3. Materialy 1 metody

3.1 Grupa badana

Badanie przeprowadzono w latach 2013-2016 w Klinice Alergii 1 Immunologii II
Katedry Chorob Wewnetrznych UJICM w Krakowie. Chorych rekrutowano sposrod
pacjentow oddziatu klinicznego oraz poradni przyklinicznej Szpitala Uniwersyteckiego na

podstawie wyznaczonych kryteriow:

1. Kryteria wlgczenia:
- Rozpoznanie ziarniniakowatos$ci z zapaleniem naczyn,

- Dodatni wynik oznaczenia ANCA.

2. Kryteria wylaczenia:

- wspotistnienie innych chordb autoimmunologicznych,

- wspotistnienie ostrych 1 przewleklych zakazen,

- niewydolno$¢ nerek wymagajaca leczenia nerkozastepczego,
- wspotistnienie choroby nowotworowe;j,

- brak zgody na udziatl w badaniu.

Do badania zostato zrekrutowanych 58 oséb: 47 chorych z GPA i 26 dobranych pod
wzgledem pici 1 wieku zdrowych ochotnikow (grupa kontrolna).

W okresie rekrutacji sposrod chorych: 22 zglaszalo kliniczne cechy zaostrzenia
zapalenia naczyn, a 25 nie obserwowato u siebie objawow choroby przynajmmniej od 12
miesigcy.

Rozpoznanie GPA kazdorazowo potwierdzone bylo zgodnie z kryteriami American
College of Rheumatology [209]. Aktywno$¢ choroby definiowana bylta jako obecnos¢
nowych lub pojawiajacych si¢ ponownie objawow klinicznych zwigzanych z zapalaniem
naczyn, wymagajacych intensyfikacji leczenia immunosupresyjnego [11]. Jako gléwnego
narzedzia uzywano Birmingham Vasculitis Activity Score w wersji 3.0 (BVAS 3.0). Badacz
dokonujacy oceny posiadat BVAS University of Oxford certificate of competence.
Dodatkowo do oceny aktywnosci zapalenia naczyn stosowano rowniez skal¢ Five Factor

Score, skale oceny jakosci zycia SF-36 oraz wskaznik przewleklego uszkodzenia

34



narzadowego Vasculitis Damage Index.

W ramach rutynowego postgpowania w ocenie aktywnos$ci choroby z uzyciem skali
BVAS u kazdego zrekrutowanego chorego, poza zebraniem wywiadu lekarskiego i1
przeprowadzeniem badania fizykalnego, wykonano szeroki panel badan laboratoryjnych
oraz, w wybranych przypadkach, badania obrazowe 1 konsultacje specjalistyczne.

Jako wyraz aktywnos$ci choroby przyjeto wynik w skali BVAS wyzszy od 2. Remisja
zapalenia naczyn definiowana byla jako BVAS rowny 0 przynajmniej przez rok przed
rekrutacja.

Trzej chorzy, ktorzy na podstawie badan dodatkowych uzyskali wynik BVAS 2 jako
wyraz “tlacej si¢” choroby, zostali wykluczeni z dalszych analiz z uwagi na brak mozliwosci
jednoznacznej kwalifikacji do grupy zaostrzenia lub remisji. Dwoch chorych zostato
wytaczonych z badania z powodu stwierdzonych w badaniach laboratoryjnych cech infekc;i.
Pigciu zostalo wykluczonych z uwagi na brak mozliwosci wykonania wszystkich oznaczen
laboratoryjnych.

Do grupy chorych z nowym rozpoznaniem lub zaostrzeniem ziarniniakowatosci z
zapaleniem naczyn zakwalifikowano ostatecznie 19 chorych, a do grupy w stabilnej remisji -

18.

3.2 Plan badania

Krew do oznaczen laboratoryjnych byta pobierana podczas pierwszej wizyty. Chorzy
w aktywnej fazie choroby po pobraniu krwi niezwltocznie rozpoczynali leczenie indukujace
remisj¢ wedlug obowigzujacych standardow [210]. W leczeniu stosowano schemat:
cyklofosfamid w dawce 15mg/kg mc (redukcja dawki w przypadku nizszych wartos¢ eGFR)
w pulsach podawanych przez pierwszy miesigc co dwa tygodnie, a nastepnie co trzy
tygodnie, lub rytuksymab w 4 dawkach po 375mg/m’. Dawki lekéw i schemat ich
podawania byly indywidualnie modyfikowane u niektorych pacjentow z uwagi na dziatania
niepozadane, infekcje oraz dostgpnos¢ lekow [Tabela 3]. Ocena aktywnosci zapalenia
naczyn dokonywana byta nastepnie podczas comiesigcznych wizyt kontrolnych. Po szesciu
miesigcach leczenia immunosupresyjnego wykonywano wszystkie procedury analogiczne
do wizyty pierwszej. Lista procedur wykonywanych podczas poszczegolnych wizyt

obejmowata:
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I. Pierwsza oraz siddma wizyta:

1.

Zebranie podstawowych danych medycznych — ankieta osobowa, wywiad lekarski,
badanie fizykalne, pomiar podstawowych parametrow zyciowych, analiza
dotychczasowego przebiegu choroby na podstawie dokumentacji medycznej,
Rutynowe badania laboratoryjne:

Pomiar parametrow stanu zapalnego we krwi obwodowej: stezenia biatka C-
reaktywnego w surowicy krwi metodg nefelometryczng oraz st¢zenia prokalcytoniny
w surowicy krwi zautomatyzowang metodg ELISA,

Morfologia krwi petnej przy uzyciu automatycznego analizatora hematologicznego
Sysmex K-1000 (ICN, Japonia),

Stezenie  sodu, potasu, glukozy, aminotransferazy alaninowej; (AIAT),
aminotransferazy asparagninianowej (AspAT), bilirubiny catkowitej, fosfatazy
alkalicznej, dehydrogenazy mleczanowej (LDH), mocznika, kreatyniny przy uzyciu
analizatora Vitros 350 (Johnson & Johnson, USA); wyliczenie wskaznika filtracji
kigbuszkowej (eGFR) na podstawie oznaczenia stezenia kreatyniny z uzyciem wzoru
MDRD,

Oznaczenie wskaznikow krzepnigcia (czas czgsciowej tromboplastyny po aktywacji
(APTT), czas protrombinowy 1 wskaznik INR (international normalized ratio) oraz
stezenia fibrynogenu metodg nefelometryczna,

Badanie ogdlne moczu z oceng osadu; obliczenie dobowej utraty biatka z moczem na
podstawie oznaczenia st¢zen biatka i1 kreatyniny w pojedynczej probce moczu,
Badania obrazowe:

W przypadku zajecia zatok obocznych nosa tomografia komputerowa zatok,
oczodotoéw, piramid kosci skroniowych 1 struktur ucha srodkowego,

Badania immunologiczne:

Pomiar stezenia przeciwciat przeciw proteinazie 3 metodg ELISA,

Cytometryczna ocena subpopulacji limfocytéw krwi obwodowej (opis procedury
ponizej),

Izolacja oraz krioprezerwacja komoérek PBMC.
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Na podstawie wyzej wymienionych danych dokonywano oceny aktywnosci

zapalenia naczyn z uzyciem skali BVAS, SF-36, VDI, 1 FFS

II. Wizyty kontrolne:

1. Zebranie podstawowych danych medycznych — ankieta osobowa, wywiad lekarski,
badanie fizykalne, pomiar podstawowych parametrow zyciowych,

2. Ocena aktywnosci zapalenia naczyn z uzyciem skali BVAS, SF-36, VDI,

3. Pomiar parametréw stanu zapalnego we krwi obwodowej:

* Stezenie biatka C-reaktywnego w surowicy krwi metodg nefelometryczna,

* Stezenie prokalcytoniny w surowicy krwi zautomatyzowang metoda ELISA.

Schemat badania oraz liczebnos$¢ grup na poszczegdlnych jego etapach przedstawia Rycina
2.
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Ocen ekspresji izoform czynnika transkrypeyjnego FoxP3

Rycina 2. Schemat badania oraz liczebno$¢ grup na poszczegélnych jego etapach
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3.3 Oznaczenia laboratoryjne:

3.3.1 Cytometryczna ocena obrazu odsetkowego subpopulacji i fenotypu limfocytow na
podstawie ekspresji  antygendw roznicowania powierzchniowego 1 receptorow

chemokinowych

Celem oznaczen cytometrycznych bylto okreslenie odsetka i liczby subpopulacji

limfocytéw krwi (np. limfocytoéw T CD4+) oraz zréznicowania fenotypowego limfocytow T
CD4+.
Probka 100ul krwi zylnej pobranej do probowek z EDTA (BD Vacutainer, USA ) byla
inkubowana w ciemno$ci, w temperaturze 2-8°C przez 30 minut z przeciwcialami
monoklonalnymi w zoptymalizowanej ilo$ci 1 nastgpujacych ukladach (jezeli nie
zaznaczono inaczej wymienione odczynniki pochodzily z BD Biosciences, USA):

1) podstawowy fenotyp limfocytow: CD45-V450, CD3-FITC, CD16/56-PE, CD19-
APC, CD4-PerCP/Cy5.5, CD8-PE/Cy7

2) limfocyty T pamigci: CD3-V450, CD4-PerCP/Cy5.5, CD8-PE/Cy7, CD45RA-FITC,
CD45RO-PE, CCR7-AF647.

3) Ekspresja receptorow chomokinowych: CD4-PerCP/Cy5.5, CDS8-APC/Cy7
(Biolegend, USA), CD45RA-FITC, CXCR3-PE/Cy7, CCR4-AF647, CCR6-V450,
CCRI10-PE (R&D, USA). Po zakonczeniu znakowania probki poddano lizie
erytrocytow 1 utrwalono 10 min za pomocg 1 mL odczynnika FLS (FACS Lysing
Solution, BD Biosciences), nastepnie przeptukano w buforze fosforanowym (PBS —
phosphate buffered saline) 1 zanalizowano w cytometrze przeptywowym FACS
Canto II przy ustalonych parametrach akwizycji. W trakcie analizy cytometrycznej
rejestrowano ok. 20-30 tys. zdarzen w regionie obejmujacym limfocyty, a dalsza
strategia bramkowania zalezata od rodzaju wyznakowanych markeréw btonowych.
W pierwszej probee zliczano limfocyty T CD3+ (z rozdzialem na CD4+ 1 CD8+),
limfocyty B 1 komoérki NK. Drugi uktad pozwalal na identyfikacje limfocytow T
CD4+ 1 T CD8+ o fenotypie dziewiczym, Tem (effector memory) 1 Tem (central
memory) 1 Temra. W ostatniej probee identyfikowano limfocyty pamigci T CD4+ o
roznej ekspresji receptorow chemokinowych CXCR3, CCR4, CCR6, CCR10.
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Identyfikacja komorek:

Limofcyty T CD3+

Limfocyty T pomocnicze (Li Th) CD4+
Limfocyty T cytotoksyczne (Li Tc) CD8+

250K

CD16/56 —»

Rycina 3. Identyfikacja podstawowych subpopulacji limfocytéow krwi za pomocg cytometrii
przeplywowej. Probka krwi zostala zabarwiona znakowanymi przeciwcialami (V450-CD45, FITC-CD3,
PE-CD16/CD56, APC-CD19, PerCP/CyS5.5-CD4 i PE/Cy.7-CD8) pozwalajacymi na wyodrebnienie
limfocytow T (CD3+), T(h)-pomocniczych (CD3+CD4+), T(c)-cytotoksycznych (CD3+CD8+), limfocytow
B (CD19+) i komérek NK (CD3-CD16/56+).

Limfocyty dziewicze (naive, Li naive) CD45RA+CCR7+
Limfocyty centralne pamigci (central memory, Li CM) CD45RA-CCR7+
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Limfocyty efektorowe pamigci (effector, Li T EM) CD45RA-CCR7-

Limfocyty eketorowe pamigci RA (effetor memory RA, TEMRA) CD45RA+CCR7-

Limfocyty Thl-like CXCR3+CCR4-CCR6-CCR10-
Limfocyty Th2-like CXCR3-CCR4+CCR6-CCR10-

Limfocyty Th22-like CXCR3-CCR4+CCR6+CCR10+
Limfocyty Th17-like CXCR3-CCR4+CCR6+CCRI10- [211]
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Rycina 4. Wykresy z cytometru przedstawiajace metodyke analizy subpopulacji limfocytéw pamieci T
CD4+. Probka krwi zostala zabarwiona przeciwcialami wykrywajacymi receptory CXCR3 (PE/Cy7-
CXCR3), CCR4 (AlexaFluor647-CCR4), CCR6 (BV421-CCR6), CCR10 (PE-CCR10) i CD45RA (FITC-
CD45RA [nie przedstawiono na wykresach]) pozwalajacymi na identyfikacje czynnosciowych
subpopulacji limfocytow pamieci (wszystkie CD45RA-) o okreslonym profilu ekspresji receptoréw
chemokinowych: typu-Thl (Thl-like; CXCR3+CCR4-CCD6-), typu-Th1/17 (CXCR3+CCR4-CCR6+),
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typu-Th2 (CXCR3-CCR4+CCR6-), typu-Th17 (CXCR3-CCR4+CCR6+CCR10-) i typu-Th22 (CXCR3-
CCR4+CCR6+CCR10+).

3.3.2 Izolacja oraz zabezpieczenie komorek jednojadrzastych krwi (PBMC)

Komorki jednojadrzaste izolowano z krwi zylnej heparynizowanej (Vacutainer)
metoda wirowania w gradiencie gestosci. W tym celu probki krwi (36 ml krwi rozcienczonej
w proporcji 2:1 buforem PBS) nawarstwiano na odczynnik Histopaque® 1077 (Sigma-
Aldrich, USA) w stosunku 2:1, a nastepnie odwirowano 30 min. (400g/T pok.) w celu
oddzielenia ‘kozuszka’ PBMC (ang. buffy coat). Komoérki PBMC przenoszono do nowe;j
probowki 50 ml 1 przeptukano dwukrotnie w buforze PBS (wirowano 400g/10 min.,
nastepnie 200g/12 min.) w celu odptukania ptytek krwi. Komorki policzono w komorze
Burkera, a nast¢gpnie zawieszono w ptynie do krioprezerwacji zawierajacym pozywke
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA), 30% surowice ptodowg cieleca (FCS — fetal calf serum,
PAN-Biotech, Niemcy) 1 10% DMSO (dimetylosulfotlenek, Sigma-Aldrich). Porcje
komorek PBMC (po 10 mln) zamrozono 1 przechowywano w oparach ciektego azotu (ok. -

190°C) do dalszych analiz.

3.3.3 Cytometryczna ocena produkcji cytokin przez limfocyty T CD+ aktywowane

in vitro

Komoérki PBMC rozmrozono w 37°C 1 przeptukano w pozywce RPMI-1640
(Sigma-Aldrich) z dodatkiem deoksyrybonukleazy I (50 pg/ml, Sigma-Aldrich). Komorki
PBMC rozporcjowano po 2 min do dwodch probdéwek polistyrenowych (kontrola 1
aktywacja), a nastgpnie odptukano w buforze PBS 1 zawieszono w pozywce kontrolnej
(RPMI-1640, 10% FCS) lub w pozywce z dodatkiem z aktywatordw, tj.: estru mirystynianu
forbolu (PMA, 50 ng/ml, Sigma-Aldrich, USA) i jonomycyny (0,7 pg/ml, Sigma-Aldrich,
USA), z dodatkiem brefeldyny A (10 pg/ml, inhibitor transportu blonowego, Sigma-
Aldrich). Komorki inkubowano 4,5 godziny w temperaturze 37°C, w celu uzyskania
optymalnej produkeji cytokin. Po zakonczonej stymulacji komorki odwirowano (500 g / 6
min), a nastgpnie zabarwiono znakowanymi przeciwcialami wykrywajacymi markery

btonowe (CD4) 1 wewnatrzkomérkowe cytokiny. W pierwszym etapie PBMC znakowano
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15 min za pomocg przeciwciat CD8-APC/Cy7 (BD Biosciences), CD4-PerCP/Cy5.5 i1
CD14-BV421 (BioLegend), nastepnie dodano 0,5 ml roztworu barwnika FVS450 (Fixable
Viability Stain, BD Biosciences) w celu odroznienia komoérek zywych od apoptotycznych.
Po 10 minutach barwienie zablokowano dodajac do probek 2 mL buforu PBS z surowica
(5% FCS) 1 odwirowano (500g/ 6 min.). W dalszym etapie probki inkubowano przez 20
minut w odczynniku utrwalajgcym 1 permeabilizujagcym (FixPerm, BD Biosciences), a
nastepnie przeptukano dwukrotnie w buforze permeabilizacyjnym (PermWash, BD
Biosciences). Komorki zawieszono w niewielkiej ilosci buforu i inkubowano przez 30
minut z przeciwcialami wykrywajacymi cytokiny: IFNy-FITC (BioLegend), IL-17A-PE
(eBioscience, USA), IL-22-PE-Cy7 (eBioscience) 1 1L-4-AF467 (BioLegend). Zabarwione
komorki podptukano w 2,5 ml buforu PermWash (500g / 6 min), zawieszono w 500 ul PBS 1

zanalizowano w cytometrze.

Identyfikacja komorek:

Limfocyty Thl IL-17A- IL-22- IFNy+ IL-4-
Limfocyty Th2 IL-17A- IL-22- IFNy- IL-4+
Limfocyty Th22 IL-17A- IL-22+ IFNy- IL-4-
Limfocyty Th17 IL-17A+ IL-22- IFNy- IL-4-

3.3.4 Ocena ekspresji izoform czynnika transkrypcyjnego FoxP3

PBMC uzyte do oznaczenia izoform FoxP3 przygotowywane byty analogicznie do
wczesniejsze] procedury (rozmrozenie 1 odptukanie komoérek w pozywce z DNAza, a
pozniej w buforze PBS), a nastepnie ~1 milion komorek zawieszono w niewielkiej ilosci
buforu zawierajagcego mieszaning przeciwcial wykrywajacych antygeny powierzchniowe
komorek T-regulatorowych: CD4-PerCP/Cy5.5 (BD Biosciences), CD127-PE/Cy7
(BioLegend, USA) 1 CD25-APC/Cy7 (BioLegend). Po 20 minutach barwienia do komoérek
dodano 0,5 ml roztworu barwnika zywotnosci (FVS450, BD Biosciences) i inkubowano
kolejne 10 min. w ciemnos$ci. Barwienie blokowano dodajac 2 ml buforu PBS z surowica
(5% FCS). Komorki odwirowano, utrwalono 10 min. w odczynniku FLS (BD Biosciences) 1
dodatkowo 10 min. w roztworze permeabilizacyjnym zawierajacym 0,2% saponiny (Sigma-
Aldrich). Po dwukrotnym przeplukaniu (w buforze PermWash) komorki zabarwiono przez

30 min dwoma dodatkowymi przeciwcialami wykrywajacymi rozne antygeny czynnika
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transkrypcyjnego FoxP3: FITC- FoxP3 (klon PChl101, wykrywajacy domeng
El.,eBioscience) 1 PE-FoxP3 (klon 150D wykrywajacy domen¢ E2, BioLegend). Probki
przeptukano w 2 ml buforu PermWash, zawieszono w 500 pl PBS i zanalizowano w
cytometrze przeptywowym. Roéwnoczesne barwienie domen El1 1 E2 pozwala na
identyfikacje Komorek Treg z wyzsza ekspresja izoformy Ae2-FoxP3 z delecjag domeny E2
(wysoki sygnat fluorescencji FITC dla E1, niski sygnal PE dla E2) [193].

Identyfikacja komorek:
Limfocyty T regulatorowe (Treg) CD25"CD127" oraz CD4+FoxP3+
Limfocyty Treg z izoforma 2 czynnika transkrypcyjnego FoxP3 AE2-FoxP3+

3.4 Etyka

Projekt uzyskat akceptacj¢ Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Jagiellonskiego:
KBET/284/B/2012 z dnia 27.09.2012. Wszystkie osoby bioragce w nim udziat wyrazity

pisemng zgod¢ na udziat w badaniu.

3.5 Analiza statystyczna:

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg programu Statistica™ 7.0 firmy
StatSoft Inc, a wykresy wykonano w programie GraphPad Prism 5.0. Wyniki w teks$cie 1
tabelach byly wyrazane w postaci mediany w przypadku zmiennych o rozktadzie innym niz
normalny lub w postaci wartosci $redniej 1 odchylenia standardowego w przypadku
zmiennych o rozktadzie normalnym (wyznaczono za pomocg testu Shapiro-Wilka).
Poréwnanie grup niezaleznych dokonywane bylo z uzyciem testu t-studenta i U-Manna
Whitney’a dla zmiennych cigglych oraz testu Fishera dla zmiennych nominalnych. Dla
pomiaréw powigzanych (grupa w zaostrzeniu oraz po wejsciu w remisj¢) stosowano test
Wilcoxona. Wptyw zmiennych na badane parametry analizowano z uzyciem testu Pearsona
oraz korelacji rang Spearmana, dobieranych w zaleznosci od rozktadu zmiennych. Roznice

migdzy grupami przyjeto za statystycznie istotne przy a < 0,05.
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4. Wyniki

4.1 Charakterystyka badanych grup

Do badania zrekrutowano chorych posiadajagcych udokumentowang obecno$¢
przeciwcial ANCA w wywiadzie lub w chwili wlaczenia do badania.

Poréwnanie chorych z zaostrzeniem GPA 1 w trwatej remisji nie wykazato istotnych
roznic pod wzgledem wieku, czasu trwania choroby oraz wieku, w jakim rozpoznano GPA,
proporcji kobiet 1 mezczyzn, stopnia uszkodzenia narzadowego mierzonego w skali VDI
oraz psychicznej sktadowej skali SF-36. Natomiast chorzy w trwatej remisji GPA r6znili si¢
od chorych w zaostrzeniu choroby pod wzgledem dawki kumulacyjnej cyklofosfamidu
(wyzsza) oraz wigksze] wartosci sktadowej fizycznej skali SF-36. (Ryc. 3, Tab. 1). Chorzy
w zaostrzeniu z definicji manifestowali wyzszg aktywnos$¢ choroby mierzong w skali BVAS

i FFS (Ryc. 3, Tab. 1).
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Rycina 3. Parametry kliniczne charakteryzujace poszczegélne badane grupy
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Wiek [lata] w grupach zaostrzenia i remisji GPA oraz grupie kontrolnej; wiek w chwili rozpoznania [lata],
dawka kumulacyjna CTX [g], wynik w skali VDI, wynik w skali BVAS, wynik sktadowej fizycznej skali SF-
36, wynik sktadowej psychicznej skali SF-36, wynik w skali FFS w grupach zaostrzenia i remisji GPA.
Poziome linie reprezentujg mediane. * p < 0,05; ** p < 0,01 [test U Manna-Whitneya].

Skroty: CTX- cyklofosfamid, VDI- skala Vasculitis Damage Index, BVAS — skala Birmingham Vasculitis
Activity Score, SF36 PCS- sktadowa fizyczna kwestionariusza SF36, SF36 MCS- sktadowa psychiczna
kwestionariusza skali SF36, FFS — skala Five Factor Score, g- gramy, GPA — ziarniniakowato$¢ z zapaleniem
naczyn.

Ocena zajecia narzagdowego wykazata u chorych na GPA (n=37) objawy ze strony
nastepujacych uktadéw 1 narzadow: ptuca (n=25, 68%), nerki (n=19, 51%), ucho/nos/gardto
(n=23, 62%), stawy (n=23 62%), skora/btony §luzowe (n=11, 30%) i uktad nerwowy (n=10,
27%).

Sposrdéd chorych zakwalifikowanych do grupy w aktywnej fazie zapalenia naczyn, u
10 (53%) GPA rozpoznano po raz pierwszy (pierwsze zaostrzenie), natomiast u pozostatych
(n=9, 47%) byto to kolejne zaostrzenie wczesniej rozpoznanej choroby. Mediana wartosci
BVAS w grupie z aktywnym GPA wynosita 14 (IQR 11-19). U wszystkich chorych w tej
grupie stwierdzono we krwi obecno$¢ przeciwciatl przeciw proteinazie 3. Ich stezenie
wykazywato dodatnig korelacj¢ z aktywnoscig choroby, mierzong skala BVAS
(wspotczynnik korelacji Spearmana p=0,48; p=0,037).

U chorych w zaostrzeniu GPA materiat do badan laboratoryjnych pobrano przed
rozpoczgciem leczenia indukujacego remisje, a dawki stosowanych ~woOwczas
glikokortykosteroidow nie przekraczaly 40mg prednizonu na dobg. U czterech chorych
(21%) stosowano dodatkowe leki podtrzymujace remisj¢; trzech otrzymywato azatiopryne
(50 lub 100 mg/d), jeden, metotreksat (20 mg/tydzien).

W grupie z nieaktywnym GPA 17/18 (94%) chorych otrzymywato leczenie
podtrzymujace remisje, w tym 14/18 (78%) przyjmowato doustne glikokortykosteroidy w
dawce nieprzekraczajacej 10 mg (mediana 5 mg [IQR 3,175-5mg]), a 7/18 (39%)
przyjmowato leki modyfikujace przebieg choroby (w dwodch przypadkach byl to
mykofenolan mofetylu, pigciu stosowalo azatiopryne¢). Wszyscy chorzy w grupie stabilnej
remisji GPA byli w przesztosci leczeni cyklofosfamidem.

Kliniczna i demograficzna charakterystyka badanych grup przedstawiona jest w
tabeli 1, a profil zajecia narzagdowego 1 schemat leczenia indukujacego remisje chorych z

zaostrzeniem zapalenia naczyn zaprezentowano w tabeli 2.
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Zaostrzenie

Stabilna

Wszyscy GPA GPA il G Kontrola
Liczba chorych [n] 37 19 18 24
Wiek [lata] 52+ 14 52+15 52 £17 50+ 12
Pte¢ [K:M] 22:15 13:6 9:9 13:11
Dzienna dawka GKS [mg]* 5[0-10] 5 [0-20] 5[3,175-5] 0
BVAS 8 [0-14] 14 [11-19] 0 [0-0] n.d.
FFS 0 [0-1] 1[0-1] 0 [0-0,75] n.d.
SF36 PCS 31,9 27,7 374 n.d.
[24.7-42] [24.6-32,3]  [29.1-32.7]
SEF36 MCS 45.8 40.3 48.8 L
[36.6-54.7]  [36.6-50.3]  [39.6-41.9]
VDI 42-6] 3[0-5] 4[3-6,75] n.d.
Wiek w chwili diagnozy [lata] 48+ 15 49+ 16 47+ 14 n.d.
Postac choroby 31:6 15:4 16:2 n.d.
[uog6lniona:ograniczonal
Obecnoéé ANCA [% chorych] 100 100 100 0
Czas trwania choroby [mies.] 36 [9-84] 9 [0-96] 48 [36-69] n.d.
Liczba dotychczasowych zaostrzen** 1 [0-2] 0 [0-1] 1[1-2] n.d.
CYC dawka kumulacyjna*** 10 [0-24] 29 [17-39] 17 [10-25] 0

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna i kliniczna badanych grup

* w przeliczeniu na prednizon

** w grupie z aktywnym GPA zaostrzenia byly wczesniej obserwowane u 9 chorych - w tej grupie mediana
liczby zaostrzen wynosita 2 [1-3]; w grupie w stabilnej remisji GPA zaostrzenia byly wcze$niej obserwowane
u 15 chorych — w tej grupie mediana liczby zaostrzen wynosita 1 [1-2]
** podana warto$¢ dotyczy jedynie chorych otrzymujacych wezesniej lek: w grupie z aktywnym GPA byto to

8 chorych, w grupie stabilnej remisji wszyscy chorzy otrzymywali w przesztosci cyklofosfamid. Dla calej

grupy w zaostrzeniu dawka kumulacyjna CYC wynosita 0 [0-20,2] i byla istotnie nizsza niz warto$¢ dla grupy

w stabilnej remisji GPA.
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Aktywno$¢ choroby i leczenie w chwili

B wlaczenia do pobrania

anti-PR3 Schemat Remisja
Lp. u/ o ELISA GKS leczenia®* po 6
S S/B N/ P N N [RU/ml] BVAS dawka DMARD msc.
G (N<2RU/ [mg/d]*
ml)
1 + + + - + - 53.1 18 20 Brak CTX tak
2 - - - + + + 200 22 0 Brak CTX tak
AZA
3 - - + + - - 2.2 12 20 100mg/d RTX tak
CTX +
4 + + + + - - 73.2 14 0 Brak RTX tak
5 + - + - - - 24.2 8 10 Brak RTX tak
AZA
6 + + - - + + 82.4 12 0 100mg/d CTX tak
7 + - + + + - 200 24 30 Brak CTX+ RTX tak
8 + - + + - - 66 10 20 Brak CTX tak
9 + + - + + - >200 17 0 Brak CTX tak
10 - - - + + - >200 18 0 Brak CTX tak
11 - - + - + - 9.3 9 3,75 Brak RTX tak
12 + - - + + - 156 22 0 Brak CTX tak
13 + - + - - - 63 16 20 Brak MTX tak
14 - - + + - - 192.2 20 15 Brak CTX+ RTX Zgon
AZA .
15 + + - - + - >200 10 5 50mg/d CTX nie
MTX
16 - - + - - + 31.4 11 25 20mg/tyd RTX nie
V4
17 - - + + - - 120 11 0 Brak CTX nie
18 + + + + - - 53.8 13 0 Brak CTX nie
19 + - + + + - 64 28 15 Brak CTX Zgon

Tabela 2. Charakterystyka kliniczna chorych z grupy w zaostrzeniu GPA

* w przeliczeniu na prednizon

** schemat leczenia indukujacego remisje, w potaczeniu z glikokortykosteroidami: 3 dozylne pulsy
metyloprednizolonu a nastepnie prednizon w dawce 1mg/kg z nastgpowa redukcja

Skéty: L.p.- liczba porzadkowa, S- stawy, S/B- skora i btony §luzowe, U/N/G — ucho, nos, gardlo, P — ptuca, N
— nerki, UN — ukfad nerwowy, anti-PR3 ELISA — przeciwciata przeciw proteinazie 3 oznaczane metoda
ELISA, BVAS — skala Birmingham Vasculitis Activity Score, GKS — glikokortykosteroidy, mg — miligram, d
— doba, DMARDS - leki modyfikujgce przebieg choroby, msc. — miesigce, AZA — azatiopryna, MTX —
metotreksat, CTX — cyklofosfamid, RTX — rytuksymab.
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4.2 Wyniki oznaczen laboratoryjnych

W pierwszej kolejnosci porownywano wyniki oznaczen cytometrycznych pomiedzy
grupami w zaostrzeniu, w stabilnej remisji choroby, a grupa kontrolng. W drugim etapie
analizowano zmiany tych parametrow w grupie chorych z aktywnym GPA poréwnujac stan
przed wiaczeniem leczenia immunosupresyjnego w stosunku do stanu po osiggni¢ciu remisji

kliniczne;.

A. Poréwnanie immunofenotypu limfocytow w grupie z zaostrzeniem GPA, w grupie

stabilnej remisji 1 w grupie kontrolnej

Poréwnanie wartosci odsetkowych limfocytow, limfocytow T, limfocytow T pomocniczych

1 limfocytow T cytotoksycznych

Analize rozpoczgto od porownania miedzy grupami liczebnosci leukocytow,
limfocytow oraz podstawowych populacji komorek CD3+.

Ze wszystkich analizowanych grup, leukocytoze stwierdzono jedynie u chorych z
aktywnym zapaleniem naczyn (Srednia 10,8+4,08 tys./ul). Bezwzgledna liczba leukocytow
pozostawala w normie dla grup w remisji oraz dla grupy kontrolnej, cho¢ dla wszystkich
chorych z GPA byta ona istotnie wyzsza (Srednio w remisji 7,4 tys./ul, $rednio dla kontroli
5,9 tys./ul, p <0,05).

Nieznaczne obnizenie liczby limfocytéw stwierdzono u chorych w stabilnej remis;ji
GPA (1235 £ 660/ul). Wartos¢ ta byta znamiennie nizsza, anizeli w grupie z zaostrzeniem
(1832 + 889/ul , p=0,027) 1 w grupie kontrolnej (1558 £+ 324 , p = 0,046) (Ryc. 4A). W
efekcie odsetek limfocytow byt obnizony w catej grupie z GPA (17,55+7,92%) w
poréwnaniu do kontroli (27,63+5,81%, p <0,01) (Ryc. 4B).

U chorych w stabilnej remisji GPA obserwowano obnizenie liczby limfocytow T
(komorki CD3+, 954 + 572/ul ) wzgledem chorych w zaostrzeniu choroby (1393 + 738/ul, p
< 0,05) oraz liczby limfocytow Th (komodrki CD3+CD4+, 690 + 464/ul) wzgledem
pozostatych grup (chorzy w zaostrzeniu 1131 + 603/ul, p = 0,02; grupa kontrolna 995 +
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247/ul, p=0,01). Wartosci te nie przekladaty si¢ na réznice pomiedzy grupami w odsetku,

jaki wsrdd wszystkich limfocytow stanowity limfocyty T 1 komoérki pomocnicze (Ryc. 4A).

Zarowno u chorych z zaostrzeniem GPA, jak 1 w trwalej remisji stwierdzono
podwyzszony odsetek limfocytow CD8+ (25,7+10%, p=0,02 1 31,3£11,9%, p<0,01)
wzgledem grupy kontrolnej (19,6+5,8%), najwyzszy stwierdzony byt jednak u chorych
pozostajacych w dtugotrwatej remisji (Ryc. 4B).

Stosunek komorek CD4+ do CD8+ nie roznit si¢ pomiedzy chorymi w zaostrzeniu
GPA i w trwalej remisji, (2,26 = 1,41 1,72 £ 1,7, p = 0,37), cho¢ pozostawal obnizony w
grupie bez cech aktywnosci choroby wzgledem grupy kontrolnej (2,62 + 1,1, p = 0,04).

Wyniki te wskazuja na brak istotnych zaburzen w liczbie limfocytow, komorek T 1 T
pomocniczych w ostrej fazie GPA. Tendencja do limfopenii oraz obnizania liczby
limfocytdow pomocniczych pojawia si¢ dopiero wraz z wchodzeniem w faze stabilnej
remisji. Warto jednak zauwazy¢, ze wobec obecnej czesto u chorych z GPA leukocytozy,
odsetek limfocytow wsrod wszystkich biatych krwinek jest obnizony u wszystkich chorych
z zapaleniem naczyn. Zatem supresja linii limfocytarnej nie jest jedynie wynikiem

stosowanego leczenia immunosupresyjnego.
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Rycina 4. Zmiany liczby i wartosci odsetkowych limfocytow u chorych z GPA i w grupie kontrolnej.
Wartosci bezwgledne (liczba komorek/ul) (A) oraz odsetek (B) limfocytéw, limfocytow T, limfocytow
pomocniczych (Th) i limfocytow cytotoksycznych (Tc) w badanych grupach. Poziome linie reprezentuja
$rednig. * p<0,05; ** p<0,01 (test t Studenta).

Poréwnanie warto$ci odsetkowych limfocytow produkujacych poszczegolne interleukiny

oraz limfocytow pomocniczych (Thl, Th2, Th17, Th22)

W dalszej czgsci porownano obraz odsetkowy limfocytow produkujacych: IFNy, IL-
4, IL-22 1 IL-17. Odsetek komorek IFNy+ nie réznit si¢ pomiedzy chorymi w zaostrzeniu
GPA, w stabilnej remisji i w grupie kontrolnej. Grupa w stabilnej remisji zapalenia naczyn
roznila si¢ jednak od grupy kontrolnej podwyzszonym odsetkiem komorek produkujacych
IL-4 (mediana 3,41% [1,89-4,49%], p = 0,024) Wyzszy odsetek komoérek produkujacych
IL-17A wzgledem grupy kontrolnej (mediana 0,58% [0,39-0,87%]) obserwowano zaréwno
w zaostrzeniu GPA (mediana 0,75% [0,52-1,15%], p=0,03), jak i w stabilnej remisji
(mediana 0,90% [0,65-2,07%]). Wzrost wzgledem grupy kontrolnej (mediana 0,26% [0,16-
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0,43%]) obserwowano rowniez w odsetku komorek IL-22+ w zaostrzeniu (mediana 0,74%
[0,54-0,90%]) oraz remisji zapalenia naczyn (mediana 1,01% [0,57-1,62%]). Nie
zaobserwowano jednak roznicy w odsetku komorek IL-17A+ 1 IL-22+ miedzy chorymi w

zaostrzeniu 1 stabilnej remisji choroby (p = 0,26, p = 0,05) (Ryc. 5).
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Rycina 5. Limfocyty pomocnicze produkujace poszczegélne interleukiny w grupach chorych GPA oraz
grupie kontrolnej.

Odsetek limfocytow T CD4+ produkujacych IL-4, IFN-y, IL-17A i IL-22 w grupach: z zaostrzeniem GPA, w
stabilnej remisji GPA oraz w grupie kontrolnej. Wartosci na osi pionowej wyrazone sa na skali logarytmiczne;.
Poziome linie reprezentujg mediang. * p < 0,05; ** p < 0,01 [test U Manna-Whitneya].

Na podstawie produkcji cytokin dokonano nastepnie identyfikacji subpopulacji
limfocytéw pomocniczych (podzial czynnosciowy). Procent jaki wérod wszystkich komorek
CD4+ stanowity poszczego6lne subpopulacje porownano miedzy grupami chorych.

Pomiedzy chorymi w zaostrzeniu GPA 1 w stabilnej remisji choroby nie
zaobserwowano istotnych réznic w odsetkach: limfocytow Thl (komorki IL-17A- IL-22-
[FNy+ IL-4-), Th2 (IL-17A- IL-22- IFNy- IL-4+), Th22 (IL-17A- IL-22+ IFNy- IL-4-) i
Th17 (IL-17A+ IL-22- IFNy- IL-4-). (Ryc. 6)

Najwyzszy odsetek limfocytow Thl17 stwierdzono w grupie chorych w stabilnej
remisji GPA (mediana 0,76% [0,45-1,85%]), a dalej w kolejnosci w zaostrzeniu choroby
(mediana 0,66% [0,37-0,96%]) wzgledem grupy kontrolnej (mediana 0,45% [0,31-0,61%]).

Analogicznie, zarowno w zaostrzeniu GPA, jak 1 w remisji obserwowano wyzszy niz w
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grupie kontrolnej odsetek limfocytow Th22 (mediana odpowiednio: 0,34% [0,21-0,45%],
p<0,01; 0,53% [0,24-0,96%], p<0,01; w stosunku do 0,18% [0,15-0,20%]) 1 pozostawal on
najwyzszy w grupie z nieaktywnym GPA (Ryc. 6).

Grupa chorych w stabilnej remisji wyrdzniata si¢ wyzszym niz grupa kontrolna
odsetkiem komoérek Th2 (mediana odpowiednio 2,75% [1,52-3,91 %] 1 1,54% [1,15-1,87]).
Odsetek komorek o funkcji Th1 nie r6znit si¢ pomiedzy grupami (Ryc. 6).
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Rycina 6. Podklasy limfocytow pomocniczych w grupach chorych GPA oraz grupie kontrolnej.

Odsetek limfocytow T CD4+ identyfikowanych na podstawie produkcji cytokin (IL-4, IFN-y, IL-17A i IL-22)
w grupach: z zaostrzeniem GPA, w stabilnej remisji GPA oraz w grupie kontrolnej. Warto$ci na osi pionowej
wyrazone sg na skali logarytmicznej. Poziome linie reprezentujg mediane. * p < 0,05; ** p < 0,01 [test U
Manna-Whitneya].

Nie zaobserwowano znamiennych réznic w wartos$ciach odsetkowych komorek Thl,
Th2, Th17 1 Th22 pomiedzy grupami chorych z ograniczong 1 uogélniong postacig zapalenia
naczyn.

Nie stwierdzono istotnych zaleznos$ci pomiedzy parametrami klinicznymi, takimi jak
stopien aktywnosci choroby (BVAS), stezenie CRP, stezenie przeciwcial przeciw
proteinazie 3, czy czas trwania choroby, a odsetkami poszczegolnych podklas limfocytow

pomocniczych (Ryc. 7).
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Rycina 7. WyKkresy zaleznoS$ci odsetka limfocytéw Th17 (% komoérek CD4+) od wyniku w skali BVAS i
stezenia przeciwcial anty-PR3 (RU/ml) oraz wspélczynniki Kkorelacji Spearmana (Rs) miedzy
parametrami klinicznymi a odsetkiem poszczegdélnych podklas limfocytow pomocniczych (klasyfikacja
na podstawie produkcji cytokin). Wartosci na osiach poziomych sq wyrazone na skali logarytmicznej.

Celem potwierdzenia wynikdw oznaczen cytometrycznych na podstawie produkcji
cytokin przeprowadzono analize¢ fenotypu limfocytow na podstawie ekspresji receptorow
chemokinowych. Receptory te warunkuja zdolno$¢ migracji komorek do tkanek
obwodowych. Limfocyty o okreSlonej ekspresji tych czasteczek odpowiadajg

poszczegdlnym typom czynnosciowym komorek pomocniczych w testach in vitro.

Komorki o profilu CXCR3+CCR4-CCR6-CCR10- odpowiadajg limfocytom Thl
(stad nazwa Thl-like).

Komorki o profilu CXCR3-CCR4+CCR6-CCR10- odpowiadajg limfocytom Th2
(Th2-like).

Komorki o profilu CXCR3-CCR4+CCR6+CCR10+ odpowiadajg Th22 (Th22-like).

Komorki o profilu CXCR3-CCR4+CCR6+CCR10- odpowiadajg Th17 (Th17-like).
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Nie zaobserwowano réznic pomiedzy grupami w odsetku komorek Thl-like oraz
Th2-like. Potwierdzono wyzszy odsetek komorki Thl7-like 1 Th22-like pozostawaty
podwyzszone w catej grupie GPA (bez rdéznicy pomiedzy chorymi w aktywnej 1 w
nieaktywnej fazie choroby) osiggajac najwyzszy odsetek w grupie stabilnej remisji (odsetek
komorek Thl7-like 11,75% + 4,38%; p < 0,01 wzgledem grupy kontrolnej, odsetek
komorek Th22-like w grupie remisji 4,35% + 2,06%, p < 0,01 wzgledem grupy kontrolnej)
(Ryc. 8).
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Rycina 8. Analiza ekspresji receptorow chemokinowych na powierzchni limfocytow pomocniczych.
Odsetek limfocytow T CD4+ o typie: Thl-like (CXCR3+CCR4-CCR6-CCR10-), Th2-like (CXCR3-
CCR4+CCR6-CCR10-), Th17-like (CXCR3-CCR4+CCR6+CCR10-) i Th22-like (CXCR3-
CCR4+CCR6+CCR10+) w grupach chorych z GPA oraz w grupie kontrolnej. Poziome linie reprezentuja
$rednig. * p <0,05; ** p <0,01 [test t-studenta].

Poréwnanie odsetkéw limfocytéw T regulatorowych

Limfocyty T regulatorowe identyfikowane byly jako komorki o wysokiej ekspres;ji
czasteczki CD25 1 niskiej CD127. Odsetek jaki wsrdod wszystkich limfocytow CD4+
stanowig komoérki o tym fenotypie porownano miedzy grupami w zaostrzeniu GPA, w

stabilnej remisji choroby oraz grupie kontrolnej. W drugim etapie przeprowadzono

55



dodatkowa analize, poréwnujac miedzy tymi grupami odsetek komorek wykazujacych
ekspresje czynnika transkrypcyjnego FOXP3.

Najwyzszy odsetek komorek CD25"CD127"" obserwowano w stabilnej remisji
GPA (14,57% + 3,36%) 1 byt on istotnie podwyzszony wzgledem grup z zaostrzeniem GPA
(8,73% * 1,54%, p < 0,01) 1 grupy kontrolnej (11,32%+1,77%, p<0,01). Pomigdzy grupami
w zaostrzeniu zapalenia naczyn, a grupg kontrolng rowniez stwierdzono istotng roznice w
odsetku limfocytow Treg (p < 0,01).

Analogiczne rdéznice pomigdzy badanymi grupami zaobserwowano w odsetku
komorek wykazujacych ekspresje czynnika transkrypcyjnego FoxP3. Najnizszy odsetek tych
komorek obserwowano w zaostrzeniu GPA (3,41% = 1,25%) 1 réznit si¢ istotnie od
wynikow w grupie kontrolnej (5,03% =+ 2,07%). Z kolei najwyzszy odsetek limfocytow
FOXP3+ stwierdzono w stabilnej remisji GPA (7,41% £ 2,89%, p < 0,01 wzglgdem grupy

kontrolnej) (Ryc.9).
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Rycina 9. Odsetek komorek Treg oraz komérek FoxP3+ u chorych na GPA.

(A) Odsetek komorek CD4+ posiadajacych markery powierzchniowe komorek regulatorowych
(CD25"CD127"%) oraz (B) Odsetek limfocytow CD4+ wykazujacych ekspresje FoxP3+

Poziome linie reprezentujg $rednig. * p <0,05; ** p < 0,01 [test t-studenta].

Proporcja liczby limfocytow T regulatorowych do liczby limfocytow Thl7 byla w

efekcie obnizona w obydwoch grupach GPA (grupa w zaostrzeniu mediana 11,81 [9,41-
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26,54], grupa w remisji mediana 17,09 [8,75-24,81]) wzgledem grupy kontrolnej (mediana
29,65 [17,94-48,46], p < 0,01 wzgledem grupy w zaostrzeniu GPA, p = 0,026 wzgledem
grupy w remisji GPA), bez roznic miedzy chorymi w zaostrzeniu 1 stabilnej remisji choroby
(Ryc. 10).
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Rycina 10. Stosunek liczby limfocytow Treg do limfocytéw Th17 u chorych na GPA.
Poziome linie reprezentujg mediang. * p < 0,05; ** p < 0,01 [test U Manna Whitneya]

Celem oceny potencjatu supresyjnego limfocytow T-regulatorowych dokonano
analizy odsetka komorek posiadajacych izoforme¢ czynnika transkrypcyjnego FoxP3
pozbawiong egzonu 2 (komorki Ae2-FoxP3+).

Wyzszy odsetek komorek Ae2-FoxP3+ wzgledem zdrowej kontroli obserwowany
byl w catej grupie GPA (grupa w zaostrzeniu GPA $rednia 9,51 + 3,1% komorek Treg;
grupa w stabilnej remisji GPA 10,34 + 5,26% komorek Treg; zdrowa kontrola 7,02 + 2,50%
komorek Treg). Nie stwierdzono réznicy miedzy grupami w zaostrzeniu i remisji choroby

(Ryc. 11).
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Rycina 11. Odsetek komoérek FoxP3+ z izoforma AE2 czynnika transkrypcyjnego FoxP3 (AE2-FoxP3+) u
chorych na GPA.
Poziome linie reprezentujg $rednie. * p < 0,05; ** p < 0,01 (test t-studenta).

Wykazano silng ujemng korelacje¢ pomigdzy odsetkiem komorek identyfikowanych
jako Treg (zarbwno CD4+ CD25"CDI127"%, jak i CD4+ FoxP3+), a wynikiem w skali
BVAS oraz stezeniem CRP. Nie stwierdzono zalezno$ci pomigdzy odsetkiem komorek z
defektywnym wariantem czynnika FoxP3, ani proporcja limfocytow Treg 1 Thl7, a
parametrami klinicznymi (Ryc. 12).

Wyniki te wskazuja nie tylko na udziat limfocytow Treg w patomechanizmie GPA,
ale rowniez na fakt, iz zmiana odsetka tych komoérek (na korzy$¢ m.in. limfocytéw Th17)
towarzyszy zmianie aktywnos$ci choroby (ktorej wyktadnikiem jest skala BVAS czy stezenie
biatka C-reaktywnego).

58



30 2504

0 €01 o 0 @

I
S
I
@
S
I

3
S
I

PR3 (RU/mI)

BVAS (punkty)
CRP (mg/dl)

o
3
I

>

Treg (% z CD4+) Treg (% z CD4+)

>
& &

%
\s R P @
NS S

)
Treg .-0,4--0,2 02 0,4

FoxP3+ 0,4 0,5 0,1 0,0 -0,4
NAe2FoxP3 -0,1 0,3 0,1 -0,8 -0,1 -0,3
Th1/Th17 00 00 0,1 0,1 02 0,0
Treg/Th17 -02 -0,1 -0,1 -0,1 02 0,0

Rs I i
08 0 08

Rycina 12. Wykresy zaleznos$ci odsetka komérek Treg (% CD4+) od wyniku w skali BVAS, stezeniem
przeciwcial przeciw proteinazie 3 i stezeniem CRP oraz wspoélczynniki korelacji Spearmana (Ry)
pomiedzy parametrami klinicznymi a odsetkiem limfocytow T regulatorowych (identyfikowanych jako
CD25"CD127""), odsetkiem komérek FoxP3+, odsetkiem komérek z wariantem 2 czynnika FoxP3 oraz
proporcja komorek Treg do Th17. Wartos$ci na osi pionowej wykresu zaleznosci odsetka komoérek Treg
od stezenia CRP sa wyrazone na skali logarytmiczne;j.

B. Poréwnanie immunofenotypu limfocytow w grupie z zaostrzeniem GPA przed 1 po

leczniu immunosupresyjnym (wczesna remisja)

Celem oceny zmian proporcji poszczegdlnych komoérek w okresie wchodzenia we
wczesng remisjg, ponownej analizy cytometrycznej (parametry analogiczne do
przedstawionych powyzej) dokonano u chorych, ktorzy zostali zrekrutowani do badania w
fazie zostrzenia, po 6 miesigcach leczenia immunosupresyjnego. Istnieje bowiem
podejrzenie, ze osiggnigcie remisji klinicznej (w postaci BVAS 0) nie réwna si¢ osiggnigciu
,rownowagi” w uktadzie immunologicznym, a stabilizacja taka jest mozliwa dopiero wiele
miesigcy po zakonczeniu leczenia indukujacego.

U 14 chorych zakwalifikowanych do grupy w zaostrzeniu GPA celem indukcji remisji
zastosowano cyklofosfamid, u czterech chorych rytuksymab, u jednego, z uwagi na

ograniczong posta¢ choroby, mozliwe bylo zastosowanie metotreksatu. U trzech chorych
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otrzymujcych cyklofosfamid konieczna byla zmiana leku na rytuksymab w zwigzku z
utrzymywaniem si¢ cech aktywno$ci choroby, pomimo wst¢gpnego leczenia
immunosupresyjnego. Podczas szesciomiesieczne] obserwacji zmarto dwoch chorych —
jeden z powodu zatorowosci ptucnej, drugi w wyniku powiktan septycznych. Poza tym nie
stwierdzono istotnych zdarzen niepozadanych. Po podt roku u chorych dokonywano
ponownie oceny klinicznej. U trzymasciorga chorych stwierdzono remisj¢ zapalenia naczyn
(BVAS=0), u czterech obecne byty cechy niewielkiej aktywno$ci choroby (BVAS 2-4).
Zaobserwowany wzgledem pierwsze] wizyty wzrost mediany wskaznika VDI z 3 [0-6] do 4
[2-6], mediany sktadowej fizycznej - z 31,7 [25,5-34,4] do 42 [37,5-50,1] oraz sktadowe;j
psychicznej kwestinariusza SF-36 z 37,2 [33,4-52,2] do 47 [37,1-55,3] nie byl istotny
statystycznie. Doszlo natomiast do istotnego spadku poziomu przeciwciat przeciw

proteinazie 3 (z 66 [38,6-119,2] RU/ml do 29,9 [64,5-13,2] RU/ml).

Po 6 miesigcach leczenia indukujacego remisj¢ u chorych nie zmienila si¢ liczba

limfocytow, odsetek limfocytéw T ani T pomocniczych (Ryc. 13).
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Rycina 13. Liczba limfocytow, limfocytow T i odsetek (% komoérek CD4+) limfocytéw T pomocniczych u

chorych na GPA przed i w 6 mies. po leczeniu indukujacym remisje.
Odsetek komorek produkujacych IL-4, IFNy, IL-17A 1 IL-22 oraz limfocytow

identyfikowanych jako Thl, Th2, Th17 i Th22 na podstawie profilu wydzielanych cytokin

roOwniez nie ulegt zmianie (Ryc. 14).
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Rycina 14. Obraz odsetkowy limfocytéw u chorych na GPA przed i w 6 mies. po leczeniu indukujacym
remisje

(A) odsetek (% komorek CD4+) produkujacych IL-4, IFN-y, IL-17A i IL-22 (B) odsetek (% komorek CD4+)
identyfikowanych na podstawie produkcji cytokin jako Th2, Th1, Th17 i Th22.

Weczesna remisja GPA nie wigzata si¢ takze ze zmiang odsetka komoérek Thl-like, Th2-
like, Thl17-like 1 Th22-like identyfikowanych na podstawie ekspresji receptorow

chemokinowych wzgledem zaostrzenia zapalenia naczyn (Ryc. 15).
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Rycina 15. Odsetek limfocytéw pamieci identyfikowanych jako Thl-like, Th2-like, Th17-like i Th22-like
na podstawie ekspresji receptorow chemokinowych u chorych na GPA przed i po 6 mies. leczenia
indukujacego remisje.

Podobnie nie bylo réznic w odsetku limfocytow T regulatorowych (CD25hiCD1271°W),

komorek FoxP3+ ani stosunku limfocytow T regulatorowych do limfocytow Th17 (Ryc.

16).
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Rycina 16. Odsetek (% komérek CD4+) komorek wykazujacych ekspresje czynnika transktypcyjnego
FoxP3, odsetek (% komérek CD4+) limfocytéw Treg identyfikowanych jako CD25"CD127"", stosunek
limfocytow Treg do Th17 u chorryh na GPA przed i po 6 mies. leczenia indukujacego remisje
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Dyskusja

Zasadniczym celem badania byla ocena profilu immunofenotypowego limfocytow krwi
obwodowej chorych z ziarniniakowatos$cig z zapaleniem naczyh. Jednym z wielu
problemow klinicznych, dotyczacych tej rzadkiej choroby i stanéw jej pokrewnych jest
poszukiwanie markerow aktywnosci zapalenia naczyn i1 oceny skutkow leczenia, a w
perspektywie opracowania optymalnych metod leczenia, zapobiegajacych uszkodzeniom
narzadowym 1 w efekcie poprawiajacych rokowanie. Aktualnie dostgpne oznaczenia
laboratoryjne, zard6wno biochemiczne (jak np. ste¢zenie CRP czy prokalcytoniny) jak 1
immunologiczne (st¢zenie przeciwcial anty-PR3) ze wzgledu na brak swoisto$ci nie moga
stanowi¢ podstawy do szybkiego podjecia decyzji terapeutycznych w sytuacji watpliwosci
co do przyczyn nasilenia objawow chorobowych. Wobec licznych doniesien sugerujacych
udziat mechanizméw komoérkowych w rozwoju AAV [212], podjeto probe wskazania wsrod
poszczegbdlnych subpopulacji limfocytoéw CD4+ takich zmian, ktére moglyby by¢ stosowane
w praktyce klinicznej jako markery zaostrzenia GPA. W tym celu poréwnano
immunofenotyp limfocytow krwi obwodowej u chorych w zaostrzeniu GPA, jego remisji
oraz 0sob zdrowych. Obserwowano takze chorych z aktywnym GPA w ciagu pierwszych
sze$ciu miesigcy leczenia indukujacego remisje (wezesna remisja).

Analizowane grupy nie roznity si¢ istotnie pod wzgledem parametrow demograficznych.
Grupy pozostawaly spdjne rowniez pod wzgledem oceny uszkodzenia narzadowego, co
pozwala na wykluczenie jego wptywu na kliniczng ocene aktywnosci choroby. Ciekawe, ze
grupy w zaostrzeniu GPA 1 stabilnej remisji nie rdznily si¢ pod wzgledem psychicznej
komponenty skali SF-36. Zatem narzedzie to nie odzwierciedla aktywnosci zapalenia
naczyn. Kwestionariusz ten — o ogolnym z zalozenia charakterze - nie jest zapewne dla
zapalenia naczyh wystarczajgco czuly. Potwierdza to rowniez brak korelacji zarowno MCS-
SF36, jak 1 PCS-SF36 z aktywnos$cig choroby oceniang skalg BVAS. Skala SF-36 ma zatem
u chorych z GPA jedynie warto$¢ pomocniczg.

Podstawa oceny aktywnosci klinicznej GPA byl wynik skali BVAS. Ciekawg obserwacja
w powyzszym badaniu byla stosunkowo wysoka korelacja wyniku oznaczenia stezenia
przeciwcial przeciw proteinazie 3 oraz wyniku w skali BVAS (p = 0,48). Wpisuje si¢ ona w
toczaca si¢ obecnie dyskusje o roli wzrostu poziomu przeciwcial przeciwko PR3, jako
mozliwego markera w przewidywaniu klinicznego nawrotu, a wigc zwigkszenia aktywnosci

choroby.
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Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzajg istotng role odpowiedzi T-komérkowej w
etiopatogenezie GPA [213]. Wskazuje na nig m.in. liczebno$¢ calej populacji limfocytow.
Limfopenia (wzgledna, ale 1 bezwzglgedna) obserwowana w catej grupie GPA, nalezy do
typowych zjawisk w chorobach z autoagresji. Ich patogeneza jest zlozona. Moze si¢ wigzaé
m.in. z rekrutacjg lifocytéw do zajetych chorobowo tkanek oraz by¢ skutkiem leczenia
immunsupresyjnego [71, 214]. Druga z hipotez wspiera fakt, ze znaczaca bezwzgledng
limfopeni¢ obserwowano w stabilnej remisji GPA, cechujacej si¢ zardéwno wyzszg
kumulacyjng dawka cyklofosfamidu, jak i stosowaniem innych lekow immunosupresyjnych.
W kontekscie podwyzszonego ryzyka infekcji warto zwrdci¢ rowniez uwage, ze u 33%
chorych w tej grupie liczba limfocytow nie przekraczata 800 kom/ul, a u 17% chorych
miescita si¢ w przedziale 300-500 kom/pl.

Obraz obsetkowy podstawowych populacji limfocytow réwniez roznit si¢ od tego
obserowanego w grupie kontrolnej. W spdjnosci z dotychczasowymi doniesieniami
obserwowaliSmy tendencj¢ do przesunigcia rownowagi pomiedzy limfocytami
pomocniczymi 1 cytotoksycznymi wraz z czasem trwania choroby [72]. Obnizona liczba
komorek CD4+ wystgpowala przede ewszystkim w fazie dlugotrwatej remisji, co
skutkowalo obnizeniem stosunku CD4/CD8. Jednak w odr6znieniu od innych doniesien nie
obserwowalismy tego zjawiska u 0so6b z zaostrzeniem GPA [74]. Nie obserwowali§my takze
obnizenia odsetka wszystkich limfocytow pomocniczych, bez wzgedu na aktywnos$¢
choroby [71]. Porownywanie wynikow dotychczasowych badan dotyczacych liczebnosci
podstawowych grup limfocytow z wynikami niniejszych badan jest utrudnione ze wzgledu
na znaczne roznice badanych przez réznych autoréw grup chorych. Na te niejednorodnos¢
sktadata si¢ przede wszystkim sumaryczna analiza chorych z pokrewnymi rozpoznaniami
(MPA oraz GPA) [71, 73], analiza chorych z r6zng obecnos$cig przeciwcial, tj. rowniez bez
obecnos$ci przeciwciat ANCA [71], czy wreszcie brak jasnych kryteridw zaostrzenia 1
remisji choroby, lub ich uymowanie acznie [72, 74].

Wbrew dotychczasowym doniesieniom [113, 114], nie obserwowano takze roznicy w
odsetkach limfocytow produkujacych IFNy, ani w odsetku komoérek Thl migdzy grupami
GPA a grupg kontolng, ocenianych zarowno funkcjonalnie, pod wzgledem produkcji
cytokin, jak i na podstawie ekspresji receptorow chemokinowych na powierzchni komorek
pamieci. Takze stosunek liczby komorek Thl do Th2 wu chorych na GPA pozostawat
niezmieniony. W grupie stabilnej remisji GPA obserwowano jedynie wyzszy, niz w
pozstatych grupach, odsetek komoérek Th2. Wobec braku réznic w odsetkach limfocytow
produkujacych IL-4 1 IFNy, IL-17A 1 IL-22 mozna przypuszczaé, ze aktywno$¢ komorek
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Th2 w fazie remisji prawdpodobnie w wigkszym stopniu wigzata si¢ z brakiem ich
wrazliwos$ci na leczenie immunosuprsyjne, niz z istotnym udziatem ich aktywacji w reakcji
zapalnej w przebiegu GPA. Wniosek taki mozna wysnu¢ w oparciu o brak zmian w fazie
zaostrzenia choroby GPA.

Dotychczas przeprowadzone w tym zakresie badania znacznie rdznily si¢ od siebie
zard6wno pod wzgledem metodyki, jak 1 doboru grup chorych. Poréwnywano miedzy innymi
liczbe 1 wzajemne interakcjie limfocytow Thl 1 Th2 u chorych z ograniczong 1 uogo6lniong
postacig zapalenia naczyn [58, 111]. W niniejszej pracy takiej analizy nie mozna bylo
przeprowadzi¢ ze wzgledu na niewielkg liczbe chorych ze zlokalizowang postacia GPA.
Inng przyczyng roznic moze by¢ material, w ktorym oceniano poszczegdlne frakcje
limfocytow. Podczas gdy w przedstawionej pracy analiza dotyczyla komorek krwi
obwodowej, w czesci doniesien o przesunig¢ciu proporcji migdzy komodrkami produkujgcymi
mediatory odpowiedzi Thl 1 Th2 bazowata na materiale uzyskanym z biopsji narzadéw
zajetych chorobowo [76, 111]. Z kolei trudno$¢ interpretacyjna w porownywaniu wynikéw
badan uzywajacych komoérek pochodzacych z krwi obwodowej, a wskazujgce na dominacje
wyltacznie odpowiedzi typu Thl, wynika z wlaczania do badan chorych z réznymi
postaciami AAV (najczesciej tacznie GPA 1 MPA) [71] lub w ogdle z ujemnym wynikiem
badan w kierunku ANCA [113], lub juz w trakcie leczenia wysokimi dawkami lekow
immunosuresyjnych [111].

W naszym badaniu zdecydowano si¢ na analize¢ PBMC ze wzgledu na mozliwo$¢ oceny
fenotypu wszystkich krazacych we krwi limfocytow oraz poszukiwanie takich markerow
aktywnosci choroby, ktore bytyby dostepne szybko i, w miar¢ mozliwosci, z uzyciem metod
najmniej nieinwazyjnych (bez koniecznosci wykonywania  biopsji). Analiza
immunofenotypu nacieku limfocytarnego w tkankach zajetych chorobowo bylaby jednak
cennym uzupetnieniem badan wykonywanych z krwi obwodowej, przede wszystkim w
odniesieniu do ich roli w patogenezie przewlektego odczynu zapalnego.

Jednym z najwazniejszych celow badania bylo wskazanie roli limfocytow Thl17 w
patogenezie r6znych faz GPA (zaostrzenie, remisja). Zwigkszona liczba tych komorek 1 ich
mediatorow oraz ich korelacja z aktywno$cig choroby zostala wykazana w innych
chorobach z autoagresji (np. w toczniu rumieniowatym uktadowym), a pierwsze doniesienia
dotychczace komorek produkujacych IL-17A sugerowaly ich istotng role w rozwoju GPA.
Przypuszczenia takie wspiera fakt, ze komodrki Th17 toruja odpowiedZz mediowang przez
neutrofile 1 makrofagi oraz aktywacje limfocytow T; wszystkie zjawiska obserwowane w

AAV.
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Nasze wyniki dotyczace limfocytow Th17 1 typowych dla nich cytokin pokrywajg si¢ z
dotychczasowymi doniesieniami [195, 196, 197, 198, 199]. Zwigkszony odsetek limfocytow
Th17 stwierdzono we wszystkich badanych fazach GPA, w zaostrzeniu, we wczesnej remisji
(po szesciu miesigcach lecznia indukujgcego remisje), jak 1 w remisji utrwalonej. Nie
zaobserwowano takze réznic pomiedzy badanymi grupami. Stad odsetek limfocytow Thl7-
like nie korelowat istotnie z zadnymi klinicznymi markerami aktywnosci choroby (CRP,
BVAS, anty-PR3). Na roznice w odsetku komorek IL17+ nie wptywal roéwniez fakt
stosowanego w chwili pobrania leczenia immunosupresyjnego, dawka glikokortykosterydu
czy dawka kumulacyjna cyklofosfamidu. Potwierdzono tym samym zblizone
metodologicznie badania zespotow Wilde at al., oraz Rani 1 wsp. sugerujgce utrzymujacg si¢
przewlekle u chorych z GPA ekspansj¢ komorek Th17 [199, 200].

Odsetek limfocytow Th17 u chorych z GPA, pomimo niemal dwukrotnego wzrostu
wzgledem grupy kontrolnej, nadal nie przekraczat 1% komorek CD4+. Jednak ich rola w
rozwoju GPA wydaje si¢ by¢ niezmiernie istotna. Produkowana przez nie 1L-17 aktywuje
bowiem komorki rezydualne w tkankach do produkcji chemokin rekrutujacych zarowno
neutrofile, jak 1 makrofagi 1 limfocyty B [215]. Ich odpowiedz, skutkujaca m.in. dalsza
produkcja autoprzeciwcial moze wzmacniaé¢ reakcj¢ zapalng. Na uwage zastuguje rowniez
fakt braku supresji komorek Th17 w toku leczenia immunosuprsyjnego. Sugeruje on, ze
wickszo$¢ z tej populacji limfocytow to komorki pamigci, najpewniej o potencjale
autoreaktywnym. Komorki takie, w chwili ponownego kontaktu z antygenem mogg
dodatkowo amplifikowa¢ odpowiedZz immunologiczng. Udziat tej grupy komorek w
etiopatogenezie GPA pozostaje zatem bardzo prawdopodobna, jednak ich rola w fazie
zaostrzenia prawdopodobnie jest zlozona 1 wymaga dalszych badan. Jednym z mozliwych
zwigzanych z odpowiedzig Thl7, torujaca droge do stymulacji neutrofiléw. Potencjalna
terapia anty-IL17A mogtaby by¢ zatem skuteczna w przypadkach zaostrzenia GPA
przebiegajacych ze wzrostem stezenia cytokin zwigzanych z Th17.

Drugg, istotng czeScig projektu bylo wskazanie ewentualnej roli zmian w odsetku
komorek regulatorowych zaleznie od aktywnos$ci choroby. Istniejg znaczne rozbieznosci w
wynikach dotychczasowych badan dotyczacych tej populacji limfocytow. Czes¢ badan
sugerowata wzrost odsetka Treg w remisji GPA [191], inne wskazywaly na ich obnizenie
niezalezne od aktywnos$ci choroby [192]. Wspdlnym mianownikiem tych prac byto jednak
uposledzenie zdolnos$ci supresyjnych Treg, ktorego mechanizm nie byt do konca jasny [191,

192, 193]. W celu szerszej analizy zaburzen liczebnosci 1 funkcji tych limfocytow
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zastosowano dwie metody identyfikacji komoérek supresorowych (na podstawie ekspresji
receptorow powierzchniowych 1 obecnosci czynnika trankrypcyjnego FoxP3). Oceniono
takze odsetek komodrek pozbawionych egzonu 2 z genie FoxP3.

Wyniki dotyczace komorek regulatorowych w omawiane] pracy pozostaja spdjne bez
wzgledu na zastosowany marker (CD25"CD127"%, czy czynnik transkrypcyjny FoxP3).
Aktywna faza choroby byla zwigzana ze znaczng deplecja populacji limfocytéw
regulatorowych, a procesowi wchodzenia w stabilng remisj¢ towarzyszyt wzrost ich odsetka.
Jednoczesnie odsetek komorek Treg korelowal ujemnie z markerami aktywnosci choroby.
Mozna zatem przypuszcza¢, ze aktywacja limfocytow T CD4+ oraz limfocytow B
(produkcja autoprzeciwciat) w ostrej fazie zapalenia naczyn wigze si¢ m.in. ze spadkiem
mediatorow o dziataniu supresorowym produkowanych przez Treg lub innych zaburzen ich
funkc;ji.

Spojne z dotychczasowymi doniesieniami na temat zaburzonej funkcji limfocytow Treg
[191, 192, 193] zdaja si¢ by¢ obserwacje dotyczace odsetka tych komorek ze zwigkszong
ekspresja izoformy splicingowej Fox P3 pozbawionej egzonu e2 (Ae2-FoxP3+). Byl on
podwyzszony w catej grupie chorych z GPA. W potaczeniu ze znacznym obnizeniem liczby
wszystkich Treg w zaostrzeniu choroby nalezy przypuszczaé, ze wilasnie u chorych w
aktywnej fazie GPA funkcja komorek regulatorowych jest zaburzona w najwigkszym
stopniu. Liczebnoscig limfocytow Treg nie mozna jednak w pelni wyjasni¢ wynikow
wczesniejszych badan dotyczacych testow zdolnosci supresorowych komoérek Treg
(najbardziej obnizone stwierdzono w grupie z aktywnym GPA) [191, 192]. Byly one
bowiem prowadzone in vitro, a jak wynika z omawianego badania, odsetek defektywnych
komorek Treg w grupie z aktywnym 1 nieaktywnym zapaleniem naczyn byt porownywalny.
Mechanizm zaburzenia funkcji Treg w zaostrzeniu GPA musi by¢ zatem bardziej ztozony 1
wymaga dalszych badan.

Sposroéd analizowanych parametrow immunofenotypowych potencjalnie obiecujagcym
markerem aktywnosci choroby zdaje si¢ by¢ odsetek limfocytow Treg (identyfikowanych
jako CD4+CD25"CD127"", lub CD4+FoxP3+). W zwiazku z obserwowana dynamika
zmian odsetka komorek regulatorowych (obnizenie wzgledem kontroli w aktywnej fazie,
podwyzszenie w stabilnej remisji), szczegdlnie cenne moze si¢ okaza¢ monitorowanie
ewentualnych zmian tego parametru w czasie, mogace zwiastowa nawrot choroby.
Niejasny 1 wymagajacy dalszych badan pozostaje mechanizm tak znacznego spadku linii
Treg w zaostrzeniu zapalenia naczyn. Ekspansja komorek Thl7, ze wzgledu na swoj

przewlekty charakter, nie tlumaczy tego zjawiska. Spadek odsetka Treg moze miec
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charakter wtorny, np. do zmiany S$rodowiska cytokinowego lub zapoczatkowywaé
nieprawidlowosci immunologiczne typowe dla zaostrzenia GPA. Ustalenie kolejnos$ci
pojawiania si¢ poszczegdlnych nieprawidtowosci zarowno komorkowych jak 1 humoralnych
(m.in. obnizenie odsetka Treg, aktywacja limfocytow, wzrost miana przeciwcial ANCA)
oraz wyjasnienie mechanizmu supresji Treg bytoby cenne nie tylko dla samego uzupeinienia
wiedzy o patomechanizmach w GPA, ale réwniez poszukiwania mozliwosci
terapeutycznych.

Do atutéw powyzszego badania nalezy przede podziat chorych w réznych fazach choroby
na osobne grupy. Uzycie skali BVAS, jako miedzynarodowego narzedzia
wystandaryzowanego 1 zwalidowanego pozwolilo jednoznacznie wskaza¢ chorych z
zaostrzeniem zapalenia naczyn. Analizowane grupy chorych nie réznity si¢ od siebie pod
wzgledem podstawowych zmiennych epidemiologicznych, co pozwala wykluczy¢ ich
wplyw na wykazane r6znice w immunofenotypach limfocytow.

Do badania wilaczono jedynie chorych z dodatnim wynikiem ANCA. Fakt ten
uzasadniony byl przede wszystkim przypuszczalnymi roéznicami w patomechanizmach
ANCA+ 1 ANCA- GPA. Rozbieznosci w badaniach na temat udzialu limfocytéw
pomocniczych i regulatorowych w tych grupach pacjentow mogg wprost wynika¢ z ro6znic w
obecnosci 1 typie przeciwcial ANCA.

Nalezy zwroci¢ rowniez uwage na wysoki odsetek chorych, ktérzy w chwili pobrania
krwi  do  badan laboratoryjnych nie otrzymywali intensywnego leczenia
immunosupresyjnego (69%). Maksymalna dawka GKS na poziomie 10 mg w grupie
chorych w stabilnej remisji pozwala przypuszczaé, ze efekt steroidoterapii nie miat istotnego
wpltywu na procesy aktywacji limfocytow w badaniach laboratoryjnych. W grupie chorych z
zaostrzeniem GPA dobowa dawka prednizonu przekraczata 20 mg w przypadku dwoch
chorych, jednak czas od intensytfikacji steroidoterapii do pobrania materialu do oznaczen
laboratoryjnych (maksymalnie dwa dni) prawdopodobnie minimalizowal ich wplyw na
wyniki oznaczen.

Ograniczeniem badania z pewnoscig pozostaje arbitralnie przyjeta granica szesciu
miesi¢cy obserwacji chorych po rozpoczeciu leczenia indukujacego remisje. Zmniejszyto to
liczbg analizowanych o te osoby, ktére mimo leczenia indukujacego remisje, nie uzyskatly
jej po uptywie szes$ciu miesigcy, co zmuszato do kontynuacji leczenia.

Obserwujac zmiany obrazu odsetkowego poszczegdlnych linii limfocytow pomocniczych
1 regulatorowych mozna wysunaé przypuszczenie, ze osiggni¢cie wczesnej remisji

klinicznej, wraz ze stabilizacjg standardowych parametrow stanu zapalnego we krwi
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obwodowej, nie pokrywa si¢ czasowo z wejsciem chorego w stan immunologiczny typowy
dla dtugotrwatej remisji. Immunofenotyp limfocytow w grupie wczesnej remisji GPA byt
porownywalny do tego w fazie zaostrzenia choroby. Nie wiemy zatem w jakim czasie po
osiggnieciu remisji klinicznej, mierzonej skala BVAS, obraz immunofenotypowy osiaga
stan typowy dla dlugotrwate; remisji. Z punktu widzenia klinicznego, szczegdlnie
interesujgca bylaby odpowiedZ czy przedluzenie stosowania immunosupresji az do
stwierdzenia takiej rownowagi wigzatoby si¢ z korzysciami (mniej nawrotow), czy raczej z
nasileniem niepozadanych infekcji. W zwigzku ze stwierdzeniem istotnych réznic w obrebie
liczebnos$ci populacji limfocytow Treg w zaleznosci od aktywnos$ci choroby, przydatnym
bytoby badanie regularnie monitorujgce odsetek tych komorek celem okreslenia, czy zmiana

odsetka Treg moze wyprzedzac¢ kliniczne objawy zaostrzenia choroby (predykator nawrotu).

Whnioski

1. Chorzy z rozpoznaniem GPA 1 obecno$cig przeciwcial przeciwko proteinazie 3, bez
wzgledu na aktywno$¢ choroby, charakteryzuja si¢: podwyzszonym odsetkiem limfocytéw
Th17, obnizonym stosunkiem Treg/Thl7, oraz wyzszym odsetkiem komorek Treg z
wariantem splicingowym AE2-FoxP3 w porownaniu z osobami zdrowymi.

2. Ustgpowanie zmian charakterystycznych dla zaostrzenia GPA w obrazie odsetkowym
limfocytow trwa dluzej niz 6 miesigcy, nawet jesli po takim czasie leczenia indukujacego
remisj¢ nie stwierdza si¢ klinicznych cech aktywnosci zapalenia naczyn mierzonej skalg

BVAS.

69



Streszczenie

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (GPA- granulomatosis with polyangiitis)
nalezy do ukltadowych zapalen naczyn charakteryzujacych si¢ obecnos$cig przeciwcial
przeciw ziarnistosciom neutrofili (ANCA). Dotyka ona przede wszystkim ukladu
oddechowego 1 nerek, w ktorych znalez¢ mozna ziarniniaki 1 objete stanem zapalnym
drobne naczynia krwionos$ne. Etiopatogeneza choroby jest ztozona; stwierdza si¢ w niej
liczne zaburzenia czynno$ci uktadu odpornosciowego. Wskazuje si¢ m.in. na zaburzong
tolerancj¢ immunologiczng (wytworzenie autoprzeciwcial), aktywacje komplementu 1
licznych grup komorek zapalnych czy zmiany odsetka subpopulacji limfocytow. Szczegdlng
uwage w badaniach na ten temat w ostatnich latach poswigca si¢ komérkom Th17 1 T
regulatorowym (Treg). Wsrdd licznych mechanizmow komorkowych zaangazowanych w
patogeneze GPA poszukuje si¢ takze wskaznikéw aktywnosci choroby, wspomagajacych

decyzje kliniczne dotyczace intensyfikacji leczenia immunosupresyjnego.

Cele pracy:

(1) Ocena obrazu odsetkowego limfocytow pomocniczych na podstawie ekspresji
powierzchniowych receptorow chemokinowych oraz produkcji cytokin po
stymulacji, w grupach chorych: w aktywnej fazie GPA; po 6 miesigcach leczenia
indukujgcego remisje; w okresie dlugotrwatej remisji GPA oraz wsrod osob
zdrowych,

(2) Ocena ilosci 1 potencjatu komorek Treg w powyzszych grupach celem okreslenia ich
prawdopodobnej roli w okresie zaostrzenia choroby 1 ich ewentualnych zmian w

odpowiedzi na stosowane leczenie.

Metody:

W latach 2013-2016 do badania wiaczono 19 chorych z zaostrzeniem GPA, 18
chorych w stabilnej (>1 roku) remisji choroby oraz 26 dobranych pod wzgledem pici 1
wieku, zdrowych ochotnikow, jako grupe kontrolng. Wszyscy chorzy wiaczeni do badania
byli ANCA+. Krytertum wykluczajacym byta obecnos$¢ infekcji lub innego schorzenia
autoimmunologicznego. = Rozpoznanie  bylo  weryfikowane  wedlug  kryteriow

klasyfikacyjnych GPA ACR 1990. Glownym narzgdziem oceny aktywnosci choroby byta
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skala Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS). Zaostrzenie GPA definiowano jako
wynik BVAS > 2. a remisje jako BVAS 0. Chorzy z posrednim wynikiem zostali wylaczeni
z badania.

Krew do analiz laboratoryjnych byta pobierana podczas pierwszej wizyty. Chorzy w
zaostrzeniu GPA odbywali nast¢gpnie comiesieczne wizyty kontrolne. Po po6t roku leczenia
immunosupresyjnego ponownie pobierano krew do analiz. Limfocyty izolowano z krwi
zylnej. Nastepnie oceniano obraz odsetkowy subpopulacji limfocytéw T metoda cytometrii
przeptywowej na podstawie ekspresji receptorow chemokinowych (CXCR3, CCR4, CCR6 i
CCR10) oraz produkcji cytokin IFNy, I1-4, 11-22, 11-17A po stymulacji PMA 1 jonomycyna.
Limfocyty Treg identyfikowane byly jako komorki CD25™CDI127"°" lub na podstawie
obecnosci czynnika transkrypcyjnegoy FoxP3. Dodatkowo analizowano komorki Treg
posiadajace defektywny (wiagzacy si¢ z obnizonym potencjalem supresyjnym) wariant
czynnika transkrypcyjnego FoxP3. Projekt uzyskat akceptacje Komisji Bioetycznej, a osoby

biorgce w nim udzial wyrazily na to pisemng zgodg.

Wyniki:

Badane grupy nie roznity si¢ migedzy sobg podstawowymi parametrami
demograficznymi Sposrdéd chorych w zaostrzeniu 13 osiggnelo remisj¢ po 6 miesigcach
leczenia. Z pozostatych: 2 zmarto w trakcie badania, a 4 nadal prezentowalo objawy
choroby pomimo leczenia.

W calej grupie chorych z GPA obserwowano: wzgledng limfopenie¢, podwyzszony
odsetek komoérek CD8+ oraz ekspansje limfocytoéw o typie Th17 (zaréwno komorek IL-
17+IFNYy-IL-4- jak 1 komorek efektorowych CXCR3-CCR4+CCR6+CCR10-). Zaostrzenie
choroby wigzalo si¢ przede wszystkim z obnizeniem odsetka komodrek T regulatorowych.
Faza stabilnej remisji choroby charakteryzowata si¢ zmiang proporcji komorek CD4+
dziewiczych do efektorowych pamigci CD4+ na korzy$¢ drugiej z nich oraz obnizeniem
bezwzglednej liczby limfocytow T 1 CD4+. Ponadto u chorych odsetek limfocytow Treg
przewyzszal nie tylko wartosci dla grupy w zaostrzeniu, ale rowniez grupy kontrolne;j.
Zwiazek aktywno$ci choroby z limfocytami Treg potwierdzono rowniez wysokim
wskaznikiem korelacji Spearmana miedzy odsetkiem komorek CD25"CD127"" a wynikiem
w skali BVAS oraz stezeniem CRP. Ponowna analiza immunofenotypu po 6-miesi¢cznym
leczeniu indukujacym remisje chorych z zaostrzeniem, pomimo braku objawow klinicznych

(BVAS 0) nie wykazata r6znic w zadnym z analizowanych parametrow komorkowych.
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Whioski:

Zaostrzenie ziarniniakowatos$ci z zapaleniem naczyn wigze si¢ z istotng deplecja
limfocytow T regulatorowych. Wejscie w stabilng remisje¢ charakteryzuje si¢ z kolei
znacznym wzrostem tej subpopulacji limfocytow. Podobne zmiany nie sg jednak
kompensowane spadkiem limfocytéw Thl7. Ich ekspansja nie zalezy od aktywnosci
choroby; moze leze¢ u podstaw patomechanizmu choroby. W efekcie stosunek komorek
Treg do Th17 pozostaje obnizony w catej grupie GPA, co sugeruje, ze rownowaga miedzy
nimi, w przeciwienstwie do innych choréb z autoagresji, moze mie¢ bardziej ztozony
charakter. Wszelkie zmiany immunofenotypowe zachodzace podczas wejscia w faze remisji
obserwowane sg dopiero w dluzszej niz 6 miesigcy perspektywie od ustgpienia objawow
chorobowych, $wiadczac o glgbokim zaburzeniu odpowiedzi komorkowej w ostrej fazie
GPA 1 duzej ,,bezwltadnosci” procesu chorobowego. Mozna przypuszczaé, ze odsetek
komorek T regulatorowych moglby stanowi¢ marker aktywnos$ci ziarniniakowatosci z

zapaleniem naczyn.
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Summary

Granulomatosis with polyangiitis (GPA) is a systemic vasculitis characterized by the
presence of anti-neutrophil cytoplasmic antibodies (ANCA). GPA mainly affects the
respiratory tract and kidneys, where both granulomas and inflamed small blood vessels can
be found. The etiopathogenesis of the disease is complex and during its progression multiple
dysfunctions of the immune system occur. Those include: impaired immune tolerance
(autoantibodies-mediated iflammation), increased complement activation, profileration of
various cell types, as well as altered representation of lymphocyte subsets. Lately particular
attention has been paid to misrepresentation of Th17 and T regulatory (Treg) cells.

Clinical characteristics of GPA patients is focused on vasculitis activity evaluation which
now is based mainly on scales and non-specific laboratory markers. In recent years reasearch
efforts are focused on finding potential disease activity markers as this would support
difficult clinical decisions regarding to immunosuppression intensification. We tried to look

for them among percentages of differrent T helper and T rerulatory cells.

Aims

(1) Evaluation of the T helper cell phenotype in patients in the exacerbation of GPA prior
any treatment and the same patients after 6 months of the remission-induction therapy, as
well as in patients with long lasting disease remission. T helper phenotype is assessed based
on the surface chemokine receptors expression and the production of cytokines after
stimulation with PMA.

(2) Analysis of the number of Th17 and Treg cells in the above mentioned groups in order to
assess their possible role in disease exacerbation and its response to the immunosuppressive

therapy.

Methods

The study was conducted between 2013 and 2016 and consisted of 19 patients with
exacerbation of GPA, 18 patients in stable (> 1 year) disease remission and 26 age and sex
matched healthy volunteers as controls. All patients in the study were ANCA positive. The

exclusion criteria were: the presence of any infection or the existence of another
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autoimmune disease. The GPA diagnosis was verified according to the GPA classification
criteria by The American College of Rheumatology (1990). The main tool to assess disease
activity in GPA patients was Birmingham Vasculitis Activity Score (BVAS). GPA
exacerbation was defined as a result of BVAS > 2 and remission was considered for a score
of BVAS = 0. Patients with intermediate result were excluded from the study. Blood
samples from patients were collected during their first visit. The patients in exacerbation of
GPA were followed up during the first months of immunosuppressive therapy on the
monthly basis. After 6 months blood was collected for final analysis. Lymphocytes were
isolated from venous blood. Lymphocytes immunophenotyping was performed by using
fluorescence-activated cell sorting to detect the presence/absence of chemokine receptors
(CXCR3, CCR4, CCR6 and CCRI10) expression and by assessing cytokine production
(IFNy, 11-4, 11-22 and I1-17) after stimulation with PMA and ionomycin. Treg cells were
identified as CD25"CD127"°Vand FoxP3 (transcription factor) positive. Moreover, Treg cells
were analyzed for the presence of a defective variant of FoxP3, which is involved in reduced
suppression potential. The project was approved by the Local Ethic Committee and all

participants signed study written consent.

Results

Study groups did not differ in their basic demographic parameters (sex, age, age at
disease onset, duration of illness, glucocorticoids dosage). 13 patients with exacerbation of
GPA achieved remission after 6 months of immunosuppressive therapy (2 died during the
study, 4 still exhibited disease symptoms despite the treatment). Findings in all GPA patients
included: a relative lymphopenia, an increased percentage of CDS8+ lymphocytes and
expansion of the Thl7 (both IL-17+IL-4-IFNy- and effector memory cells CXCR3-
CCR4+CCR6+CCRI10-). The exacerbation of GPA was primarily associated with a
reduction in the percentage of Treg cells. Interestingly, the 6 months of the
immunosuppressive treatment, despite the absence of clinical symptoms in patients (BVAS
0), did not change any of the analyzed cellular parameters; Treg levels remained low. Stable
remission of GPA was characterized by an overall decrease in the number of CD4+ T
lymphocytes compared to the healthy volunteers, as well as an altered proportions of CD4+
effector memory and CD4+ naive cells, where the population of naive cells prevailed.
Furthermore, in patients in stable remission the percentage of Treg lymphocytes were higher

than in the other groups, including the healthy volunteers. Those findings were confirmed by
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the high Spearman correlation coefficient between Treg cell percentage and BVAS result.
There was no significant difference in the percentage of Thl and Th2 cells between the

studied groups.

Conclusions

Exacerbation of GPA is associated with a significant depletion of Treg cells and
stable remission is characterized by a significant increase in the Treg percentage. These
changes are not compensated by Th17 cells. Expansion of Th17 is not dependent on disease
activity. As a result, the ratio of Treg to Th17 cells is lowered in the whole GPA group,
suggesting that the balance between these subsets in the GPA, in contrast to other
autoimmune diseases, may be more complex. Any immunophenotype changes occurring
during entering the stable remission are observed after few months after the disappearance
of clinical symptoms proving prominent abnormalities of cellular response in the acute
phase of the GPA, as well as the big "inertia" of the inflammatory process in this disease
entity. On the basis of these results can be assumed that the percentage of Treg cells may be

a potential indicator of the disease activity in GPA.
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