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RozpziAt 1

Odpornos¢ wrodzona, zapalenie
i regulacja odpouwiedzi immunologiczne;

Wtodzimierz Maslinski

LUPROWADZENIE

Zasadniczym zadaniem ukladu odpornosciowego jest ochrona organizméw wieloko-
morkowych przed patogenami lub innymi czynnikami zagrazajacymi ich prawidlowe-
mu funkcjonowaniu. Dla realizacji tego celu uktad odpornosciowy wyksztalcit ztozone
mechanizmy wykorzystujgce wlasciwos$ci roznych typdw komoérek powstajacych w pier-
wotnych i wtornych narzadach limfatycznych, ktore umozliwiajg selektywne rozpozna-
wanie i eliminacje tych zagrozen. Integralng czescig tych mechanizmoéw jest zdolnoé¢
do rozrézniania pomiedzy czasteczkami/strukturami patogenéw a komoérkami i pro-
duktami wlasnego organizmu, ktdra ma zapobiega¢ reakcji immunologicznej skierowa-
nej przeciwko komdérkom i tkankom wiasnego organizmu. Po wlasciwym rozpoznaniu
zagrozenia, nastepuje inicjacja efektorowej fazy odpowiedzi immunologicznej, ktdra
efektywnie eliminuje lub neutralizuje zagrozenie. Jednocze$nie, uklad immunologiczny
wyksztalcit mozliwos¢ zwigkszenia specyficzno$ci rozpoznania patogenow poprzez se-
lekcje i amplifikacje wyspecjalizowanych komorek, limfocytow T i limfocytéw B, ktore
w sposob bezposredni lub posredni, jeszcze bardziej skutecznie mogg eliminowac¢ pato-
geny. W nastepnej fazie nastepuje proces wygaszania odpowiedzi immunologicznej, tak
aby odpowiedz immunologiczna mogta by¢ przygotowana na kolejne zagrozenia i row-
noczesnie ograniczala potencjalne ryzyko zwigzane z jej niekontrolowana kontynuacja i
przechodzeniem w posta¢ chroniczng moggcg prowadzi¢ do uszkodzen tkanek. Jedng z
bardzo charakterystycznych cech tej drugiej, efektorowej fazy odpowiedzi, jest zdolnoé¢
zapamietania selektywnej odpowiedzi, ktdra pomimo wygaszenia calego procesu jest
gotowa do ponownej interwencji w sposob znacznie szybszy i w wiekszym zakresie niz
w przypadku pierwszego kontaktu z patogenem.

ODPORNOSC WRODZONA | ODPORNOSC NABYTA

Organizmy zlozone wyksztalcily dwa wzajemnie uzupelniajace si¢ mechanizmy obro-
ny przed infekcjami i zagrozeniami: odpornosci wrodzonej oraz odpornosci nabytej.
Odporno$¢ wrodzona stanowi pierwszg, szybka obrone lini¢ obrony, ktéra jest obecna
u wszystkich wyzszych organizméw od momentu narodzenia. W jej sktad wchodzg me-
chanizmy bierne i czynne. Zasadniczymi elementami obrony biernej sg bariery anato-
miczne i fizjologiczne: skora, nablonek i btony $luzowe, ktére w bardzo duzym stopniu
zmniejszajg prawdopodobienstwo przedostania si¢ drobnoustrojow do organizmu. W
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przypadkach, gdy drobnoustroje pokonaja te bariery, zostajg uruchamiane mechanizmy
odpornosci wrodzonej umozliwiajace ich rozpoznanie, a nastepnie eliminacje. Komor-
ki w nich uczestniczace, sa bezposrednio gotowe do rozpoznania i eliminacji wiekszosci
czynnikow infekcyjnych. Co istotne komorki te wykazujg takie same, niezmienne w
czasie zdolnosci do rozpoznawania zagrozenia i reagujg na powtarzajace si¢ infekcje
w taki sam sposdb. Drugi mechanizm, odporno$¢ nabyta, wykazuje wyzsza specyficz-
nos$¢, ktora powstaje dzieki wykorzystaniu ztozonych mechanizméw umozliwiajacych
adaptacje selektywnosci rozpoznania zagrozenia w trakcie trwania infekeji. Jednakze,
na wyksztalcenie takiej wysokiej selektywnosci rozpoznania poszczegdlnych czynni-
kow infekcyjnych, i mozliwosci ich skutecznej eliminacji, komoérki w niej uczestniczace,
limfocyty T i B potrzebuja nieco wigcej czasu. Z tych powoddéw, odporno$¢ wrodzona
jest niezbedna czescig odpowiedzi immunologicznej, zapewniajaca czas konieczny na
mobilizacje efektywnej odpowiedzi nabytej. Wazng cecha odpornosci wrodzonej jest
mozliwo$¢ zachowania w organizmie czesci tych wysoko specyficznych komoérek na-
wet po eliminacji infekeji i wygaszeniu odpowiedzi odpornosciowej. Takie komorki
pamieci, najczesciej osiedlone w szpiku kostnym, w przypadku ponownej infekcji tym
samym antygenem mogg znacznie szybciej i intensywniej reagowa¢ na zagrozenie. Wy-
stepowanie zjawiska pamieci immunologicznej jest wykorzystywane w szczepieniach
ochronnych.

STRUKTURA | KOMORKI UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO

Komorki uktadu immunologicznego powstaja w pierwotnych (centralnych) narzadach
limfatycznych: watrobie ptodowej, szpiku kostnym i grasicy. Po okresie dojrzewania w
tych narzadach, komorki opuszczajg pierwotne narzady limfatyczne i z krwig sg prze-
noszone do tkanek oraz wtérnych (obwodowych) narzadéw limfatycznych: weztéw
limfatycznych, tkanek limfatycznych blon $luzowych i skoéry, oraz sledziony. Czes¢ z
tych komorek, moze powracaé do szpiku kostnego, ktory petni rowniez funkcje wtér-
nego narzadu limfatycznego.

HEMATOPOEZA

Wszystkie komorki krwi powstaja z krwiotworczych komorek macierzystych, ktore
daja poczatek komorkom progenitorowym mielopoezy i limfopoezy oraz megaka-
riocytom i erytrocytom. Z komoérek progenitorowych mielopoezy powstaja komorki
dendrytyczne oraz komoérki progenitorowe: granulocytéw, monocytéw, neutrofilow,
eozynofiléw, bazofiléw, komorek tucznych. Z tych komérek progenitorowych powstaja
odpowiednio: granulocyty, monocyty, neutrofile, eozynofile, bazofilole i komorki tucz-
ne. Z kolei z komoérki progenitorowej limfopoezy powstajg limfocyty B, ktére moga sie
przeksztalca¢ w komorki plazmatyczne, limfocyty T cytotoksyczne (Tc), limfocyty T
pomocnicze (Th), limfocyty T regulatorowe (Treg), komdrki NK, wrodzone (natural-
ne) komorki limfoidalne (innate lymphoid cells, ILC), oraz komorki indukujace tkanke
limfoidalng (LTi). Praktycznie wszystkie komorki powstajace w procesie hematopoezy
uczestniczg w odpowiedzi immunologicznej. Jednakze zakres ich funkcjonowania jak i
czas wiaczenia sie do obrony organizmu jest rézny.
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Ryc.1. Hematopoeza komérek uktadu odpornosciowego

KOMORKI UK¥ADU ODPORNOSCIOWEGO
Cranulocyty

Granulocyty wyrodzniaja si¢ zawarto$cig ziarnisto$ci oraz posegmentowanego jadra
komdrkowego. Do granulocytéw naleza: neutrofile, eozynofile i bazofile, wykazujace
réznice w wychwytywaniu barwnikéw, odpowiednio obojetnochtonne, kwasochfonne
i zasadochtonne. Sa one absolutnie krytyczne do obrony immunologicznej organizmu.
Zaburzenia funkcjonowania granulocytéw, lub ich brak prowadzg do $mierci organizmu
w krotkim czasie, nawet do kilku dni.

Neutrofile

Neutrofile stanowig najliczniejsza grupe leukocytéw. W odpowiedzi na infekcje ich wy-
twarzanie w szpiku kostnym i liczba we krwi szybko wzrasta. Kraza we krwi stosunkowo
krotko, do 10 godzin, a nastepnie migruja do tkanek, gdzie przezywaja kilka dni. Zwykle
sg pierwszymi komoérkami, pojawiajacymi si¢ w miejscu infekcji lub uszkodzenia. Sa
komdrkami fagocytujacymi, ktdre po rozpoznaniu mikrobéw pochtaniajg je i zabijaja
wewnatrzkomorkowo. Istnieje szereg mechanizméw wykorzystywanych przez neutro-
file do zabijania mikroorganizmoéw, tlenowych i niezaleznych od tlenu. W mechani-
zmach tlenowych powstaja toksyczne zwigzki tlenowe, z ktérych najbardziej toksyczne
to rodniki hydroksylowe, tlen singletowy i nadtlenek wodoru, z ktérego pod wplywem
mieloperoksydazy powstaje kwas podchlorawy. Rowniez reaktywne formy azotu, tlenek
azotu, dwutlenek azotu i peroksyazotyny wykazuja silne wtasciwosci bakteriobojcze.

Wsréd mechanizmoéw niezaleznych od tlenu, w ziarnach granulocytow zawarte sg biat-
ka, rowniez wykazujace silne wlasciwos$ci bakteriobdjcze. Po fuzji ziaren z fagosomem
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zawierajacym patogen, nastepuje ich aktywacja i destrukcja mikrobow. Do bialek tych
nalezg miedzy innymi: czynnik bakteriobdjczy zwigkszajacy przepuszczalnosé¢ (BPI),
katepsyna G, defensyny, katelicydyny, lizozym i laktoferyna.

Oprocz opisanych powyzej wlasciwosci bakteriobdjczych, neutrofile wykorzystujg jesz-
cze inny mechanizm niszczenia mikrobow, w ktérym umierajace neutrofile, wyrzucaja
zawarto$¢ swoich jagder komoérkowych na zewnatrz, tworzac sie¢ histondéw i innych bia-
tek. Sieci takie nazywane pozakomodrkowymi pulapkami neutrofiléw (neutrophil extra-
cellular traps, NET), wigzg bakterie i grzyby i je zabijaja.

Eozynofile

Powstajace w szpiku kostnym eozynofile, wychodza na obwdd, skad po kilku godzinach
migrujg do tkanek, w ktérych moga przebywac do kilku tygodni. W swoich ziarnach
zawierajg szereg biatek o wlasciwosciach cytotoksycznych takich jak gléwne biatko za-
sadowe (MBP), stanowigce ponad 50% sktadu tych biatek), peroksydaza eozynofilowa,
bialko kationowe eozynofiléw i neurotoksyna pochodzaca z eozynofiléw. Bialka te pel-
nig istotng role w zwalczaniu pasozytéw wielokomorkowych, w tym robakéw. Eozyno-
file migruja do tkanek objetych procesami zapalnymi o podltozu alergicznym, gdzie w
obecnodci alergenéw moga uczestniczy¢ w procesach destrukcji tkanek.

Bazofile

Stanowig najmniejszg proporcje leukocytéw (do 1%). Wykazuja zdolnosci do fagocyto-
zy, chociaz mniejsze niz neutrofile. Podobnie jak komorki tuczne na swojej powierzchni
maja receptor FceRI, W swoich ziarnisto$ciach zawierajg histamine, heparyne i seroto-
ning, ktére moga by¢ uwalniane po zwiazaniu przeciwciat klasy IgE.

Monocyty

Powstajace w szpiku kostnym monocyty przechodza do krwi, w ktorej kraza przez kilka
dni. Nastepnie migruja do tkanek, gdzie staja si¢ makrofagami tkankowymi, w zalezno$ci
od lokalizacji: komérkami Kupfera (watroba), histiocytami tkanki tacznej, osteoklasta-
mi (ko$¢), makrofagami narzadéw limfatycznych, mikroglejem, makrofagami pecherzy-
kowymi pluc. Makrofagi wykazuja zwigkszone zdolnosci do fagocytozy specyficznej, po
opsonizacji mikrobéw skladnikami dopelniacza, przeciwciatami, fibronektyna, bialkiem
wigzacym mannozg, oraz prezentacji antygenu. Aktywowane makrofagi produkuja ponad
100 ré6znych czynnikéw prozapalnych takich jak TNF, IL-1, IL-6, IL-12, IL-15, IL-18, wiele
chemokin (np. MIP-1a, MIP-13, RANTES,GRO-q, IL-8, IP10), ale i przeciwzapalnych
TGEF-p i IL-10, rozpoczynajacych i regulujacych proces zapalny. Makrofagi wchlaniajg i
niszcza mikroby, ale takze rozpoczynaja proces naprawy uszkodzonych tkanek.

KOMORKI DENDRYTYCZNE

Komorki dendrytyczne sa profesjonalnymi komoérkami prezentujacymi antygen. Nie-
dojrzate komorki dendrytyczne powstaja w szpiku kostnym z prekursoréw mieloidal-
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nych lub limfoidalnych, dajac poczatek odpowiednio komérkom dendrytycznym mie-
loidalnym i limfoidalnym. Po opuszczeniu szpiku, komoérki dendrytyczne przenoszg sie
z krwia do tkanek, gdzie nabierajg charakterystyczny wyglad z wieloma wypustkami,
ktore ulatwiaja efektywne pochtanianie substancji, a nawet zakazonych komérek, obec-
nych w ich otoczeniu. Wykazujg takze bardzo duze zdolnosci do pinocytozy. Obecne
na ich powierzchni receptory Toll-podobne (TLR), receptory dla fragmentu Fc prze-
ciwcial (FcR), receptory lektynowe, receptory dla dopelniacza i receptory zmiatacze
zwiekszajg specyficznos¢ rozpoznania zagrozenia i endocytoze antygenéw. Pochfoniete
substancje sa degradowane, a ich fragmenty moga by¢ rozpoznawane przez czasteczki
MHC zaréwno klasy I jak i IT. Wykrycie antygenu powoduje dalsze dojrzewanie komoérek
dendrytycznych i migracje z chlonka do weziéw limfatycznych lub z krwig do $ledziony,
gdzie mogg uczestniczy¢ w prezentacji antygenu limfocytom T. Dzigki rozmieszczeniu we
wszystkich tkankach, oprécz centralnego uktadu nerwowego, komorki dendrytyczne sg w
stanie bardzo efektywnie kontrolowa¢ otoczenie i reagowa¢ na pojawiajace si¢ zagrozenie.

Komorki NK

Komoérki NK (natural killer) nalezag do komorek zabdjcéw, a ich wilasciwosci zosta-
ty szczegélowo omodwione w rozdziale 8. Warto zwrdci¢ uwage, ze ich powstawanie
w szpiku kostnym z komdrki progenitorowej limfopoezy, wlacza je réwnoczesnie do
opisanych ponizej populacji komoérek grupy 1 ILC.

Wrodzone komorki limfoidalne (ang. innate lymphoid cells, ILC)

Komorki ILC zostaly odkryte dopiero niedawno, i cho¢ sg podobne do limfocytéw T po-
mocniczych, nie wykazuja obecnosci receptora limfocytéow T (TCR), i w zwiazku z tym
nie s3 zdolne do rozpoznawania antygenow prezentowanych przez komorki prezentujace
antygen (APC). Jednakze ILC wykazuja ekspresje szeregu receptoréw dla cytokin oraz za-
grozenia. Z tych powodoéw zostaly zaliczone do komdrek uczestniczacych we wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej. Na podstawie ekspresji charakterystycznych dla produko-
wanych przez ILC cytokin, oraz czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanych w ich po-
wstawania, wyréznia sie 3 gtéwne subpopulacje tych komérek: ILC1, ILC2, ILC3. Rycina 1.

Komorki ILC1, ktére najprawdopodobniej powstaja z komoérek ILC3 pod wplywem
IL-7 i wymagaja czynnika transkrypcyjnego Tbet. Produkuja duze ilosci cytokin typu 1,
w tym TNF i IFN-y. Wykazujg tez stabe wlasciwosci cytotoksyczne.

Komoérki ILC2 produkuja cytokiny typu 2 takie jak IL-4, IL-5, IL-9, IL-13. Do ich
powstawania wymagana jest IL-7, ktéra aktywuje czynniki transkrypcyjne GATA3 i
RORa. Uczestniczg w obronie przeciwko robakom.

Komorki ILC3 produkujg IL-17 i IL-22. Do ich rozwoju wymagana jest obecnos¢ IL-7
oraz aktywacja czynnika transkrypcyjnego RORy. Znajdowane sg w btonach sluzowych,
szczegolnie w ukladzie pokarmowym i oddechowym. Do tej grupy ILC3 zaliczane sa
takze limfocyty indukujgce tkanke limfoidalng (ang. lymphoid tissue inducers, LTi).


https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_4
https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_5
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https://en.wikipedia.org/wiki/Interleukin_13
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Komorki tuczne

Komorki tuczne sa komoérkami wystepujacymi w tkance tacznej, bonach sluzowych,
skorze i ukladzie chtonnym. Powstaja z komorek macierzystych mielopoezy w szpiku
kostnym, skad migruja do tkanek zasiedlenia, gdzie ulegaja dojrzewaniu. Wykazujg na
swojej powierzchni receptory FceRI dla przeciwcial klasy IgE. Zawieraja histamine, he-
paryne, enzymy proteolityczne, cytokiny TNF, IL-4. Pelnia istotng rol¢ w obronie przed
pasozytami, i mikrobami, wywolujac lokalng reakcje zapalna. Uczestnicza w reakcjach
alergicznych.

Komorki odpowiedzi nabytej

Limfocyty T i limfocyty B wykazuja zdolnosci do zwigkszenia specyficznosci rozpozna-
nia antygenu z wykorzystaniem bardzo ztozonych mechanizmoéw, ktére zostaly szcze-
gotowo omdwione w rozdziatach 5 i 6. Co wiecej, wykazuja pami¢¢ immunologiczna,
ktéra powoduje znacznie szybsza i bardzo specyficzng odpowiedz w sytuacjach ponow-
nego rozpoznania tego samego antygenu.

Rozpoznawanie drobnoustrojow i zagrozenia przez komorki od-
pornosci wrodzonej

Jednym z kluczowych funkcji uktadu odpornosciowego jest konieczno$¢ rozpoznania
i eliminacji mikroorganizmoéw zagrazajacych gospodarzowi, z rdwnoczesnym zachowa-
niem neutralnosci w stosunku do wiasnych struktur. Sytuacje dodatkowo komplikuje
bardzo duza zdolno$¢ mikrobéw do mutacji, zmieniajacych ich antygeny powierzchnio-
we i wewnatrzkomdrkowe, i w ten sposob unikajacych rozpoznania przez uklad odpor-
nos$ciowy. Jednakze, mutacje niektérych struktur lub czgsteczek patogenéw prowadza do
utraty ich funkcji i w konsekwencji do $mierci mikroorganizmu. Z tych powodoéw, prze-
zywajace mikroorganizmy zachowuja te struktury w formie niezmienionej. Te wspdlne
struktury zostalty nazwane wzorcami molekularnymi zwigzanymi z patogenami (ang.
pathogen associated molecular patterns, PAMP). Naleza do nich charakterystyczne dla
mikrobow, ale nie wystepujace w komdrkach ssakow, weglowodory, lipidy, biatka, frag-
menty DNA zawierajace niemetylowane zasady CpG, dwuniciowe RNA. Wystepowanie
PAMP zostalo wykorzystane przez uklad odpornosci wrodzonej, ktéry wyksztalcit re-
ceptory umozliwiajace selektywne rozpoznanie PAMP. Receptory te, nazywane recepto-
rami rozpoznajacymi wzorce, (ang. pattern recognition receptors, PRR), po zwigzaniu ze
strukturami PAMP uruchamiajg wewnatrzkomorkowe $ciezki przekazywania sygnatu
prowadzace do aktywacji komorek odpornosci wrodzonej i eliminacji patogenéw lub
ich produktéw. Rdwnoczesnie receptory te z reguly nie rozpoznajg zewnatrzkomorko-
wych/wydzielanych do $rodowiska czasteczek organizméw wyzszych, wigc nie urucha-
miajg odpowiedzi skierowanej przeciwko komdrkom gospodarza. Co istotne, receptory
PRR s3 w stanie rozpozna¢ PAMP wystepujace w wielu grupach drobnoustrojéw, co
z jednej strony rozszerza zakres rozpoznania patogendw, a z drugiej powoduje, ze sto-
sunkowo nieliczna grupa receptoréow PRR, jest wystarczajaca do obrony organizmu
przed niezwykle zréznicowanymi patogenami.
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Jednym ze skutkéw inwazji patogenow jest uszkodzenie komoérek, powodujace wydo-
stawanie si¢ ich zawarto$ci do przestrzeni pozakomodrkowej, w ktérej niektére z nich
stuza jako sygnaly zagrozenia dla komdrek uktadu odpornosciowego. Analogicznie
do PAMP, te nalezace do grupy alarmin czasteczki okreslane jako DAMP (ang. danger
associated molecular paterns), wewnatrzkomorkowo petnigce fizjologiczne funkcje, sa
rozpoznawane przez powierzchniowe receptory i aktywuja komorki odpornosci wro-
dzonej, oraz rownocze$nie moga stuzy¢ jako sygnaly do rozpoczecia proceséw na-
prawczych. Do czasteczek DAMP nalezg biatko HMGBI1 (ang. high mobility group B1),
niektdre biatka szoku cieplnego (HSP60 i HSP70), zewnatrzkomodrkowe ATP, rodzina
biatek S-100 i prawdopodobnie szereg innych.

Receptory rozpoznajqce bakterie i produkty uszkodzonych komorek

wiekszos¢ bakterii

gramujemnych peptydoglikany
C_ _Rcpid
TLR-2
TLR-6
. MyDss
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.4 PI-3K (p85/110)
IL-8
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Ryc.2. Przekazywanie sygnatu przez receptory Toll-podobne (TLR) — aktywacja wspol-
nych jak i specyficznych dla aktywowanego receptora sciezek przekazywania sygnatu

Istnieje szereg typow receptoréw rozpoznajacych PAMP i DAMP. Pierwszg grupe sta-
nowig rozpuszczalne receptory, ktére po rozpoznaniu i zwigzaniu si¢ z PAMP drobno-
ustrojow, utatwiaja ich fagocytoze i eliminacje przez komorki uktadu odpornosciowego.
Najpowszechniejsze z nich to skladowe dopelniacza (oméwione szczegétowo w rozdzia-
le 8), biatko C-reaktywne (CRP), pentraksyna, surowicze biatko amyloidu, i kolektyny.

Do drugiej grupy naleza receptory komorkowe, zaréwno powierzchniowe jak i we-
wnatrzkomorkowe. Wsrdd nich, najlepiej poznana jest rodzina receptoréw Toll-podob-
nych (Toll-like receptors, TLR), do ktorej zalicza si¢ 10 receptoréw o zblizonej struk-
turze przestrzennej, ale rozpoznajacych rézne sktadniki bakterii. Cze$¢ receptorow
TLR wykazuje ekspresje powierzchniowa (TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6, TLR10), a
cze$¢ (TLR3, TLR7, TLR8, TLRY) jest zwiazana z endosomami, gdzie wykrywaja kwa-
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sy nukleinowe pochtonietych bakterii i wirusow. Pomimo zblizonej struktury, rézne
TLR wykazujg rézng swoisto$¢ rozpoznania skladnikéw mikrobéw. TLR1 w polaczeniu
z TLR2 rozpoznaje lipopeptydy bakteryjne, TLR2-peptydoglikany, TLR2 w polaczeniu
z TLR6- lipopeptydy bakteryjne, TLR3-dwuniciowe RNA, TLR4-lipopolisacharyd (LPS),
TLR5-flagelling, TLR6 w polaczeniu z TLR2-lipopeptydy mikobakterii, kwasy tejchojo-
we, zymosan, TLR7 i TLR8- jednoniciowe RNA, a TLR9-DNA bakteryjne, zawierajace
niemetylowane sekwencje CpG. Chociaz ligand dla TLR10, nie zostal jeszcze zidentyfi-
kowany, istnieja dowody, Ze w potaczeniu z TLR2 pelni funkcje przeciwzapalne.

Po zwigzaniu ligandu przez TLR, nastepuje aktywacja komorki, w ktérej zasadniczg role
odgrywaja czynniki transkrypcyjne: czynnik jadrowy NF-kB oraz czynniki regulujace
interferony (ang. interferon regulatory factors, IRF). Aktywacja TLR moze uruchamia¢
wspdlng, prozapalna $ciezke prowadzaca w konsekwencji do produkgji cytokin proza-
palnych takich jak TNE, IL-1, IL-6, oraz bardziej specyficzne szlaki, zalezne od rozpo-
znanych ligandéw (Ryc.2). W taki sposob, moze nastepowac indukcja kompleksowej
odpowiedzi immunologicznej bardziej efektywnie eliminujgca patogeny.

Receptory podobne do NOD, NLR

Receptory NLR (ang. NOD-like receptors), stanowia rodzing receptoréw wewnatrzko-
morkowych, skladajacy sie z 23 czltonkoéw, ktérych zadaniem jest rozpoznawanie roz-
nych PAMP i DAMP. Wykazuja si¢ zblizong strukture, zawierajgcg charakterystyczne
domeny: LRR (ang. leucine rich receptor) o strukturze przypominajacej zewnatrzko-
moérkowa domene¢ TLR, odpowiedzialnej za rozpoznawanie sygnaléw PAMP i DAMP,
domene¢ NOD (ang. nucleotide oligomerization domain), odpowiedzialng za oligomery-
zacje, oraz domene efektorowg (wystepuje kilka rodzajow tej domeny). Jednym z naj-
bardziej interesujacych NLR jest NLRP-3 (ang. NOD-like-receptor containing pyrin 3),
ktéry po rozpoznaniu sygnatu zagrozenia, tworzy specyficzng strukture inflamasomu,
w ktérym nastepuje oligomeryzacja czasteczek receptora, adaptora i prokaspazy-1. Ak-
tywacja tej prokaspazy, prowadzi do jej aktywacji i tworzenia aktywnych cytokin pro-
zapalnych z rodziny IL-1, ktére nastepnie sa uwalniane z komérek w duzych ilosciach.

INNE KOMORKOWE RECEPTORY ODPORNOSCI WRODZONEJ
Receptory podobne do RIC, RLR

Receptory RLR (ang. RIG-like receptors), s receptorami rozpoznajacymi dwuniciowe
RNA (dsRNA) pochodzace z replikujacych sie wiruséw RNA.

Receptor RACE

Receptor RAGE (ang. receptor for advanced gycation endproducts), rozpoznaje PAMP
HMGBI, alarminy S100, oraz szereg zmodyfikowanych glikanow. Aktywacja RAGE
prowadzi do odpowiedzi prozapalnej z produkcjg wielu cytokin prozapalnych.
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Receptory powierzchniowe uczestniczace w fagocytozie

Istnieje szereg receptoréw, ktore po rozpoznaniu struktur mikroorganizméw stymuluja
ich fagocytoze przez komorki zerne. Do receptoréw tych naleza receptory lektynowe, roz-
poznajace weglowodany i receptory zmiatacze. Po zwigzaniu mikrobdéw lub ich fragmen-
tow receptory te uczestnicza w fagocytozie powstatych kompleksow i ich degradaciji.

Inicjacja odpowiedzi immunologiczne;.
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Ryc. 3. Inicjacja odpowiedzi immunologicznej

Rozpoznanie mikrobéw i/lub uszkodzenia przez osiadle w tkankach komorki odpor-
nosci wrodzonej lub komorki uszkodzonych tkanek inicjuje ztozone procesy zapalne,
w ktorych uwalnianych jest szereg mediatoréw zapalenia i chemokin, ufatwiajacych mi-
gracje leukocytéw z krwiobiegu do tkanek. Mechanizmy te zostaly opisane w rozdziale
3. Jednymi z pierwszych komoérek pojawiajacych sie w miejscu uszkodzenia sg granu-
locyty i makrofagi, ktorych receptory dla DAMP i PAMP uczestnicza w rozpoznaniu
i niszczeniu mikrobdéw i ich produktéw. Réwnoczesnie komoérki te ulegaja aktywacji
i produkuja cytokiny pozapalne, z ktorych czes¢ (np. TNE, IL-1, IL-6) rozszerzaja stan
zapalny i aktywuja komorki odpowiedzi wrodzonej, podczas gdy inne sprzyjaja rozpo-
czeciu ukierunkowania odpowiedzi w strone odpowiedzi komérkowej (np. IL-12 p70,
IFN-P) lub humoralnej (IL-4, IL-5, IL-12 p40, IL-13) (Ryc.3). Komorki dendrytyczne
z pochlonietymi fragmentami mikrobéw migruja do weztéw chlonnych i sledziony,
gdzie nastepuje inicjacja odpowiedzi nabytej, stuzaca do namnozenia limfocytow wy-
kazujacych najwyzsze powinowactwo do prezentowanych antygenéw. Podobnie, dzie-
wicze limfocyty B osrodkéw rozmnazania weziéw chlonnych i §ledziony rozpoznaja
pojawiajace si¢ antygeny z limfy i krwi poprzez receptor BCR (ang. B-cell receptor),

internalizujg je, a nastgpnie prezentujg ich fragmenty folikularnym limfocytom T (T,,,).
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Rozpoznanie tak prezentowanego antygenu przez T, aktywuje oba typy komorek, po-
wodujac proliferacje limfocytéw B i przetaczania klas produkowanych przez nie immu-
nologobulin, i dodatkowg stymulacje przez limfocyty T, . Wyselekcjonowane limfocyty
T migruja z powrotem do miejsc objetych zapaleniem gdzie z wyzsza specyficznoscia
rozpoznajg mikroby i ich produkty. Czes¢ limfocytéow B rdéznicuje sie w krotko zyjace
komorki plazmatyczne, ktére pozostajac ledzionie lub weztach chionnych produkujg
duze ilosci przeciwcial. Niektore z limfocytow B przeksztalcajace sie¢ w plazmablasty,
migruja do szpiku kostnego gdzie powstajg z nich dtugozyjace komoérki plazmatyczne
produkujace przeciwciala. Procesy zwigzane z udziatem limfocytéw B w odpowiedzi
immunologicznej zostaly dokladniej opisane w rozdziale 6.

/AKONCZENIE ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE)

Koncowa faza odpowiedzi immunologicznej prowadzi do jej wygaszenia. Istnieje sze-
reg mechanizmow ulatwiajacych tg istotng faze, ktora zapobiega lub ogranicza zakres
uszkodzen. Jezeli odpowiedz odpornosciowa efektywnie wyeliminowala patogeny i ich
produkty, nastepuje samoistne jej wygaszenie. Obserwuje si¢ obnizenie produkcji cyto-
kin prozapalnych i ich receptoréw. Chociaz wydaje si¢, ze jest to najbardziej efektywny
mechanizm konczacy odpowiedz, to organizmy wyksztalcily szereg innych mechani-
zmow przyspieszajacych i ulatwiajacych ten proces. Do nich nalezy aktywacja osi pod-
wzgdrze- przysadka- nadnercza, prowadzgca do wydzielania do krwiobiegu glikokorty-
kosteroidow wykazujacych silne wlasciwosci przeciwzapalne. Réwnoczesnie nastepuje
wzrost produkcji cytokin przeciwzapalnych takich jak czynnik transformujacy czynnik
wzrostu (TGF-f), IL-10, rozpuszczalny receptor dla TNE antagonista receptora dla IL-1
(IL-1Ra). Dodatkowo, obserwowany jest wzrost ekspresji hamujacych czasteczek kosty-
mulujacych takich jak PD-1 (ang. programmed death-1) przyspieszajace proces wyczer-
pania limfocytow T, czy CTLA4, ktory prowadzi do zahamowania kostymulacji limfo-
cytow T, efektywnie blokujgc ich aktywacje lub wprowadzajac w stan anergii. Jeszcze
inny mechanizm wykorzystuje mechanizm AICD (ang. activation induced cell death),
w ktorym indukowane na limfocytach T i B czasteczki FAS i FAS ligand, prowadza do
indukowanej §mierci limfocytéw T i B. Z wykorzystaniem tych mechanizméw elimino-
wanych jest nawet do 90% aktywowanych limfocytow.

Kolejny mechanizm ograniczenia aktywacji, proliferacji limfocytéw i pelnienia funk-
cji efektorowych wykorzystuje limfocyty regulatorowe T (Treg ), ktére wykazuja swo-
je wlasciwosci immunosupresyjne poprzez produkowane przez nie powierzchniowe
i wydzielnicze cytokiny przeciwzapalne IL-10 i TGF-b. Wlasciwosci limfocytow Treg
i mechanizmy ich dziatania zostaly opisane w rozdziale 2.

Pomimo wystepowania tak wielu mozliwosci zakonczenia odpowiedzi immunologicz-
nej, w niektdérych sytuacjach, np. w chorobach autoimmunizacyjnych, nie udaje si¢ cal-
kowicie wygasi¢ przebiegajacych procesdw, i wchodzg one w stan przewlekty. Moze to
by¢ powodowane nieodwracalnymi uszkodzeniami tkanek, ktore w ciggly sposéb do-
starczajg sygnaly zagrozenia, aktywujace komorki odpowiedzi wrodzonej. Dodatkowo,
w chorobach tych czesto obserwuje si¢ zaburzenia mechanizmdéw wygaszajacych odpo-
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wiedz immunologiczng. W takich sytuacjach czesto jedynymi mozliwosciami ograni-
czenia przebiegajacych chronicznie proceséw zapalnych pozostaje terapia immunosu-
presyjna.
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RozbziAr 2.
Cytokiny

Ewa Kontny

. OGOLNA CHARAKTERYSTYKA CYTOKIN

Cytokiny s3 wydzielniczymi bialkami o malym ci¢zarze czasteczkowym (<30 kDa),
za ktérych posrednictwem komorki odpowiedzi immunologicznej komunikuja sie
ze sobg. Niektore cytokiny wystepuja w postaci zwigzanej z komorkg. Podstawowsa
komunikacyjng funkcje cytokin odzwierciedla ich nazwa wywodzaca si¢ od greckich
stow cyto - ,komorka’, oraz kinein - ,,poruszac si¢”. Wielu cytokinom nadano nazwe
interleukin (IL), co miato wskazywac na posredniczenie w komunikacji pomiedzy
leukocytami, ale okazalo si¢ pewnym uproszczeniem, gdyz interleukiny moga by¢
wytwarzane przez rézne komorki i moga dziata¢ na rézne typy komorek, nie tylko
leukocyty, ale takze komorki $rodbtonka, fibroblasty, mezenchymalne komorki zre-
bu tkanek, itp. Niektdre cytokiny nosza nazwy opisowe, ktére nadali im odkrywcy,
np. czynnik martwicy nowotworu (tumor necrosis factor — TNF), czynnik transfor-
mujacy B (transforming growth factor B — TGFp), interferony (interferons — IFN),
czynniki stymulujgce tworzenie kolonii (colony stimulating factors - CSF) granulo-
cytow (G-CSF), makrofagow (M-CSF), granulocytéw i makrofagow (GM-CEFS). W
przypadku podrodziny cytokin jaka sa chemokiny, nazewnictwo ujednolicono za-
mieniajgc nazwy historyczne na takie, ktére odzwierciedlajg ich budowe (rozdziat
3). Ze wzgledu na podobienstwo w budowie wyrdznia si¢ 4 typy cytokin: (i) typ I
obejmujgcy hematopoetyny (cytokiny dziatajace w obrebie ukltadu immunologicz-
nego i hematologicznego), w tym wigkszo$¢ interleukin; (ii) typ II, do ktorego naleza
interferony i rodzina IL-10; (iii) nadrodzinge TNF oraz (iv) chemokiny (ryc. 1.). Zna-
nych jest ponad 200 cytokin, w tym okoto 50 interleukin i podobna liczba chemokin,
ktére omdéwiono w rozdziale 3.

Wytwarzanie cytokin przez komorki inicjuja rézne bodzce, m.in. rozpoznanie anty-
genu, interakcje pomiedzy komdrkami, a takze dziatanie samych cytokin. Cytokiny
informujg komorki o zmianach zachodzacych w mikrosrodowisku, dostarczajg sygna-
ty regulujace wytwarzanie, proliferacje i roznicowanie komorek, biorg udzial w odpo-
wiedzi wrodzonej i nabytej, reguluja przebieg odpowiedzi zapalnej, procesy gojenia
i przebudowy tkanek. W organizmie wigkszos$¢ cytokin dziata lokalnie - na komorke,
ktora je wytworzyla (jedli posiada ona odpowiednie receptory cytokinowe) albo na
komorki sasiadujgce z nia, co okresla sie odpowiednio dzialaniem autokrynowym
lub parakrynowym. Tym niemniej, niektére cytokiny (np. TNF, IL-1, IL-6) dzialaja
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Rycina 1.
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takze endokrynowo, poprzez wydzielanie do krwi, wywierajac wplyw na rozne typy
komoérek odleglych od komorki wytwarzajacej, co w konsekwencji powoduje réz-
ne efekty ogdélnoustrojowe (ryc. 2.). Wiasciwosci biologiczne cytokin ujawniajg sie
juz przy niskich, pikomolarnych st¢zeniach. W warunkach in vivo cytokiny dziataja
w sieci wzajemnych oddzialywan wzmacniajacych (synergistycznych) lub hamu-
jacych (antagonistycznych). Wiele cytokin cechuje plejotropia — zdolno$¢ danej
cytokiny do oddzialywania na rézne typy komorek i wywieranie réznych efektow
biologicznych. Takie wlasciwosci plejotropowe maja np. klasyczne cytokiny prozapalne
- TNE IL-1, IL-6. Z drugiej strony, rézne cytokiny moga wywiera¢ takie same efekty
- zjawisko to nosi nazwe redundancji. W przypadku choréb reumatycznych dobrym
przykltadem redundancji jest wspomaganie osteoklastogenezy (wytwarzania koscio-
gubnych osteoklastow) przez TNEF, IL-1 i IL-17. Oprocz tego wytwarzanie cytokin ma
czesto charakter kaskadowy, np. TNF indukuje wytwarzanie IL-1, a obie te cytokiny
stymulujg komorki do syntezy IL-6. Inne typowe przykiady tych zjawisk ilustruje ryc.3.

Rycina 3.
Dzialanie cytokin w sieci
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2. RECEPTORY DLA CYTOKIN | PRZEKAZYWANIE SYGNAEU

Cytokiny sg rozpoznawane przez swoiste dla nich receptory wystepujace na powierzch-
ni komorek (ryc. 1.). Wsrod receptoréw cytokinowych wyodrebnia sie 4 rodziny, ktdre
sg analogiczne jak typy cytokin, oraz dodatkowa rodzine receptoréw o budowie immu-
noglobulino-(Ig)-podobnej, ktdrej prototypem jest receptor typu I dla IL-1 (IL-1R1).
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Receptory cytokinowe sg utworzone przez 2 lub 3 tancuchy biatkowe (podjed-
nostki receptora), a receptory chemokinowe sg zwigzane z biatkami G. Recep-
tory dla niektérych cytokin typu I maja wspdlne podjednostki receptorowe: (i)
tancuch B (receptory dla IL-3, IL-5, GM-CSF); (ii) fancuch y (receptory dla IL-2,
IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 i IL-21); (iii) glikoproteing o ci¢zarze czasteczkowym 130
kDa (gp130) (receptory dla IL-6, IL-11, IL-27, IL-35). Przytaczenie cytokiny do
receptora pobudza w komorce charakterystyczne szlaki przekazywania sygnatow
(ryc. 1.). W przypadku cytokin typu I i IT aktywacji ulegaja wowczas tyrozynowe
kinazy bialkowe z rodziny JAK (Janus kinases), ktére poprzez fosforylacje akty-
wujg biatka STAT (signal transducers and activators of transcription), te z kolei
tworzg homo- i heterodimery, nastepnie przemieszczaja si¢ do jadra komorki
gdzie dzialajg jako czynniki transkrypcyjne regulujace ekspresje roznych gendw.
W przypadku innych receptoréw cytokinowych aktywowane sg rézne enzymy,
np. kinazy aktywowane przez mitogen - MAPK, kinaza 3-fosfatydyloinozytolu
- PI-3K, kinaza zwigzana z receptorem dla IL-1 - IRAK i inne, a kluczowymi
czynnikami transkrypcyjnymi uruchamiajgcymi transkrypcje genéw sa NFkB
(nuclear factor kB) 1 AP-1 (activator protein 1). Charakterystyczng cechg recepto-
réw rodziny IL-1 i TNF jest wlaczenie w przekazywanie sygnatu bialek pomocni-
czych zawierajacych odpowiednio: domeny TIR (Toll-IL-1 receptor) lub domeny
$mierci (death domain - DD). Przekazywanie sygnatu dostarczanego przez cyto-
kiny jest regulowane przez kilka mechanizméw: (i) naturalnie wystepujace biatka
wiazace cytokiny oraz rozpuszczalne receptory dla cytokin, ktére wigzg cytokiny
i zapobiegaja ich przylaczeniu do receptora na komorce; (ii) powierzchniowe re-
ceptory ,wabiki’, ktére wigza cytokine ale nie przekazujg sygnatu (np. receptor
typu 2 dla IL-1 - IL-1R2); (iii) antagonistow receptoréw cytokinowych - biatka
wiazace si¢ do receptora, ale nie indukujgce sygnatu i blokujace przylaczenie cy-
tokiny (np. antagonista receptora dla IL-1 - IL1Ra); (iv) wewnatrzkomoérkowe
biatka SOCS (suppressors of cytokine signalling) i PIAS (protein inhibitors of ac-
tivated STAT), ktére hamuja odpowiednio aktywno$¢ JAK lub STAT. Poznanie
tych mechanizméw regulacyjnych pozwolilo na wytworzenie lekéw normalizu-
jacych zaburzenia sieci cytokinowej w stanach patologicznych (podrozdziat 4.).

3. CYTOKINY W PATOGENEZIE CHOROB REUMATYCZNYCH

Chorobom reumatycznym towarzyszy nadmierne wytwarzanie réznych cy-
tokin o wlasciwoéciach prozapalnych, podtrzymujacych przezycie komorek,
nadmierne wytwarzanie przeciwcial (w tym autoprzeciwcial), czy tez tworze-
nie skupisk tkanki limfatycznej w zajetych tkankach. Z drugiej strony, jest nie-
dobér cytokin immunoregulacyjnych, co sprzyja utrzymywaniu si¢ przetrwa-
tej odpowiedzi zapalnej, zjawiskom autoimmunizacyjnym i destrukcji tkanek.

3.1. Klasyczne cytokiny prozapalne i ich rodziny

Klasycznymi i najwcze$niej odkrytymi cytokinami sg: TNF, IL-1 i IL-6. Tworzg
one rodzaj ,,pomostu” pomiedzy odpowiedzig wrodzong i nabyta, wywierajac
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wiele podobnych efektéw biologicznych. Ich wplyw na uklad odpornosci wrodzonej
przejawia sie m.in. aktywacjg makrofagéow (Mf) i neutrofiléw (Nf), oraz dzialaniem
ogolnoustrojowym: (i) indukowaniem odpowiedzi ostrej fazy, (ii) goraczki (gldwnie
przez IL-1, ktora dziata poprzez inicjowanie syntezy prostaglandyn w podwzgoérzu); (iii)
zwiekszaniem hematopoezy i erytropoezy; (iv) aktywacja $srodbtonkow naczyn. Wplyw
tych cytokin na odpowiedz nabyta polega na wspomaganiu odpowiedzi komdrkowe;
i zapalnej (wszystkie trzy cytokiny) oraz odpowiedzi humoralnej (gtéwnie przez IL-6).
Wazng patogenna rola tych cytokin jest udzial w procesach destrukcyjnych wynikajacy
z ich zdolnosci do indukowania syntezy metaloproteinaz (metalloproteinases — MMPs)
degradujacych tkanke taczng oraz promowania osteoklastogenezy i hamowania oste-
oblastogenezy, co przyczynia sie do resorpcji kosci. Oprocz tego, skutkiem dtugotrwate-
go zwiekszonego wytwarzania tych cytokin prozapalnych jest wyniszczenie organizmu
przejawiajace si¢ kacheksja. Z tych powodéw neutralizacja TNE, IL-1 i IL-6 byla pierw-
szym celem terapii biologicznych i nadal stanowi ich podstawe w réznych chorobach
reumatycznych (podrozdziat 4.).

Czynnik martwicy nowotworu jest gldwng cytoking nadrodziny TNE, do ktorej nalezy
ponadto 20 innych bialek, w tym limfotoksyny (LT), czynniki podtrzymujace przezycie
i réznicowanie limfocytow B — BAFF (B cell activating factor belonging to TNF family)
i APRIL (a proliferation-inducing factor ligand) oraz RANKL (receptor activator of NFxB
ligand) — gléwna cytokina inicjujgca osteoklastogeneze. TNF bierze udzial w niemal
wszystkich zjawiskach sktadajacych sie na odpowiedz zapalnag: (i) poprzez indukowanie
syntezy chemokin inicjuje naciekanie tkanek przez leukocyty; (ii) zwigksza wiasciwosci
fagocytarne, cytotoksyczne i bakteriobdjcze komorek odpornosci wrodzonej; (iii) in-
dukuje wytwarzanie innych cytokin prozapalnych, prostaglandyn, leukotrienow, czyn-
nikéw krwiotworczych (G-CSE M-CSE, GM-CSF) i czynnikéw wzrostu (naskorka —
EGF i plytko pochodnego - PDGF). Natomiast prodestrukcyjne dzialanie TNF wynika
z tego, iz powoduje on uwalnianie prekursorow osteoklastow ze szpiku i wspomaga
osteoklastogeneze indukowang przez RANKL i M-CSE, a z drugiej strony poprzez indu-
kowanie inhibitoréw osteoblastogenezy (np. biatka Dickkopf 1 - DKK-1) uniemozliwia
prawidlowa odbudowe kosci. Podobnie jak na kos¢ TNF wplywa réwniez katabolicz-
nie na chrzastke - hamuje jej biosynteze, a zwieksza degradacje. Poprzez wszystkie te
wlasciwosci TNF przyczynia sie do patogenezy réznych choréb reumatycznych - reu-
matoidalnego zapalenia stawéw (RZS), spondyloartropatii zapalnych (w tym zesztyw-
niajgcego zapalenia stawoéw — ZZSK i tuszczycowego zapalenia stawow — LZS), mto-
dzienczego idiopatycznego zapalenia stawdéw (MIZS) o poczatku nieliczno stawowym
i wielostawowym. Limfotoksyny, zwlaszcza LT-P, biorg udzial w tworzeniu ektopowej
tkanki limfatycznej jaka tworzy si¢ w réznych tkankach i narzadach oséb cierpiacych na
choroby autoimmunizacyjne, np. skdrze chorych na tuszczyce, sluzdéwece jelita chorych
na ZZSK i nieswoiste zapalenia jelit (NZ]) - chorobe Le$niowskiego-Crohna i wrzo-
dziejace zapalenie jelita grubego, gruczotach $linowych 0séb z zespotem Sjogrena, czy
tez reumatoidalnej bfonie maziowej. Natomiast czynniki wzrostu limfocytéw B, BAFF
i APRIL, ktorych zwigkszone stezenia stwierdza si¢ w surowicy chorych na RZS, toczen
rumieniowaty ukladowy (TRU) i zesp6t Sjogrena, przyczyniaja sie¢ do wytwarzania au-
toprzeciwcial charakterystycznych dla tych choréb. Lokalnie te czynniki s wytwarzane
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przez komorki naciekajgce (makrofagi, komorki dendrytyczne) oraz przez synowiocy-
ty o fenotypie fibroblastow (fibroblast-like synoviocytes — FLS), ktére tworza warstwe
wys$cidtkowa blony maziowej. Reumatoidalne FLS, a takze inne komorki (aktywowa-
ne limfocyty T i B, osteoblasty) wytwarzaja RANKL, ktory jest wigzany przez receptor
RANK na powierzchni prekursoréw osteoklastow, co inicjuje ich dojrzewanie i prze-
ksztalcanie w dojrzale osteoklasty. Osteoklasty sa komoérkami wielojadrzastymi, ktdre
resorbujg kos¢ poprzez wydzielanie protonéw zakwaszajacych srodowisko oraz rézne
enzymy lityczne (MMPs, katepsyne K, kwasng fosfataz¢ TRAP). Dziatanie RANKL neu-
tralizuje osteoprotegeryna (OPG). W stawach 0s6b chorych na RZS, ZZSK i LZS stosu-
nek RANKL/OPG jest zaburzony, czemu towarzyszy intensywna osteoklastogeneza. W
RZS nie towarzyszy temu odbudowa ko$ci, natomiast w ZZSK i LZS dochodzi do pato-
logicznej przebudowy kosci w wyniku czego tworzg sie ostrogi (osteofity) i mostki ko-
stne (syndesmofity), dochodzi takze do kostnienia przyczepéw $ciegien i powstawania
»entezofitow”. W badaniach klinicznych ocenia si¢ skuteczno$¢ lekéw neutralizujacych
dziatanie BAFF, APRIL i RANKL.

Rodzing IL-1 tworzy 11 cytokin o podobnej budowie — niektdre z nich (IL-1a i B, IL-33,
IL-18, IL-36 a,B,y) maja wybitne wlasciwosci prozapalne, a inne (IL-37, IL-38, IL-1Ra,
IL-36Ra) przeciwzapalne. Gtéwnym zrédlem IL-1 i IL-18 s komorki hematopoetyczne
(gtéwnie prezentujace antygen), a pozostatych cytokin tej rodziny inne rodzaje komo-
rek, m.in. nablonkowe, $rédblonka naczyn, skory, fibroblasty. Trzy cytokiny, IL-1a, IL-
33 i IL-37, dzialajg drogg intrakrynowa - sg przemieszczane do jadra komdrkowego,
gdzie regulujg transkrypcje gendéw. Gtowne cytokiny tej rodziny (IL-1, IL-18) sg ma-
gazynowane wewnatrz komorek w formie nieaktywnych pro-interleukin. Stajg sie one
aktywne biologicznie po odcieciu odpowiednich fragmentdéw przez enzymy i wowczas
s3 wydzielane poza komorke. Ten proces przeksztatcania pro-interleukin w formy ak-
tywne biologicznie jest uruchamiany przede wszystkim poprzez aktywacje ztozonego
kompleksu biatek, zwanego inflamasomem. Inflamasomy sg aktywowane gtéwnie przez
endogenne czgsteczki powstajace podczas stresu komorkowego (np. adenozyno -5’-tri-
fosforan — ATP) oraz produkty drobnoustrojéw rozpoznawane przez wewngtrzkomor-
kowe receptory NLR (NOD-like receptors). Dochodzi wowczas do aktywacji kaspazy
1, ktora przeksztalca pro-interleukiny w interleukiny. Nadczynno$ci inflamasomu, po-
wodujacej uwalnianie duzych ilosci IL-1 i IL-18, przypisuje sie udzial w patogenezie
MIZS o poczatku uogélnionym, ale przyczyna tego zjawiska jest nieznana. Natomiast
w dnie moczanowej ostre ataki zapalne w obrebie stawow s3 spowodowane aktywacja
inflamasomu przez krysztaly moczanowe. Interleukina 1p wykazuje szerokie spektrum
dzialania - aktywuje Mf, FLS, $rodbtonek naczyn, podtrzymuje aktywacje limfocytow T
i réznicowanie w subpopulacje Th17 (rozdzial 5). Jest to cytokina najsilniej stymulujaca
komorki do wytwarzania MMPs, indukuje takze syntez¢ RANK i RANKL. Poprzez te
wlasciwosci IL-1B, podobnie jak TNF, podtrzymuje zapalenie i procesy destrukcyjne.
Funkgje IL-13 hamuje naturalny antagonista — IL-1Ra, ktory jest wykorzystywany jako
lek biologiczny (podrozdzial 4.). Interleukina 18 stymuluje komérki do wytwarzania
IFNYy i wplywa na réznicowanie limfocytéw Th1 i Th2 (podrozdzial 3.2.). Od klasycz-
nych cytokin prozapalnych rézni sie tym, ze nie indukuje syntezy prostaglandyn i obja-
wow goraczki. Ta cytokina amplifikuje zapalenie poprzez pobudzanie komoérek do wy-
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twarzania innych cytokin (nie tylko IFNy, ale takze TNE, GM-CSF), zwigksza przezycie
FLS i dziata proangiogennie. Wtasciwosci biologiczne i udzial pozostalych czlonkow
rodziny IL-1 w patogenezie choréb reumatycznych s stabiej poznane.

Interleukina 6 jest cytoking, ktora pelni odrebne funkcje w zapaleniu ostrym i przewle-
ktym, przekazujac sygnal poprzez odpowiednio blonowsg i rozpuszczalng forme recep-
tora. Kompleks receptorowy IL-6 tworzy jeden fanicuch a wigzacy swoiscie te cytokine
(IL6R) oraz dwie czasteczki gp130, ktore przekazuja sygnat aktywacyjny do wnetrza
komorki. Ekspresje gp130 wykazuja niemal wszystkie komorki organizmu, a IL-6R
wystepuje tylko na niektérych, m.in. na Nf, monocytach i makrofagach, hepatocytach
i niektorych limfocytach. Komorki, ktére majg takg zakotwiczong w btonie komorko-
wej forme IL-6R (mIL-6R) wigza IL-6 i moga bezposrednio na nig odpowiadac - jest
to rozpoznanie klasyczne (w pozycji cis). Dominuje ono podczas ostrej fazy zapalenia,
inicjujgc odpowiedz zapalng a nastepnie ja ograniczajac i ulatwiajac rozwoj odpowie-
dzi nabytej. Te korzystne efekty dziatania IL-6 zacierajg si¢ jednak podczas przetrwalej
fazy zapalenia, kiedy dochodzi do tzw. transaktywacji. Wowczas IL-6 jest wigzana przez
rozpuszczalng forme IL-6R (sIL-6R), a nastepnie kompleks IL-6/sIL-6R przytacza sie do
gp130 wystepujacego powszechnie na réznych komdrkach (wigzanie w pozycji trans).
W ten sposoéb IL-6 dziata m.in. na aktywowane limfocyty T, komorki §rodblonka i oste-
oklasty. W warunkach fizjologicznych transaktywacja jest ograniczana przez rozpusz-
czalng forme gp130 (sgp130), ale w chorobach reumatycznych ten mechanizm zawodzi,
gdyz stezenie IL-6 i sIL-6R jest bardzo wysokie. W fazie przetrwalej IL-6 podtrzymuje
zapalenie poprzez wplyw na odporno$¢ wrodzong (zwigkszanie wynaczynienia, akty-
wacji i przezycia Nf), nabyta (wspomaganie réznicowania w limfocyty Th17, ostabianie
supresorowego dzialania regulatorowych limfocytéw T - Treg, podtrzymywanie rozni-
cowania limfocytéw B w komorki plazmatyczne) oraz procesy destrukcyjne (indukowa-
nie syntezy RANKL, MMPs i ich tkankowych inhibitoréw ~TIMPs, aktywacje osteokla-
stow). W chorobach reumatycznych nadmierne wytwarzanie IL-6 przyczynia si¢ takze
do rozwoju takich objawow uogdlnionych, jak goraczka, kacheksja, wtérna amyloidoza
i anemia. Przeciwcialo neutralizujace IL-6R jest stosowane w terapii chorych na choro-
by reumatyczne (podrozdzial 4.).

3.2. Gfowne cytokiny ukierunkowujqce roznicowanie limfocytow T

Cytokiny pelnig kluczowg role w réznicowaniu pomocniczych limfocytow T (Th)
(rozdzial 5). Taka funkcje majg m.in. cytokiny nalezgce do rodziny IL-12. Te rodzine
tworzg cytokiny o wlasciwoéciach prozapalnych i dziataniu patogennym w choro-
bach autoimmunizacyjnych, tj. IL-12 ukierunkowujaca réznicowanie limfocytow Th
w komorki Thl oraz IL-23 utrzymujaca odpowiednio liczebng pule komoérek Th17,
a takze cytokiny przeciwzapalne (IL-35) i o wlasciwo$ciach mieszanych (IL-27), ktd-
rym w chorobach autoimmunizacyjnych przypisuje sie role protekcyjng. Cytokiny
rodziny IL-12 sg heterodimerami utworzonymi przez odpowiednie kombinacje 3 tan-
cuchéw a (p19, p28, 35) i 2 tannicuchow P (p40, Ebi3), wytwarzanymi przede wszystkim
przez komorki prezentujace antygen (antigen-presenting cell - APC) a wywierajacymi
dzialanie na limfocyty. Interleukina 12 (p35/p40), bedaca heterodimerem p35/p40,
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stymuluje dziewicze limfocyty Th i poprzez indukowanie w tych komoérkach czynni-
ka transkrypcyjnego T-bet (transcription factor T-box) powoduje ich réznicowanie w
subpopulacje Th1, produkujacg IFNy i IL-2. Oprdcz tego IL-12 stymuluje prolifera-
cje i cytotoksycznos¢ limfocytéw T i komorek naturalnie cytotoksycznych (natural
killers - NK) oraz wytwarzanie przez te komorki IFNy i TNE, a takze wydzielanie
niektorych podklas IgG a hamowanie sekrecji IgE. Roznicowanie w subpopulacje
Th1 jest podtrzymywane przez IL-18 i IL-27, przy czym w nieobecnosci IL-12 inter-
leukina 18 przelgcza réznicowanie na Th2. Przeciwzapalne funkcje IL-27 (p28/Ebi3)
to zdolno$¢ indukowania regulatorowych limfocytéow T syntezujacych IL-10 oraz ha-
mowanie réznicowania w komorki Th17, ktére w wielu chorobach reumatycznych sg
patogenne. Takze IL-35 (p35/Ebi3) hamuje powstawanie limfocytéw Th17, a ponad-
to hamuje proliferacje limfocytéw T i nadaje limfocytom T i B wlasciwo$ci immuno-
regulacyjne. Z kolei réznicowanie w subpopulacje Th17, wytwarzajaca IL-17 i inne
cytokiny, jest procesem zaleznym od kilku cytokin i u ludzi nie do konica poznanym.
W przypadku limfocytéw dziewiczych moga w nim bra¢ udzial rézne kombinacje cyto-
kin (TGFP + IL-21, IL-1, IL-23; IL-1P+IL-6), za§ w przypadku komoérek pamieci im-
munologicznej wazne jest wspotdziatanie IL-1p, IL-6 1 IL-23, przy czym IL-23 stymulu-
je podziaty limfocytéw Th17 i przez to utrzymuje ich liczbe na odpowiednio wysokim
poziomie. Ponadto, IL-23 zwigksza proliferacje i funkcje wykonawcze cytotoksycznych
limfocytow T (Tc), pobudza wytwarzanie ptytek i neutrofilow, a takze biatek ostrej fazy.

Takie cytokiny jak IL-4, IL-21 czy TGFp nie tylko ukierunkowuja réznicowanie lim-
focytow Th ale takze sg syntezowane przez poszczegolne subpopulacje tych komo-
rek, dlatego omowiono je ponizej.

3.3. Gtowne cytokiny wytwarzane przez subpopulacje limfocytow Th

Limfocyty Th1l wytwarzaja przede wszystkim IL-2 i IFNYy. Interleukina 2 petni w od-
powiedzi immunologicznej dwojaka rol¢. Z jednej strony wybitnie wspomaga odpo-
wiedz nabyta, gdyz podtrzymuje proliferacje i zwigksza aktywno$¢ limfocytow wy-
konawczych (Tc, B) i komérek NK, a z drugiej strony, poprzez indukowanie $mierci
apoptotycznej komorek aktywowanych oraz pelnienie kluczowej roli w powstawaniu
regulatorowych limfocytéw T (Treg) i utrzymywanie ich puli w organizmie, bierze
udzial w wygaszaniu i regulacji odpowiedzi immunologicznej. Interferon y, zwa-
ny immunologicznym, jest IFN typu II, wytwarzanym takze przez limfocyty NKT
(natural killers T-cells) i komorki NK. Jego wplyw na odpowiedz immunologiczng
polega na zwigkszaniu ekspresji czasteczek HLA, czasteczek ko-stymulacji i zwiek-
szaniu prezentacji antygenow, co ulatwia rozwdj odpowiedzi nabytej. Ponadto, IFNy
nasila aktywacje i cytotoksycznos¢ Mf, podtrzymuje rdznicowanie w komorki Thl i
przelacza izotyp immunoglobulin na opsonizujgce i wigzace dopetniacz. Oprocz IFN
typu II sg jeszcze interferony typu I, do ktérych nalezy leukocytarny IFNa, wytwa-
rzany w 13 rodzajach gtéwnie przez plazmacytoidalne komorki dendrytyczne oraz
fibrocytarny IFNP produkowany przez fibroblasty. Interferony sg wytwarzane pod-
czas infekcji wirusowych, a najwazniejszymi receptorami indukujacymi ich synteze
sg receptory Toll-podobne (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) i NOD-podobne rozpozna-
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jace kwasy nukleinowe patogenéw. Interferony dzialajg na komorki poprzez swoiste
receptory i aktywacje szlakow zaleznych od biatek STAT, ktore w regulacji ekspresji
gendw wspoldzialajg z interferonowymi czynnikami regulacyjnymi (interferon regu-
latory factors — IRF). W efekcie tych oddziatywan dochodzi do ekspresji charakte-
rystycznych genow, ktorych produkty biorg udzial w odpowiedzi przeciwwirusowej
(eliminujgc komorki zakazone oraz indukujac opornos¢ na zakazenie w komorkach
niezakazonych) i wielu innych zjawiskach skltadajacych si¢ na odpowiedz immuno-
logiczng (m.in. apoptozie, chemotaksji, prezentacji antygenu, dojrzewaniu komorek
dendrytycznych, limfocytow T i B). W komorce eksponowanej na interferony tran-
skrypcji ulega facznie kilkaset genow - to zjawisko, czesto spotykane w chorobach
reumatycznych, zwlaszcza w komérkach krwi obwodowej chorych na TRU, nosi nazwe
»sygnatury IFN”. Interferonowi a przypisuje sie w TRU role patogenng — przede wszyst-
kim udzial w rozwoju odpowiedzi autoimmunizacyjnej na autoantygeny uwalniane
z komorek umierajacych (apoptotycznych, zakazonych wirusami, niszczonych przez
limfocyty Tc). Sa obserwacje wskazujace, ze w chorobach autoimmunizacyjnych zalez-
nych od patogennych limfocytéw Th17 (np. RZS) IEN typu I zaostrza chorobe poprzez
dwa mechanizmys; (i) zwiekszanie aktywacji Nf i zalezne od tych komdrek uszkodzenia
tkanek oraz (ii) nasilanie odpowiedzi humoralnej. Natomiast w chorobach autoimmu-
nizacyjnych zaleznych od limfocytow Th1 (np. w stwardnieniu rozsianym) IFNp dziala
korzystnie m.in. dzieki wspomaganiu syntezy cytokin przeciwzapalnych — IL-10 i IL-27.

Glownymi cytokinami wytwarzanymi przez limfocyty Th2 sg IL-4 i IL-5. Interleukine 4
wytwarzaja ponadto limfocyty NKT, komorki tuczne i bazofile. Ta cytokina ma szeroki
zakres oddzialywan, a sposrdéd nich najwazniejszy jest jej stymulujacy wplyw na proli-
feracje i réznicowanie limfocytow B oraz Th2. Odwrotny, hamujacy efekt wywiera ona
na limfocyty Th1. Poniewaz IL-4 powoduje przelaczanie izotypu immunoglobulin na IgE
i IgG4 proébuje sie ja blokowaé w leczeniu astmy. Interleukina 5 powoduje chemotaksje
i degranulacje eozynofilow, podtrzymuje takze proliferacje i roznicowanie tych komorek,
a w mniejszym stopniu wptywa pobudzajaco na proliferacje i réznicowanie limfocytow
B, Tc i bazofiléw. Takze neutralizacja IL-5 jest korzystna w niektdrych postaciach astmy.

Podobnie jak cytokiny Th2, takze IL-21 wytwarzana przede wszystkim przez limfocyty
T grudek limfatycznych (Tth) dziala wybitnie wspomagajaco na odpowiedz humoralna
- zwiekszajgc aktywacje, proliferacje, przezycie i réznicowanie limfocytéw B w komorki
plazmatyczne, a takze powodujac przelaczanie izotypu immunoglobulin. Interleukina
21 wywiera efekt plejotropowy na inne komérki ukladu immunologicznego: (i) hamuje
dojrzewanie komorek dendrytycznych, odpowiedz zalezng od limfocytéw Thl, immu-
noregulacje zalezng od limfocytow Treg, ale (ii) wspomaga odpowiedz zalezng od lim-
focytéw Th17 i Th2 oraz wytwarzanie cytokin prozapalnych przez Mf i FLS. Zgodnie
z tymi wladciwosciami biologicznymi, w warunkach in vivo IL-21 wspomaga odpo-
wiedz immunologiczng na pasozyty wielokomodrkowe, alergeny, zakazenia bakteryjne
skory i blon $luzowych ale hamuje odpowiedz przeciwwirusows. Neutralizacja IL-21
tagodzi przebieg niektérych choréb reumatycznych indukowanych doswiadczalnie
u zwierzat (TRU, RZS). Rozpoczeto juz badania kliniczne z uzyciem lekéw biologicz-
nych neutralizujgcych IL-21 w tych chorobach u ludzi.
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Gléwnym zrodlem IL-17 sg komorki tuczne, Nf i limfocyty Th17, ale wytwarzaja
te cytokine takze limfocyty Tyd, Mf i komorki NK. Receptory dla IL-17 wystepuja
powszechnie, dlatego oddzialuje ona na rdzne typy komorek. Fizjologiczng funkcja
IL-17 jest udzial w utrzymywaniu homeostazy jelit, gdyz stymuluje ona wytwarzanie
peptydow przeciwmikrobowych (anti-microbial peptides - AMPs), np. defensyn oraz
utrzymuje szczelno$¢ nabtonka jelita. Ponadto, pelni kluczowa role w odpowiedzi
immunologicznej na zakazenia blon $luzowych i skéry bakteriami zewnatrzkomor-
kowymi. W chorobach reumatycznych, takich jak RZS i spondyloartropatie zapalne
(spondyloarthritis — SpA), wytwarzana lokalnie IL-17 dziala patogennie, stymulujac
wytwarzanie cytokin prozapalnych (IL-1f, IL-6, IL-8, IL-12, TNF), mediatoréw za-
palenia (prostaglandyny E2 - PGE)), czynnikéw proangiogennych, takich jak czyn-
nik wzrostu $rodbtonka naczyn (vascular endothelial growth factor - VEGF), przez
synowiocyty (fibroblastyczne - FLS i makrofagalne — MfLS) i chondrocyty, co nasila
i podtrzymuje odpowiedz zapalng. Oprdcz tego, indukuje synteze MMPs przez te
komorki, zwigksza takze ekspresje RANKL, przyczyniajac sie do destrukeji chrzastki
i ko$ci stawowej. Leki biologiczne neutralizujace IL-17 sg oceniane pod wzgledem
bezpieczenstwa i skutecznosci terapeutycznej w badaniach klinicznych u chorych na
RZS i SpA.

Interleukine 22 syntezujg limfocyty Th22 i cze$¢ Th17, ponadto limfocyty Ty9, nie-
ktére limfocyty przypominajace komorki odpornosci wrodzonej (innate-like lympho-
cytes 3 - ILC3) i limfocyty NKT. Na IL-22 odpowiadajg komoérki niehematopoetycz-
ne — nabtonkowe, hepatocyty, keratynocyty. Podobnie jak IL-17, IL-22 ma wazne
funkcje homeostatyczne - obejmujg one nie tylko jelito i uklad immunologiczny
z nim zwigzany (gut-associated lymphoid tissue - GALT), ale takze inne narzady
(m.in. skore, grasice, watrobe, trzustke). W jelicie IL-22 stymuluje wytwarzanie
mucyn (gléwnych sktadowych $luzu) i AMPs. W odpowiedzi przeciwinfekcyjnej
wspotdziata z IL-17 biorgc udziat w zwalczaniu zakazen bakteriami zewnatrzkomor-
kowymi. Do zapalenia stawdw IL-22 przyczynia si¢ aktywujac FLS do produkgji che-
mokin, wytwarzania RANKL, a takze podtrzymujgc proliferacje tych komorek. Ze
wzgledu na udzial IL-22 w odpowiedzi przeciwinfekcyjnej, regeneracji tkanek, wy-
twarzanie tolerancji pokarmowej ta cytokina nie moze by¢ celem terapeutyczny. Te
opini¢ potwierdzaja badania u zwierzat wskazujace na to, ze chociaz IL-22 zaostrza
pozZng faze zapalenia stawow, to jednak we wczesnej fazie choroby dziata protekcyj-
nie. Interleukina 22 nalezy do rodziny IL-10, ktérej prototypem jest przeciwzapalna
IL-10. Innym czlonkiem tej rodziny jest IL-20 wykazujaca wlasciwoséci prozapalne
i prodestrukcyjne, ktorg produkujg Nf, Mf i komdrki nablonkowe. Neutralizacja tej
cytokiny tagodzi objawy zapalenia stawdw, destrukcje chrzastki i kosci. Wydaje sie
zatem, ze IL-20 moze by¢ kolejnym celem terapeutycznym w RZS.

Interleukine 10 wytwarzaja przede wszystkim limfocyty Th2 i Treg, ale takze limfo-
cyty B, monocyty, Mf, a nawet keratynocyty. Jest to cytokina silnie hamujaca odpo-
wiedz typu komoérkowego i odpowiedz zapalna, gdyz zmniejsza zdolno$¢ APC do
prezentacji antygenu, aktywacje limfocytéw Thl, wytwarzanie cytokin Thl i wielu
cytokin prozapalnych (IL-1a, IL-6, IL-8, IL-12, TNF, G-CSF, GM-CSF), synteze re-
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aktywnych form tlenu i azotu. Jednak jej wplyw na odpowiedz humoralna jest wspo-
magajacy — pobudza bowiem wzrost i réznicowanie aktywowanych limfocytow B.
Oproécz tego IL-10 stymuluje komorki spoza ukltadu immunologicznego, takie jak
fibroblasty, keratynocyty, srédblonka naczyn, do syntezy cytokin i chemokin. Po-
przez te aktywnosci IL-10 pelni role patogenng w TRU. Zwigkszone stezenia IL-10 sa
réowniez w innych chorobach reumatycznych (LZS, ZZSK, zespole Sjogrena). Podej-
mowano proby leczenia chorych na TRU za pomocg przeciwciala neutralizujgcego
IL-10, obserwujac przede wszystkim normalizacje zmian skornych, nie kontynuowa-
no jednak tych badan na wigkszg skale. Z drugiej strony, proby leczenia chorych na
tuszczyce i nieswoiste zapalenia jelit przy pomocy egzogennej IL-10 nie przyniosty
korzysci terapeutycznej. Zatem, jak na razie, wykorzystanie przeciwzapalnych wia-
$ciwos$ci IL-10 w leczeniu jest trudne ale badania przedkliniczne u zwierzat z indu-
kowang doswiadczalnie cukrzyca wskazujg, ze zwiekszanie endogennej puli IL-10
przynosi dobre efekty terapeutyczne.

Inng cytoking przeciwzapalng jest TGFp, wytwarzany przez limfocyty, w tym Treg,
a takze Mf, Nf, plytki krwi. Hamuje on proliferacj¢ komoérek immunologicznych
(limfocytéw T, B, komorek NK), powstawanie limfocytow Tc, synteze wielu cytokin
i ekspresje czasteczek HLA klasy II, co zmniejsza prezentacje antygenu. Inng wazna
rolg TGFp jest udziat w procesach naprawczych i gojeniu ran - ten czynnik zwieksza
wytwarzanie macierzy pozakomoérkowej i angiogeneze.

4. CYTOKINY JAKO CZASTECZKI DOCELOWE W TERAPI CHOROB
REUMATYCZNYCH

Terapie anty- cytokinowe sg waznym komponentem leczenia choréb reumatycz-
nych (ryc.4.). Leki neutralizujace klasyczne cytokiny prozapalne (TNF, IL-1f, IL-
6) sa zarejestrowane do leczenia réznych choréb reumatycznych. Rozpuszczalny
receptor dla TNF (Etanercept) jest stosowany w RZS, SpA i niektdrych postaciach
MIZS, podobnie chimeryczne (Infliksymab) i humanizowane/ludzkie (Adalimumab,
Golimumab) przeciwciala anty-TNF oraz przeciwcialo niepelne (fragment Fab sta-
bilizowany glikolem polietylenowym - PEG; Certolizumab) o tej samej swoistosci.
Przy czym u dzieci stosuje si¢ tylko Adalimumab (zarejestrowany do leczenia dzieci
z chorobg o poczatku wielostawowym) i Infliksymab (uzywany poza rejestracja).
Przeciwciato neutralizujgce tancuch a receptora dla IL-6 (anty-IL-6R; Tocilizumab)
jest zarejestrowane do leczenia chorych na RZS, oraz dzieci z MIZS o poczatku
uogodlnionym i wielostawowym, a w TRU trwajg badania kliniczne. Leki anty-IL-1,
antagonista receptora tej cytokiny (Anakinra) i przeciwciato neutralizujace te cytoki-
ne (Canakinumab) sg stosowane w leczeniu dzieci z MIZS o poczatku uogdlnionym,
a Anakinra jest zarejestrowany takze do leczenia chorych z aktywng postacig RZS.
U chorych na TRU zarejestrowano (w 2009 r) po raz pierwszy lek biologiczny - prze-
ciwciato neutralizujgce BAFF (Belimumab). Trwaja liczne badania kliniczne ocenia-
jace bezpieczenstwo i skuteczno$¢ terapeutyczng wielu biologicznych lekéw anty-cy-
tokinowych. Sposréd nich warto wymieni¢ badania oceniajace leki anty-IL-12/23
ianty-IL-17 w SpA i RZS oraz anty-IFN typu I i typu IT w TRU. Ponadto podejmowa-
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ne s3 proby podawania chorym szczepionek (autologicznych lub rekombinowanych
cytokin zmodyfikowanych lub polaczonych z czgsteczka nosnika), ktére majg pobu-
dzi¢ uklad immunologiczny chorego do wytworzenia neutralizujacych przeciwciat
anty-cytokinowych. Trwaja badania kliniczne z uzyciem szczepionek anty-TNF
u chorych na RZS oraz anty-IFNa w TRU.

Innym podejsciem jest blokowanie sygnatu dostarczanego komorce przez cytoki-
ny. W roku 2012 w USA zatwierdzony zostal do leczenia chorych na RZS niskoczg-
steczkowy inhibitor kinaz JAK (blokuje JAK 1 i JAK3, stabiej JAK2) - Tofacitinib.
Jego skutecznosc¢ terapeutyczna w monoterapii jest wieksza niz metotreksatu (MTX),
a w terapii laczonej z MTX jest poréwnywalna do skutecznosci terapii inhibitorami
TNF podawanymi wraz z MTX. W Europie Tofacitinib nie zostal jeszcze zarejestro-
wany. Aktualnie trwajg liczne badania kliniczne z uzyciem Tofacitinibu i innych in-
hibitoréw JAK obejmujace chorych na rézne choroby reumatyczne.

Rycina 5. ) )
Terapie anty-cytokinowe

Leki anty-TNF Leki anty-IL-6 Leki anty-IL-1

Etanercept Tocilizumab Certolizumab, Anakinra

(receptor dla TNF) (przeciwciafo anty-IL-6R) (antagonista IL-1R)

RZS, MIZS, ZZ5K, LZS | RZS, MIZS | MIZS, Aktywny RZS,
badania kliniczne w: TRU

Przeciwciata anty-TNF:

Infliksymab,
Adalimumab, . .
Golimumab, W b‘ndan‘mch klnmczns(chi:
Certolizumab (Fab/PEG) ‘ ) j/lek! bnologlczne‘neutmllzu‘mce
dziatanie wielu innych cytokin (IFNa, IL-17, IL-15,
| RZS5, ZZSK, LZ5, MIZS | IL-18, IL-20, IL-23, G-CSF, GM-CSF..);

¥'niskoczasteczkowe inhibitory kinaz Jak (hamuja

: o przekazywanie sygnatu przez cytokiny);
e oty BARE ¥'szczepionki anty-cytokinowe (pierwsze préby w RZS
Belimumab - szczepionka anty-TNF i TRU-szczepionka anty-
(przeciwciato anty-BAFF) IFNa)

| TRU |
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Rozpziar 3.

Migracja leukocytow i chemokiny

Weronika Kurowska, Ewa Kuca-Warnawin,
Tomasz Burakowski

. MICRACJA LEUKOCYTOW

Migracja leukocytéw to ukierunkowana wedrowka tych komoérek po okreslonych szla-
kach w organizmie. Leukocyty migruja do okreslonych tkanek i narzadéw, gdzie moga
spelnia¢ wlasciwe sobie funkcje wykonawcze, czego konsekwencjg jest rozwoj efektyw-
nej odpowiedzi immunologicznej — pozwalajacej na wyeliminowanie czynnika zakaz-
nego i/lub regeneracje uszkodzonych tkanek. Szlaki migracji komodrek moga by¢ rézne
- zaleznie od populacji leukocytéw i stanu ich aktywacji.

[.1. Szlaki migracji leukocytow w warunkach homeostazy

Komorki odpowiedzi immunologicznej powstaja w centralnych narzadach limfatycz-
nych: szpiku kostnym i grasicy (rozdziat 5 i 6). Leukocyty, po opuszczeniu tych narzg-
dow, trafiaja do krwioobiegu. Z krazenia monocyty, komdrki dendrytyczne i prekur-
sory komorek tucznych podazaja do tkanek obwodowych, gdzie pelnia swoje funkcje
wykonawcze. Po zasiedleniu tkanki monocyty moga ulec dalszemu zréznicowaniu
w makrofagi, a komérki dendrytyczne i prekursory komoérek tucznych w komorki doj-
rzate czynno$ciowo. Komorki dendrytyczne sa rozmieszczone we wszystkich tkankach
organizmu. Ich funkcjg jest wychwytywanie antygenéw (gtéwnie w drodze endocytozy)
i przemieszczanie sie do obwodowych narzadow limfatycznych (drogg naczyn limfa-
tycznych do wezta limfatycznego, a naczyniami krwionosnymi do $ledziony), co jest
kluczowe dla rozwoju mechanizméw swoistych odpowiedzi immunologicznej. Trans-
portowane przez komorki dendrytyczne antygeny sa w narzadzie limfatycznym pre-
zentowane docierajagcym réwniez tutaj z krazenia limfocytom. Jezeli limfocyt rozpozna
prezentowany antygen to moze ulec aktywacji, co inicjuje uruchomienie mechanizméw
odpowiedzi swoistej. W warunkach homeostazy zasiedlanie tkanek przez granulocy-
ty wydaje si¢ by¢ ograniczone. Bazofile sa komdrkami krazacymi we krwi i wystepuja
w tkankach tylko w niewielkiej liczbie. Neutrofile albo przebywaja w krazeniu, albo
pozostaja w kontakcie ze srodblonkiem (gléwnie zylek pozawtosowatych), stanowiac
populacje komorek marginalnych (rozdziat 3.1.4). Po opuszczeniu lozyska naczyniowe-
go neutrofile trafiajg do tkanek, gdzie zyja 1-2 dni. Eozynofile zasiedlajg preferencyjnie
blaszke wtasciwg blony $luzowej ukladu pokarmowego. Limfocyty (dziewicze) opusz-
czajg centralne narzady limfatyczne, w ktérych dojrzewaly (limfocyty B szpik kostny, a
limfocyty T grasice) i, za po$rednictwem systemu naczyn krwionoénych i limfatycznych,
kraza pomiedzy wtérnymi narzadami limfatycznymi (weztami limfatycznymi, kepkami
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Peyera, sledziong, grudkami otorbionymi i grudkami nieotorbionymi bion sluzowych).
Limfocyty dziewicze maja ograniczone mozliwosci dotarcia do tkanek obwodowych.
Przebywaja gléwnie we wtérnych narzadach limfatycznych, gdzie moga po raz pierwszy
zetkna¢ si¢ z antygenem, ktory rozpoznaja, jesli maja receptor o odpowiednim powino-
wactwie. Jezeli limfocyty dziewicze nie napotkajg takiego antygenu, wowczas opuszcza-
ja otorbiony narzad limfatyczny badz grudke limfatyczng i naczyniami limfatycznymi
(np. w przypadku wezta limfatycznego), badz krwiono$nymi (w $ledzionie) trafiajg z
powrotem do krazenia. Po spelnieniu swojej funkcji wykonawczej lub w wyniku starze-
nia si¢ leukocyty obecne w tkance (limfatycznej lub nielimfatycznej) ulegajg apoptozie.

[.2. Szlaki migracji levkocytow w zapaleniu

W reakcji organizmu na infekcje lub uraz fizyczny tkanki dochodzi do zaindukowania
szeregu zjawisk i proceséw okreslanych jako zapalenie. W tkance objetej zapaleniem
dochodzi do: (i) zwiekszenia przepuszczalno$ci naczyn wlosowatych i wysieku do tkan-
ki bialek surowicy (przeciwcial, dopetniacza, enzyméw uktadu krzepnigcia, fibrynolizy
ikinin, itp.), (ii) zwigkszenia naptywu krwi (a wraz z nig leukocytéw) oraz (iii) nasilonej
migracji leukocytow z krazenia. W przebiegu reakcji zapalnej, na skutek zwiekszonego
zapotrzebowania, w szpiku kostnym wzmozona zostaje hematopoeza i emigracja do
krazenia nowopowstatych leukocytow. W sytuacji zagrozenia (zakazenie, uraz fizyczny)
w tkankach uruchomione zostaja mechanizmy nieswoistej odpowiedzi immunologicz-
nej. Jezeli mechanizmy te okazg sie nieskuteczne, to pod wplywem mediatoréw zapale-
nia, ktérych wytwarzanie zostato zainicjowane w tkance (w tym cytokin prozapalnych,
chemokin indukowanych) dochodzi do aktywacji srodblonka naczyn i ,$ciagniecia”
leukocytow z krazenia. Jednoczesnie do obwodowych narzadéw limfatycznych docie-
rajg pochodzace z tkanki objetej zapaleniem antygeny (rozpuszczalne i transportowa-
ne przez komorki dendrytyczne). Antygeny rozpuszczalne wptywajace do zatok wezla
z limfa sg przechwytywane i transportowane do migzszu tego narzadu przez wypustki
komorek zrebowych: fibroblastycznych komorek siateczkowych i komoérek dendrytycz-
nych splatajgcych sie. Antygeny moga by¢ réwniez przemieszczane z zatok do migzszu
wezla przez makrofagi zatok brzeznych. Natomiast transportujace antygeny komorki
dendrytyczne, wedrujace z miejsca objetego zapaleniem, docierajg do zatok wezta. Tutaj
przeciskaja sie pomiedzy $cisle do siebie przylegajacymi komodrkami zrebu tworzacy-
mi bariere oddzielajacy strefe zatok od migzszu wezla. ,,Dostarczone” w ten sposéb do
migzszu wezla antygeny sg prezentowanie napltywajacym tutaj limfocytom.

[.3. Aktywacja limfocytow w wezle limfatycznym

Limfocyty dziewicze migrujace z krazenia do wezta limfatycznego wnikaja don w ob-
szarze kory posredniej/glebokiej przez zytki z wysokim $rédblonkiem (patrz nizej). Tu-
taj dziewicze limfocyty kieruja sie do wlasciwych dla siebie lokalizacji w migzszu we-
zfa: limfocyty T (posiadajace receptor CCR7) do strefy grasiczozaleznej (przykorowej)
wezla a limfocyty B (posiadajace receptor CXCR5) do strefy grasiczoniezaleznej wezta
(grudek limfatycznych w korze zewnetrznej). Ta wedrowka limfocytéow dziewiczych
»sterujg” chemokiny homeostatyczne wydzielane przez komorki zrebu: CCL21 (SLC)
i CCL19 (ELC) - dziatajace chemotaktycznie na dziewicze limfocyty T, oraz CXCL13
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(BLC-1) - oddzialujaca na limfocyty B. W migzszu wezla komorki dendrytyczne pre-
zentuja limfocytom antygeny pochodzace z tkanek obwodowych. Limfocyty, ktére
nie rozpoznaly antygenu wnikaja w glab wezla kierujac si¢ ku jego rdzeniowej czesci,
a nastepnie naczyniami limfatycznymi odprowadzajacymi powracaja do krazenia. Na-
stepnie migruja do kolejnych narzadéw limfatycznych w poszukiwaniu antygenu, do
ktorego wykazuja powinowactwo. Opuszczanie wlasciwych sobie stref wezta przez lim-
focyty odbywa si¢ na skutek interakeji receptoréw btonowych SIP1 tych limfocytow
z czasteczkami fosforanu sfingozyny. Fosforan sfingozyny antagonizuje dziatanie che-
mokin, co sprawia, ze limfocyty podgzaja w kierunku jego zwiekszajacego sie stezenia w
rdzeniu wezla (gdzie jest wytwarzany). Te limfocyty dziewicze, ktore wykazujg powino-
wactwo do antygenu prezentowanego w wezle mogg ulec aktywacji. W wyniku aktywacji
limfocytuwjego blonie komérkowej pojawia sie czasteczka CD69, ktéra tworzy kompleks
z S1P1 blokujac ten receptor. Zablokowanie S1P1 pozwala na dluzej zatrzymaé w wezle
duza liczbe limfocytow, co zwieksza szanse na efektywne rozpoznanie antygenu przez te
komorki. Po rozpoznaniu antygenu limfocyty ulegaja podzialom mitotycznym (prolife-
ruja). Ponadto, limfocyty T réznicuja si¢ w subpopulacje limfocytéw T wykonawczych
i pamigci immunologicznej (rozdzial 5), a w limfocytach B zachodzg procesy dojrzewa-
nia powinowactwa i przelaczania klas przeciwcial (rozdzial 6). Intensywna proliferacja
limfocytéw w wezle limfatycznym zwigzana jest z tworzeniem si¢ osrodkéw rozmna-
zania w strefie korowej wezla i powiekszeniem wezta. Rozwoj odpowiedzi humoralne;j
nastepuje w wyniku kooperacji zaktywowanych limfocytéw B z limfocytami T na gra-
nicy grudki limfatycznej. Aby taka kooperacja mogla nastapi¢ limfocyty B zblizajg sie
do granicy grudki ze strefa grasiczoniezalezna (co jest mozliwe dzigki zaindukowaniu
w ich blonie komdrkowej ekspresji CCR7), gdzie podazaja takze limfocyty T (z zaindu-
kowang ekspresja CXCR5).

Powstajace w wyniku réznicowania si¢ limfocyty ponownie zaczynajg wytwarza¢ S1P1,
dzigki czemu mogg opusci¢ wezel limfatyczny i dotrze¢ do krazenia. Wykonawcze lim-
focyty T cechujg si¢ odmiennym zestawem receptoréw dla chemokin niz limfocyty
dziewicze. Dzigki temu sg zdolne do naciekania tkanek obwodowych, w ktérych to-
czy sie proces zapalny (i wytwarzane sa chemokiny zapalne). Zadaniem komorek pla-
zmatycznych, powstalych w wyniku réznicowania si¢ limfocytéow B, jest wytwarzanie
przeciwcial. Komorki te migruja do wtasciwych dla siebie nisz tkankowych w szpiku
kostnym, $ledzionie lub blaszce wlasciwej blon sluzowych (do tej ostatniej lokalizacji
selektywnie migruja komorki plazmatyczne wytwarzajace przeciwciata klasy IgA). Lim-
focyty pamieci immunologicznej posiadaja w blonie komdrkowej receptory dla chemo-
kin homeostatycznych, dzieki czemu zachowuja zdolno$¢ do migracji do obwodowych
narzagdow limfatycznych. Tutaj mogg ulec powtornej aktywacji inicjujagc wtdrna, szybka
odpowiedz immunologiczng na rozpoznany przez nie antygen. Limfocyty pamieci im-
munologicznej moga preferencyjnie zasiedla¢ nisze tkankowe (np. w szpiku kostnym).

|.4. Molekularne podstawy procesu migracji leukocytow

Do wtérnych narzagdow limfatycznych (wezldw, kepek Peyera) i tkanek obwodowych
leukocyty migrujg przez $ciang¢ naczynia krwionosnego w obrebie zylek pozawloso-
watych, czemu sprzyjaja fizyczne wlasciwosci krwi (stabszy niz w kapilarach przeptyw
krwi) i fizjologiczna budowa $ciany zylek pozawlosowatych (brak warstwy mie$niowej
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pod $rédbtonkiem). Ponadto w zytkach pozawlosowatych sita hemodynamiczna i niski
tadunek powierzchniowy $rédbtonka sprzyjaja ,wypchnieciu” leukocytu z gtéwnego
strumienia krwi w kierunku $ciany naczynia krwiono$nego (marginacji leukocytow).
Przechodzenie leukocytow w obrebie Zylek pozawlosowatych jest ponadto korzystne
dla wymiany tlenu i substancji odzywczych pomiedzy krwig a tkankami, ktéra moze
przebiegac bez zakldcen w systemie naczyn wlosowatych. W wezlach limfatycznych czy
kepkach Peyera migracja limfocytéw dziewiczych i pamieci immunologicznej odbywa
sie poprzez zytki pozawlosowate z wysokim $rédblonkiem - HEV (High Endothelial
Venules). Komorki $rédbtonka tych zylek majg kuboidalny ksztalt i wykazuja w swojej
blonie komorkowej ekspresje okreslonych czasteczek adhezyjnych (adresyn naczynio-
wych), np. w wezle limfatycznym sg to czasteczki GlyCAM-1 (Glycosylation-dependent
Cell Adhesion Molecule-1) i CD34, a w blonach §luzowych czasteczka MAd-CAM-1
(Mucosal Addressin Cell Adhesion Molecule).

Migracja leukocytdéw przez $ciane naczynia odbywa sie w kilku nastepujacych po sobie
etapach: toczeniu si¢ leukocytéw po $rdédblonku, aktywacji leukocytdw, $cistej adhezji
leukocytow do srédbtonka i diapedezy (transmigracji), czyli przechodzenia pomiedzy
komorkami srédblonka (ryc. 1). Mozliwe jest takze przechodzenie leukocytu przez cia-
to komorki $rédbtonka. Kluczows role w kazdym z tych etapdéw odgrywaja pary czaste-
czek adhezji miedzykomorkowej (czasteczek adhezyjnych) obecnych na migrujacych
leukocytach i komérkach srodblonka.

tytka pozawlosowata

leukocyt prad krwi é
®
\XL toczenie
—\ aktywacja i fcista adhezja diapedaza
L ] > @ — )
- 1T -
3

machers porakomdrkowa .

srédblonek naczyni owy

fons podstawns

Ryc. 1. Etapy migracji leukocytow przez $ciane zytki pozawtosowatej

2. TOCZENIE SIE LEUKOCYTOW PO SRODBEONKU

W wyniku marginacji nastepuje zetkniecie sie leukocytu z powierzchnig komoérek
$rddbtonka, co sprzyja potaczeniu si¢ pierwszych par czgsteczek adhezyjnych: selektyn
i ich ligandow. Selektyny stanowia grupe biatek o podobnym planie budowy, w ktore-
go sktad wchodza: fragment wewnatrzkomérkowy, fragment przezbtonowy kotwiczacy
czasteczke w blonie komodrkowej, domeny (zmienna ilo§¢) podobne do biatek regulu-
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jacych aktywno$¢ dopetniacza - CR (Complement Receptor), domena wykazujaca po-
dobienstwo do czynnika wzrostu naskdrka — EGF (Epidermal Growth Factor)-podobna
oraz domena lektynowa. Rodzaje selektyn rozrdznia sie na podstawie liczby domen
CR, ktére wchodza w sklad ich czasteczek. Selektyna leukocytarna (selektyna L), ktéra
zawiera dwie domeny CR, jest obecna w blonie komoérkowej wiekszosci leukocytow.
Selektyna endotelialna, srodbtonkowa (selektyna E) zawiera 6 domen CR i wystepuje
w blonie zaktywowanych (np. za pomocg TNF lub IL-1) komdrek srédbtonka. Nato-
miast selektyna plytkowa (selektyna P) zawiera 9 domen CR i jest magazynowana w
ziarnach o plytek krwi i w cialkach Weibela-Palade'a komoérek srodblonka. Selektyna
P pojawia si¢ w btonie komdrkowej po zadziataniu bodzca stymulujacego (trombina,
histamina), a de novo jej ekspresje moze indukowa¢ IL-1.

Ligandy dla selektyn sa czasteczkami o rdzeniu biatkowym badz lipidowym, do ktore-
go przylaczone sg oligosacharydy. Wiekszos¢ ligandow dla selektyn znajduje si¢ w nie-
zmiennych ilo$ciach na powierzchni komoérek srédbtonka lub leukocytow. Moga one
by¢ zakotwiczone w blonie komérkowej leukocytéw lub komorek $rédblonka (CD34,
P Selectin Glycoprotein Ligand-PSGL-1, Mad-CAM-1) lub zaadsorbowane na po-
wierzchni komorek §rédblonka (GlyCAM-1). Wsréd dotychczas poznanych ligandéw
dla poszczegdlnych selektyn wymienia sie: MAACAM-1, GlyCAM-1, CD34, PSGL-1
(dla selektyny L); PSGL-1, CD24 (dla selektyny P); CLA (Cutaneous Lymphocyte Anti-
gen), PSGL-1, ESL-1 (E Selectin Ligand-1) (dla selektyny E). Na przeptywajace w naczy-
niu krwionosnym leukocyty dzialtaja ogromne sily tarcia. Dlatego, zeby interakcje leuko-
cytu ze $rédbtonkiem mogly nastapic, selektyny muszg wigza¢ si¢ ze swoimi ligandami
z bardzo wysokim powinowactwem. Jednakze, selektyna wigze si¢ ze swoim ligandem
na krétko. Z tego powodu ,,zaczepiony” o $rodbtonek leukocyt, popychany przez prad
krwi, obraca si¢ (wowczas zerwaniu ulegajg utworzone wczesniej potaczenia selektyna-
-ligand), ale réwnoczesnie nastepuje wigzanie kolejnych par selektyn i ich ligandéw na
leukocycie i $rédblonku. W efekcie leukocyt wprawiany jest w ruch obrotowy - toczy
sie po $rodblonku, co umozliwia mu ,wyszukiwanie” odpowiednich substancji akty-
wujacych na powierzchni komorek $rodbtonka. Jezeli jednak leukocyt, badz komoérka
$rédblonka nie beda posiadaly w swojej blonie komdrkowej okreslonych selektyn lub
ligandow dla selektyn, wowczas nie dojdzie do toczenia sie i nie zajdg dalsze etapy mi-
gracji leukocytu przez $ciane naczynia. Zatem, zaleznie od repertuaru selektyn i ich li-
gand6w na powierzchni leukocytéw i komorek $rodblonka, juz na etapie toczenia moze
dojs¢ do wstepnej selekeji okreslonych grup komorek odpowiedzi immunologiczne;.

3. AKTYWACJA LEUKOCYTOW

Substancjg aktywujaca, jaka moze napotkaé toczacy si¢ leukocyt, sa wytwarzane
w narzadach limfatycznych chemokiny homeostatyczne, natomiast w tkankach nie-
limfatycznych (objetych zapaleniem) chemokiny prozapalne (indukowane). Zwigza-
nie chemokiny z receptorem w blonie leukocytu powoduje szereg zmian w komorce,
czego przejawem jest fosforylacja biatek cytoszkieletu i biatek taczacych cytoszkielet
z cytoplazmatycznymi fragmentami integryn. W wyniku tych zjawisk zewnatrzkomor-
kowe fragmenty integryn ulegaja zmianom konformacyjnym i silniej wigza swoje ligan-
dy - czasteczki immunoglobulinowymi na $rodblonku. Umozliwia to zatrzymanie sie
leukocytu i $ciste jego przyleganie do komorek srodbtonka. Jezeli leukocyt nie napotka
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substancji aktywujacych to odlaczy si¢ od srédblonka i wrdci do krazenia. Jest to wiec
kolejny etap selekcji leukocytow w procesie migracji, poniewaz poszczegélne populacje
leukocytow roznig si¢ ekspresja receptorow dla chemokin. Co wiecej, rodzaj chemokiny
eksponowanej na powierzchni §rédbtonka zalezy od charakteru antygenu, ktéry wywo-
tal zapalenie (np. w przypadku ekspozycji na alergen beda to gtoéwnie eotaksyny: CCL11,
CCL24 i CCL26). Zatem, takze na tym etapie migracji leukocytow moze zosta¢ podjeta
decyzja wyboru mechanizmu, za pomocg ktérego zostanie usuniety patogen.

Obecne w blonie komdrkowej leukocytéw integryny sa heterodimerami, zbudowany-
mi z dwdch niekowalencyjnie zwigzanych podjednostek: a i . U ssakéw znanych jest
kilkanascie podjednostek a i kilka podjednostek B. Poszczegdlne czasteczki integryn
moga by¢ utworzone przez rézne kombinacje tanicucha a z taiicuchem p. Jednakze w
Scistej adhezji leukocytéw do komorek $rédblonka gléwna role przypisuje si¢ pieciu
integrynom: trzem integrynom zawierajacym fancuch 2, integrynie a4p1 i integrynie
a4p7. W interakcjach leukocytéw z biatkami macierzy pozakomodrkowej uczestniczg
gltéwnie integryny z fancuchem B1. W tabeli 1 wymieniono uczestniczace w interak-
cjach leukocyt - srodblonek niektére integryny i wigzace sie z nimi czgsteczki immu-
noglobulinopodobne. Czgsteczki immunoglobulinopodobne zawdzieczajg swoja nazwe
wspolnemu elementowi budowy, jakim jest domena immunoglobulinowa. Ekspresje
czasteczek immunoglobulinopodobnych zwigksza¢ moga cytokiny prozapalne (np. IL-
1, TNE IFN-y). Wyjatek stanowia czasteczki ICAM-2, ktore wystepuja konstytutywnie
w niezmiennych ilo$ciach na $rédbtonku.

Tabela 1. Integryny i ich ligandy - czasteczki immunoglobulionopodobne uczestniczace w $cistej
adhezji. VLA, Very Late Antigen; LPAM, Lymphocye Peyer’s Path Adhesion Molecule; LFA, Leukocyte
Function Associated Molecule; VCAM, Vascular Cell Adhesion Molecule; ICAM, Intercellular Adhe-
sion Molecule

INTEGRYNA POPULACIA KOMOREK WYKAZUJACA EKSPRESJE LIGAND — CZASTECZKA IMMUNOGLOBULINOPODOB-
INTEGRYNY NA NA SRODBLONKU

VLA-4 limfocyty T i B, monocyty, ) _ B

(a4p1) komorki NK, bazofile, eozynofile VCAM-1, MAdCAM-1, ICAM-4
LPAM-1 limfocyty T majace powinowactwo ) ~

(o4p7) do bfon dluzowych MAJCAM-1, VCAM-1

LFA-1 limfocyty T'i B, monocyty,

(aLp2) granulocyty ICAM

('\:&E;) monocyty, granulocyty ICAM

((S)?ég) monocyty, granulocyty ICAM

4. DiaPEDEZA (TRANSMIGRACIA)

W dalszym etapie migracji w poprzek §ciany naczynia krwiono$nego leukocyt przeciska
sie pomiedzy komorkami srodblonka (a niekiedy nawet przez srodek tych komorek),
zmierzajac w kierunku zwiekszajacego si¢ stezenia (gradientu) czynnika chemotak-
tycznego wytwarzanego przez komorki migzszu narzadu limfatycznego lub tkanki ob-
jetej zapaleniem. Transmigracja leukocytu nie powinna naruszy¢ bariery srodbtonko-
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wej, ktorg tworzg m.in. homotypowe oddzialywania (tzn. swéj do swojego) czasteczek
obecnych na bocznych powierzchniach komoérek $rédbtonka: kadheryn VE (Vascular
Endothelial), czasteczek JAM (Junctional Adhesion Molecules), PECAM-1 (Platelet En-
dothelial Cell Adhesion Molecule; CD31) oraz CD99. Migrujacy przez $rédbtonek leuko-
cyt powoduje zerwanie homotypowych potaczen kadheryn VE, lecz tworzy potaczenia
z czagsteczkami JAM, ktore poprzez swoje domeny immunoglobulinopodobne wiaza
sie z integrynami leukocytu (LFA-1). Leukocyt tworzy takze polaczenia homotypowe
pomiedzy czagsteczkami PECAM-1 (CD31) oraz CD99, ktére posiada w swojej blonie
komorkowej. Na skutek dzialania chemokin i interakcji z czasteczkami adhezyjnymi
leukocyt zmienia ksztalt i wytwarza enzymy proteolityczne, ktore trawig biatka btony
podstawnej $rddbtonka oraz macierzy pozakomoérkowej. Ponadto, w wyniku oddzia-
tywan leukocytu z czasteczka PECAM-1, w ich blonie komoérkowej pojawiaja sie in-
tegryny z tancuchem P1 (np. VLA-6), posredniczace w wigzaniu leukocytu do biatek
macierzy pozakomorkowej. Dzigki temu leukocyt moze migrowac przez macierz poza-
komorkowa w glab tkanki, zgodnie z gradientem czynnika chemotaktycznego.

[.5. RECULACIA MIGRACJI LEUKOCYTOW

Szlaki migracji komoérek w organizmie uwarunkowane sg rodzajem komorki (limfocyt,
inne leukocyty), badz stanem aktywacji komorki - inng droge migracji ,,obierze sobie”,
np. limfocyt dziewiczy czy limfocyt pamieci immunologicznej lub limfocyt wykonawczy.
Limfocyty dziewicze posiadajg na powierzchni selektyne L oraz receptory dla chemokin
homeostatycznych (np. limfocyty T: CCR7), dzieki czemu moga wnikaé¢ w glab wezla
limfatycznego. W wykonawczych limfocytach T zanika ekspresja CCR7, wobec czego ko-
morki te tracg zdolno$¢ reagowania na gradient chemokiny homeostatycznej i, w efekcie,
nie migruja do weztdéw limfatycznych. W ich blonie komodrkowej pojawiajg sie natomiast
receptory dla chemokin prozapalnych, ktére beda teraz ukierunkowywaly migracje wy-
konawczych limfocytéw T do tkanek objetych zapaleniem (w obrebie ktérych produko-
wane s3 chemokiny prozapalne, a zaktywowane komorki §rédbtonka wykazuja na swojej
powierzchni ekspresje selektyny E i selektyny P oraz czasteczek immunoglobulinopodob-
nych ICAM-11VCAM). Limfocyty T pamieci immunologicznej (tzw. centralne limfocyty
pamieci T), dzieki obecnos$ci w ich btonie komodrkowej selektyny L i CCR7, zachowujg
zdolnos¢ do zasiedlania wezlow limfatycznych. Czes$¢ z nich (tzw. wykonawcze limfocyty
T pamieci) moze selektywnie dociera¢ réwniez do tkanek nielimfatycznych.

Wykonawcze limfocyty T cechuje pewna wybidrczo$¢ migracji. Limfocyty T aktywo-
wane w wezle limfatycznym podskornym, ktéry drenuje obszar skory skad docieraja
sygnaly o niebezpieczenstwie (danger signals — rozdziat 1), beda powracaty do tego wia-
$nie obszaru skdry. Wybidrczos¢é migracji tych komdrek wigze sie z indukcjg w btonie
limfocytu T (w wyniku aktywacji) receptoréw zasiedlania - CCR4 i CCR10 (wiazacych
odpowiednio chemokiny: CCL17 i CCL27) oraz czasteczke CLA, bedacg ligandem dla
selektyny E na $rédbtonku naczyn skory. Inny przyktad dotyczy limfocytéw T zaktywo-
wanych w kepkach Peyera. W ich $ciagnieciu do btony sluzowej jelita uczestniczy ad-
resyna naczyniowa obecna na naczyniach krwionosnych kepek Peyera - MAd-CAM-1
i wytwarzana lokalnie w btonach $luzowych chemokina CCL25 (TECK, Thymus-
-Expressed Chemokine), ktére oddzialuja z, odpowiednio: integryna a4p7 (LPAM-1)
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i CCRO limfocytow T migrujacych do bton sluzowych ukladu pokarmowego. Zjawi-
sko wybidrczej migracji limfocytéw wykonawczych ma znaczenie dla wytworzenia
odpowiedzi immunologicznej doktadnie w miejscu, gdzie doszto do zakazenia/urazu.
W chorobach reumatycznych zjawisko to moze mie¢ jednak konsekwencje patogenne.
Wykazano bowiem, ze aktywowane w jelicie limfocyty T mogg migrowa¢ do innych
lokalizacji anatomicznych w organizmie (w tym do tkanek stawowych), gdzie inicjowaé
moga przetrwalg odpowiedz zapalng (rozdzial 10.2.2).

Odmienne czgsteczki sa réwniez zaangazowane w regulacje migracji limfocytéw Thl
i limfocytéw Th2. Oba te typy limfocytow T maja odmienny repertuar receptoréw dla
chemokin. Limfocyty Thl maja w blonie komdrkowej CCR5 i CXCR3, natomiast Th2:
CCR3 i CCR4. Limfocyty Thl i Th2 réznia sie takze ekspresja czasteczek adhezyjnych.
Interleukina-12 stymulujaca powstawanie limfocytéw Thl indukuje w tych komoérkach
ekspresje fukozylotransferazy VII. Enzym ten uczestniczy w syntezie ligandéw dla se-
lektyny P. Limfocyty Thl (w poréwnaniu z Th2) wykazuja réwniez wigksza ekspresje
integryn z grupy Bl (a6Bl - VLA-6). Charakterystyczny dla limfocytéw Thl profil
ekspresji czasteczek adhezyjnych warunkuje ich zwiekszony ,,potencjal wynaczynia-
nia”. Cecha ta jest istotna dla limfocytow T naciekajacych stawy u oséb z chorobami
reumatycznymi, gdyz podczas przetrwalego procesu zapalnego toczacego sie w stawie,
pogrubieniu ulega blona podstawna $rédbtonka i dochodzi do odkladania sie biatek
macierzy pozakomorkowej.

Pozostale populacje leukocytow rowniez wykazuja wybiorcza zdolnoé¢ interakcji z po-
szczegolnymi czasteczkami adhezyjnymi (np. integryny B1 neutrofiléw nie uczestnicza
bezposrednio w wigzaniu do bialek macierzy pozakomoérkowej, selektyna P nie jest naj-
prawdopodobniej wigzana przez limfocyty B, natomiast selektyna E jest gtéwnie roz-
poznawana przez fagocyty i niektore limfocyty T pamieci). Przy obecnosci okreslonych
czasteczek adhezyjnych na srédblonku i leukocytach selektywne przycigganie populacji
leukocytow do tkanki jest uwarunkowane zdolnoscig tych komorek do reakcji na dziata-
nie okreslonej chemokiny. Dlatego w przebiegu reakgji alergicznej lub zakazen pasozyta-
mi wielokomérkowymi w tkance dominuja eozynofile, przyciagane z krazenia gléwnie
przez IL-5 i CCL11- eotaksyne. Natomiast w odpowiedzi typu komdrkowego Thl jako
pierwsze tkanke naciekaja komorki Zerne: neutrofile, przyciagane gtownie przez wytwa-
rzang w tkance IL-8, i monocyty, reagujace na MCP-1 i MIP-1 @, a nast¢pnie limfocyty.

Czynnikami, ktére powoduja pojawienie sie/aktywacje poszczegdlnych czasteczek adhe-
zyjnych w blonie komorkowej leukocytow i komorek srodblonka, sg cytokiny prozapal-
ne, np. IL-1p i TNF powoduja pojawienie si¢ selektyny E i selektyny P na komoérkach
srodblonka, a IL-15 stymuluje ekspresje LFA-1 na komdrkach NK. Cytokiny moga réw-
niez wzmaga¢ wytwarzanie chemokin przez leukocyty (gléwnie przez monocyty i makro-
fagi) i komorki srodblonka oraz indukowac¢ ekspresje receptoréw dla chemokin na leuko-
cytach. Aktywnos¢ biologiczna cytokin wyraza si¢ ponadto aktywacja innych procesow
operujacych w komdrce i majacych znaczenie w procesie migracji, takich jak inicjowanie
zmian w plynnosci bfon komdrkowych leukocytu, wytwarzanie enzymoéw trawiacych
btone $rodblonka oraz rozluznienie polaczen pomigdzy komorkami $rédblonka.

[.6. NACIEKI LEUKOCYTOW W REUMATOIDALNYM STAWIE
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W warunkach fizjologicznych blona maziowa jest stabo unaczyniona, sklada sie z cien-
kiej warstwy wyscidtkowej (ktorej gléwnym komponentem komdrkowym sa mezen-
chymalne synowiocyty o fenotypie fibroblastow, tzw. synowiocyty typu B) i warstwy
podwysciotkowej (gdzie dominuja mieloidalne synowiocyty o fenotypie makrofagow
- synowiocyty typu A oraz limfocyty T). Zjawiska patogenne w przebiegu choroby reu-
matycznej zwigzane sg z patologia bfony maziowej: jej rozrostem (hipertrofig) i zapale-
i niekontrolowanej proliferacji synowiocytéw typu B. Blona maziowa jest masywnie
naciekana przez migrujace z krazenia komorki ukltadu immunologicznego (monocy-
ty, limfocyty T, limfocyty B, komorki dendrytyczne, neutrofile, komérki NK, komorki
NKT). Do stawu, droga naczyn krwionoénych, obok cyrkulujacych leukocytéw, mi-
gruja réwniez wywodzace si¢ ze szpiku kostnego prekursory synowiocytow typu A
i B. Przyciagane do stawu leukocyty, w kooperacji z rezydujacymi w blonie maziowej
synowiocytami uczestnicza w rozwoju i podtrzymaniu reakeji zapalnej oraz destrukcji
chrzastki i kosci. Rozrost blony maziowej oraz kumulujace sie w stawie leukocyty wy-
magajg wzmozonego zaopatrzenia w sktadniki odzywcze oraz tlen, co zapewniaja nowo
formujace si¢ w procesie angiogenezy naczynia krwionosne. W poréwnaniu z osobami
zdrowymi, w reumatoidalnej bfonie maziowej obserwuje si¢ znaczne zwigkszenie liczby
naczyn krwiono$nych. Na skutek zwiekszonej przepuszczalnosci ich $cian oraz uposle-
dzenia przeplywu w naczyniach blony maziowej, objeto$¢ i ci$nienie ptynu stawowego
w jamie stawowej ulegaja zwiekszeniu. W przebiegu przetrwalego procesu zapalnego
w blonie maziowej zaobserwowano obecnos¢ wysokiego srédblonka. W stawach oséb
z reumatoidalnym zapaleniem stawdw stwierdza si¢ takze obecnos¢ licznych czynnikow
uczestniczacych w zapoczatkowaniu i rozwoju reakeji zapalnej, w tym czynnikow akty-
wujgcych komorki srodbtonka i leukocyty, ktérych przyktady wymieniono w Tabeli 2.

Tabela 2. Mediatory zapalenia w reumatoidalnym stawie. PGE2, prostaglandyna E2; VEGF, Vascular
Endothelial Growth Factor; FGF-2, Fibroblast Growth Factor; Ang-1/Tie-2, interakcje: Angiopoietin-1 /
receptor tyrosine kinase Tie-2.

MEDIATORY ZAPALENIA EFEKTY DZIALANIA ZWIAZANE Z MIGRACJA

LEUKOCYTOW
PGE,, kininy, wolne rodniki, fibrynopeptydy wzrost przepuszczalnosci naczyn
VEGF, FGF-2, Ang1/Tie-2 aktywacja komorek srédbtonka, angiogeneza
TNF, IL-1B, IL-6, IL-15 aktywacja leukocytéw i komérek srédbtonka

CCL2 (MCP-1), CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1p), CCL5 | rekrutacja i aktywacja monocytow, limfocytow Th1,
(RANTES), CCL20 (MIP-3q) Th17

CXCL1 (GRO-a), CXCL5 (ENA-78), CXCLS (IL-8), CXCL7
(CTAP-III), CX3CL1 (fraktalkina)

CXCL12 (SDF-1), CXCL13 (BLC-1), CCL21 (SLC) organizacja tkanki limfatycznej

rekrutacja i aktywacja granulocytéw, angiogeneza

Wyrazem aktywnosci biologicznej tych czynnikdw jest m.in. wzrost przepuszczalno-
$ci naczyn, angiogeneza i migracja leukocytow do stawu. Zaréwno leukocyty, jak i ko-
morki srédblonka naczyn w btonie maziowej w reumatoidalnym stawie, w poréwnaniu
z warunkami fizjologicznymi, roznig sie ekspresja czasteczek adhezyjnych. Natomiast
w plynach ustrojowych (surowicy i ptynie stawowym) stwierdza si¢ zwigkszone stezenia
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rozpuszczalnych form czasteczek adhezyjnych (tj. selektyny i czasteczek immunoglo-
bulinopodobnych, np. SICAM czy sVCAM ). Niektére z tych zmian koreluja pozytyw-
nie z aktywnoscia choroby [Tabela 3].

Tabela 3. Zmiany ekspresji czasteczek adhezyjnych u oséb z reumatoidalnym zapaleniem stawéw
(w poréwnaniu z analogicznymi tkankami oséb zdrowych lub 0séb z chorobg zwyrodnieniowa
stawdw), zwiekszenie ekspresji; zmniejszenie ekspresji; ¥ zmiany korelujace ze wskaznikami aktyw-
nosci choroby; s rozpuszczalna forma selektyny/czasteczki immunoglobulinopodobnej

POPULACJA KOMOREK /

PEYN USTROJOWY SELEKTYNY INTEGRYNY | ICH LIGANDY
Limfocyty ptynu stawowego | Selektyna L 1 VLA-1,-3,-4,-5,-6 LFA-1
(gtéwnie limfocyty T)

Komérki srodbtonka btony 1 Selektyna E* 1 ICAM-1,
maziowej 1 VCAM-1
1 sSelektyna E* 1 sVCAM-1,
Plyn stawowy 1 sSelektyna P 1 sICAM-1%, -3*
1 sSelektyna E* 1 sICAM-1%,
Krew obwodowa 1 sSelektyna P* 1 sVCAM-1*,-3
1 sSelektyna L

Populacje leukocytéw infiltrujace staw zajmujg rézne lokalizacje. W plynie stawowym
50-75% komorek naciekajacych stanowia neutrofile. W blonie maziowej dominujg na-
tomiast limfocyty T o wysokim potencjale wynaczyniania. W reumatoidalnym stawie
sa wytwarzane takze cytokiny homeostatyczne ulatwiajace tworzenie ektopowej tkanki
limfatycznej (rozdzial 3.2.6.1). Obecnos¢ struktur limfoidalnych moze by¢ wigzana ze
zwiekszong lokalng syntezg cytokin, przeciwcial oraz z bardziej agresywng postacig kli-
niczng choroby.

[./. PODSUMOWANIE

Migracja leukocytéw, czyli przemieszczanie si¢ leukocytow po okreslonych szlakach
w organizmie ma miejsce w homeostazie i zapaleniu, a jej celem jest wytworzenie efek-
tywnej odpowiedzi immunologicznej. Szlaki migracji leukocytéw sa specyficzne dla da-
nej populacji i stanu aktywacji/zréznicowania komdrek ukladu odpornosciowego. Ta
ukierunkowana migracja leukocytow podlega regulacji poprzez wybidrczg ekspresje/ak-
tywacje czasteczek adhezyjnych (selektyn, ligandow dla selektyn, integryn, czasteczek im-
munoglobulinopodobnych) oraz gradientu stezenia okreslonego bodzca chemotaktycz-
nego. Zmiany w ekspresji molekut adhezyjnych, chemokin i receptoréw dla chemokin na
synowialnych leukocytach/komérkach §rédbtonka moga by¢ spowodowane dziataniem
cytokin, wytwarzanych w objetym procesem zapalnym stawie. Hipertrofie btony mazio-
wej, jej masywne naciekanie przez leukocyty, i w koncowym efekcie rozwdj przetrwalej
reakeji zapalnej, utatwia zwigkszenie liczby naczyn krwionosnych w blonie maziowej.
Rodzaj komorek infiltrujacych staw i ich lokalizacja w tkankach stawu sa zalezne od wy-
biodrczej ekspresji czasteczek adhezyjnych i potencjalu wynaczyniania tych komoérek oraz
wytwarzania w stawie okreslonego rodzaju bodzca chemotaktycznego (chemokiny).
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2. CHEMOKINY | ICH RECEPTORY

Chemokiny to najliczniejsza grupa cytokin. Jest to grupa matych (okoto 8-14 KDa) bia-
tek o wlasciwosciach chemotaktycznych (czyli stymulujacych proces migracji komorek
zgodnie z gradientem stezen). Bialka te majg zdolnos$¢ wiazania sie z glikozaminoglika-
nami. Ich gtéwnym zadaniem jest regulacja migracji komorek. Innymi stowy chemokiny
powoduja, ze wlasciwe komorki uktadu odpornosciowego znajduja si¢ we wlasciwym
miejscu i o wlasciwym czasie. Tym samym sprawiaja, ze moze dochodzi¢ do prawi-
diowej odpowiedzi ukladu odpornosciowego. Chemokiny dzialaja miejscowo poprzez
wytworzenie gradientu stezen i dlatego produkowane sa w duzych ilosciach. Oprocz
regulacji migracji leukocytéw do miejsc zapalenia i homeostazy bialka te sa zaanga-
zowane w proces aktywacji molekut adhezyjnych i diapedezy. Chemokiny uczestnicza
réwniez w procesie angiogenezy i dzialajg aktywujaco na rézne populacje leukocytow.
Jest to grupa biatek o dzialaniu plejotropowym. To czyni z nich jednego z kluczowych
uczestnikéw procesu zapalnego. Chemokiny z réznych grup moga wywolaé ten sam
efekt. Zjawisko takie okreslamy mianem redundancji (rozdziat 2.1).

Nalezy zaznaczy¢, ze dziatanie chemotaktyczne maja réwniez inne czasteczki, ktore nie
sa chemokinami np.: skladnik dopelniacza C5a, leukotrieny, czynnik aktywujacy plytki
krwi (PAF) i formylowane peptydy.

Ryc. 2. Schemat migracji komorki. Proces zachodzi zgodnie z gradientem stezen.

2. |. ZRODEA CHEMOKIN

Gléwnym zrédlem chemokin sa monocyty, makrofagi i komérki §rédblonka. Nalezy
jednak zauwazy¢, ze pod wplywem odpowiedniej stymulacji wigkszos¢ komorek jest
w stanie produkowaé chemokiny. Gléwnymi stymulatorami wydzielania tych bialek
sa cytokiny, miedzy innymi TNE, IL-1, IL-6, IL-15 i IL-18. IFNy stymuluje wydziela-
nie chemokin zwigzanych z subpopulacjg limfocytéow pomocniczych Thl np. CXCL9
i CXCL10 a IL-4 wydzielanie chemokin zwigzanych z subpopulacja limfocytéw pomocni-
czych Th2, np. CXCL11. Z kolei IL-10, TGFp , IFNa i IFNB hamujg produkcje chemokin,
cho¢ zdarzajg sie wyjatki od tej reguly np.: produkcja CCL16 jest indukowana przez IL-10.
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2.2. KLASYFIKACJA CHEMOKIN POD WZGLEDEM STRUKTURY

Chemokiny wykazuja znaczaca homologi¢ w strukturze siegajaca od 20 do 80%. Cha-
rakterystyczna cecha ich budowy jest obecnos¢ silnie konserwowanych czterech cyste-
in tworzacych mostki dwusiarczkowe przy N koncu biatka. Klasyfikacja strukturalna
chemokin opiera si¢ na liczbie tych cystein oraz liczbie aminokwaséw dzielacych dwie
pierwsze charakterystyczne cysteiny. Wyrdzniamy cztery podrodziny cytokin:

Chemokiny CXC (nazywane réwniez a)
Chemokiny CC (nazywane rowniez 3)
Chemokiny XC (nazywane réwniez y)

Ll

Chemokiny CX3C (nazywane rowniez §)

W czasteczkach chemokin z podrodziny CC dwie pierwsze cysteiny przylegaja do siebie.
W czgsteczkach chemokin z podrodziny CXC dwie pierwsze cysteiny sa przedzielone
jednym aminokwasem. W czasteczce chemokin z podrodziny CX3C dwie pierwsze cy-
steiny sa przedzielone trzema aminokwasami. Podrodzina CX3C obejmuje tylko jed-
ng chemoking CX3C1 (fraktalkine). Fraktalkina moze wystepowaé zaréwno w formie
rozpuszczalnej jak i blonowej. W podrodzinie XC zachowane sg tylko dwie cysteiny
polaczone mostkiem dwusiarczkowym.

Podrodzine chemokin CXC mozemy podzieli¢ ze wzgledu na obecno$¢ lub brak sil-
nie konserwowanego motywu ELR przy N koncu fancucha biatkowego. Motyw ELR
(trzy aminokwasy Glu-Leu-Arg) powoduje powstanie hydrofobowej kieszeni, ktdra jest
odpowiedzialna za interakcje z receptorami CXCR1 i CXCR2 na neutrofilach. Z tego
powodu chemokiny z motywem ELR s3 silnymi chemoatraktantami dla neutrofilow.
Chemokiny z motywem ELR s3g réwniez stymulatorami angiogenezy. Chemokiny bez
motywu ELR s3 chemoatraktantami i aktywatorami monocytéw, komorek dendrytycz-
nych, limfocytéw, bazofiléw i eozynofiléw. Sposréd chemokin bez motywu ELR tylko
CXCL12 przyciaga neutrofile i moze stymulowa¢ angiogeneze.

S59

Ryc. 3. Schemat budowy chemokin z podrodziny CXC (A), CC (B), C (C) i CX3X (D).Na czer-
wono zaznaczono konserwowane cysteiny.
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Chemokiny posiadaja podwdjne nazewnictwo. Nazwe systematyczng wywodzimy od
nazwy podrodziny polaczonej z literg L (od stowa ligand) i odpowiednim numerem.
Oprocz tego chemokiny posiadaja nazwy zwyczajowe nadane przez zespoly badaczy,
ktoérzy dokonali odkrycia tych biatek. Przykladowo chemokina CCL20 ma trzy nazwy
zwyczajowe: MIP3a (macrophage inflammatory protein-3), LARC (liver activation regu-
lated chemokine) i Exodus-1.

2.3. KLASYFIKACJA CHEMOKIN POD WZGLEDEM PEENIONEJ FUNKCJI

Pod wzgledem pelnionej funkeji chemokiny mozemy podzieli¢ na chemokiny limfo-
idalne (konstytutywne) i chemokiny prozapalne (indukowalne). Nalezy pamietaé, ze
podzial ten nie jest calkowicie jednoznaczny - sg biatka, ktére mozemy zaliczy¢ do
obu grup np. CXCL14, CCL16, CCL22, CCL28, CX3CL1. Chemokiny prozapalne s3
wytwarzane przez rozne tkanki i krazace leukocyty w odpowiedzi na infekcje (charak-
terystyczne struktury bakteryjne i wirusowe) lub cytokiny prozapalne. Ich gléwnym
zadaniem jest przyciggniecie leukocytow w miejsce infekcji w celu skutecznej obrony
przed drobnoustrojami. Charakterystyczny jest fakt, ze na komoérkach uktadu odpor-
nos$ci wrodzonej receptory dla chemokin zapalnych sg obecne stale (np. CXCR2 na
neutrofilach, CCR2 na makrofagach, CCR3 na eozynofilach, CX3CR na komoérkach
NK). Natomiast na komoérkach uktadu odpornosci nabytej receptory dla chemokin za-
palnych sg indukowalne (np. CXCR3 na limfocytach Th1 i CCR4 na limfocytach Th2).

Chemokiny limfoidalne kieruja krazeniem leukocytéw w narzadach limfatycznych.
Zaréwno ligandy jak i receptory dla chemokin limfoidalnych sg produkowane konsty-
tutywnie. Ekspresja CXCR4 jest charakterystyczna dla hematopoetycznych komoérek
progenitorowych. CXCL12 poprzez interakcje z tym receptorem przyciaga komorki
do szpiku kostnego. CXCR5 wystepuje na dziewiczych limfocytach B, CCR7 wystepuje
na dojrzalych komoérkach dendrytycznych i dziewiczych limfocytach T. Limfocyty T z
ekspresja CCR9 kierowane sg do skory a z CCR10 kierowane sa do jelit. Za regulacje
migracji do grasicy sa odpowiedzialne chemokiny CXCL12, CCL17, CCL19, CCL21,
CCL22, CCL25. Migracja do drugorzedowych narzadéw limfatycznych $ledziony, ke-
pek Peyera i weztow chlonnych kieruja chemokiny CXCL12, CXCL13, CCL17, CCL18,
CCL19, CCL20, CCL21. Sygnal kierujacy leukocyty do skéry przekazuja chemokiny
CXC12, CXCL14, CCL17, CCL27, CCL28, a kierujacy leukocyty do sluzéwek CXCL12,
CXCL14, CCL25 i CCL28. Selektywny proces migracji komoérek do poszczegoélnych tka-
nek moze by¢ zaburzony w przebiegu choréb reumatycznych (rozdzial 10.2.2).

2.3.1. CHemOKiNY 7 rODZINY CC
CCL6, CCL9 i CCL10 zostaly opisane jedynie u myszy.

CCL1 jest chemoking indukowalng, produkowang przez limfocyty T i monocyty. Od-
dzialuje na komarki docelowe przez CCR8. Reguluje krazenie limfocytéw Th2 i komo-
rek regulatorowych Treg.

CCL2 (monocyte chemotactic protein 1 — MCP-1) jest chemoking indukowalna, pro-
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dukowang przez makrofagi, fibroblasty, komorki srodblonka, keratynocyty, neutrofile,
synowiocyty, astrocyty. Konstytutywnie jest produkowana w §ledzionie i rdzeniu wezla
limfatycznego. Jej gtéwng funkejg jest przyciaganie i aktywacja monocytéw i limfocy-
tow T. Istnieja doniesienia, ze CCL2 reguluje migracje komorek NK i bazofilow. Uczest-
niczy réwniez w procesie polaryzacji limfocytow Th2. Powoduje uwolnienie histaminy
z bazofiléw, kwasu arachidonowego i nadtlenku wodoru z monocytéw.

CCL3 (macrophage inflammatory protein 1o ~MIP1e) wiaze sie z receptorami CCR1
i CCR5. Jest chemoking indukowalng, produkowang przez wiele typéw komérek — mo-
nocyty, makrofagi, limfocyty T, limfocyty B, plytki krwi, neutrofile, eozynofile, bazofile,
komorki dendrytyczne, komodrki NK, komoérki tuczne, keratynocyty, fibroblasty, ko-
morki mezangium, astrocyty, mikroglej i nablonek. CCL3 uczestniczy we wrodzonej
odpowiedzi odporno$ciowej i odpowiedzi typu Thl. Reguluje krazenie komoérek den-
drytycznych i komorek NK.

CCL4 (macrophage inflammatory protein 15 — MIP13) dziala przez CCR5. Chemokina
ta ma bardzo podobne wiasciwosci do CCL3.

CCLS5 (regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted - RANTES) dziala
poprzez receptory CCR1, CCR3 i CCR5. Jako chemokina indukowalna jest produkowa-
na przez komorki srédbtonka, limfocyty T, nablonek, monocyty, fibroblasty, komérki
mezangium i komoérki NK. CCL5 wytwarzaja konstytutywnie plytki krwi i eozynofile.
Bierze udzial zaréwno w odpowiedzi odpornosciowej typu wrodzonego jak i Th1/Th2.
CCL5 wplywa na krazenie komoérek dendrytycznych i NK. Uczestniczy w interakeji
limfocyt T - komoérka dendrytyczna.

CCL7 (monocyte chemotactic protein 3 - MCP-3) dziata poprzez CCR2 i CCR3. Jest che-
moking indukowalng, produkowana prze z monocyty, ptytki krwi, fibroblasty, komorki
skory, nablonek oskrzelowy i astrocyty. Uczestniczy w regulacji migracji monocytow,
limfocytéw T, komorek NK, eozynofiléw, bazofilow i komérek dendrytycznych. Powo-
duje uwolnienie histaminy z bazofiléw.

CCL8 (monocyte chemotactic protein 2 - MCP-2) wigze si¢ z receptorami CCR1, CCR2,
CCR3 i CCRb5. Jest biatkiem indukowalnym, produkowanym przez fibroblasty, neutro-
file i astrocyty. CCL8 konstytutywnej ekspresji ulega w jelitach, sercu, ptucach, grasicy,
trzustce, rdzeniu kregowym, jajnikach i tozysku. Bierze udzial w odpowiedzi typu Th2.
Uczestniczy w regulacji migracji monocytéw, limfocytéw T, komoérek NK, eozynofilow
i bazofiléw. Powoduje uwolnienie histaminy z bazofilow.

CCL11 (eotaksyna) taczy sie z receptorem CCR3. Jest chemoking produkowang przez
komorki $rodbtonka, nablonek, migsnie gtadkie, migsient sercowy, eozynofile, skorne
fibroblasty, komorki tuczne i makrofagi. Uczestniczy w odpowiedzi komdrkowej typu
Th2. Reguluje krazenie i degranulacje eozynofilow, bazofilow i komérek tucznych.

CCL13 (monocyte chemotactic protein 4 - MCP-4) wiaze si¢ z receptorami CCR2, CCR3
i CCR5. Jako chemokina indukowalna jest produkowana w/przez nablonku nosa i
oskrzeli, fibroblastach skérnych, jednojadrzastych komorkach krwi, blaszce miazdzy-
cowej i makrofagach. Konstytutywnie jest wydzielana przez komorki jelit, grasice, serce
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i fozysko. Bierze udzial w odpowiedzi typu Th2.

CCL17 (thymus and activation regulated chemokine - TARC) taczy si¢ z receptorem
CCRA4. Jest konstytutywnie wydzielana przez komorki dendrytyczne. Uczestniczy w od-
powiedzi typu Th2. Reguluje krazenie limfocytéw Th2 i Treg. Uczestniczy w migracji
komorek do ptuc i skory.

CCL18 (pulmonary and activation-regulated chemokine - PARC, dendritic cell -chemo-
kine 1 - DC-CK1) jest produkowana przez komorki prezentujace antygen: monocyty,
makrofagi i komorki dendrytyczne. Laczy si¢ z receptorem CCR8. Uczestniczy w odpo-
wiedzi Th2. Powoduje przyciaganie przez komorki dendrytyczne dziewiczych limfocy-
tow T. Jest rowniez odpowiedzialna za migracje leukocytéw do skory.

CCL19 (EBII ligand chemokine - ELC, macrophage inflammatory protein-33 - MIP3[3)
dziala poprzez receptor CCR?7. Jest wydzielana konstytutywnie przez komorki dendry-
tyczne rezydujace w weztach chionnych. Gtéwna funkejg tej chemokiny jest regulacja
migracji dziewiczych limfocytéw T, limfocytéw T pamieci i komoérek dendrytycznych
do weztéw chlonnych.

CCL20 (macrophage inflammatory protein-3a — MIP3a, liver activation regulated che-
mokine - LARC) dziala poprzez receptor CCR6. Jest konstytutywnie produkowana
w weztach chfonnych, leukocytach krwi obwodowej, grasicy i wyrostku robaczkowym.
Jako chemokina indukowalna moze by¢ produkowana przez jednojadrzaste komorki
krwi obwodowej i komérki HUVEC (human umbilical vein endothelial cells; ludzkie
komorki $rédblonka z zyly pepowinowej). Uczestniczy w odpowiedzi komorkowej
typu Th17. Reguluje migracje limfocytow B i komorek dendrytycznych do tkanki lim-
fatycznej zwigzanej z jelitami (GALT).

CCL21 (secondary lymphoid-tissue chemokine - SLC, SLC6Ckine - poniewaz posiada
sze$¢ konserwowanych cystein w miejscu gdzie typowe chemokiny majg cztery) 1a-
czy si¢ z receptorami CCR7 i CCR6. Chemokina ta jest konstytutywnie produkowana
przez nablonek naczyn limfatycznych, komoérki zylek o wysokim srédbtonku, komoérki
dendrytyczne drugorzedowych narzadow limfatycznych, grasice i komorki srédbtonka.
Uczestniczy w migracji limfocytéw T i komdrek dendrytycznych do wezta chlonnego.

CCL22 (macrophage-derived chemokine - MDC) faczy si¢ z CCR4. Jest wydzielana
konstytutywnie przez makrofagi i komoérki dendrytyczne. Po odpowiedniej stymulacji
moze by¢ produkowana przez monocyty, limfocyty T i B. Uczestniczy w odpowiedzi
komorkowej typu Th2, migracji limfocytéw Th2 i limfocytéw T regulatorowych.

CCL23 (myeloid progenitor inhibitory factor 1 — MPIF-1) jest wydzielana konstytutyw-
nie przez trzustke i miesnie szkieletowe. Dziala przez receptor CCRI1.

CCL24 (eotaksyna-2). Dziala przez receptor CCR3. Jest chemoking indukowalna, pro-
dukowang przez monocyty. Stymuluje migracje eozynofiléw i bazofilow. Dziala rdwniez
chemotaktycznie na limfocyty T (silnie) i neutrofile (stabo).

CCL25 (thymus-expressed chemokine - TECK) dziala poprzez receptor CCRY. Bierze
udzial w rozwoju limfocytéw T. Wydzielana jest konstytutywnie przez komoérki zre-
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bu grasicy i komorki jelita cienkiego. Dziala chemotaktycznie na tymocyty, makrofagi
i komorki dendrytyczne. Reguluje migracje limfocytéw T pamieci do jelit.

CCL26 (eotaksyna-3) dziala poprzez receptory CCR3 i CXC3CRI. Jest produkowana
konstytutywnie przez komorki srodblonka, pluca, serce i jajniki. Jako chemokina indu-
kowalna moze by¢ produkowana przez skorne fibroblasty. Oddziatuje silnie chemotak-
tycznie na bazofile i eozynofile. Uczestniczy w przebiegu odpowiedzi typu Th2.

CCL27 (cutaneous T-cell-attracting chemokine - CTAK) dziala przez receptor CCR10.
Jest produkowana konstytutywnie przez tozysko, keratynocyty, jadra i mozg. Reguluje
migracje limfocytéw T pamieci i efektorowych do skory.

CCL28 (mucosae-associated epithelial chemokine - MEC) dziata przez receptory CCR3
i CCR10. Jest konstytutywnie wydzielana przez nabtonek jelit i drég oddechowych. Od-
powiada za migracje limfocytéow T i komdrek plazmatycznych wydzielajacych IgA do
sluzdwek.

2.3.2. CHEMOKINY 7 roDZINY CXC

CXCL15 jest opisana jedynie u myszy.

CXCLI (growth related oncogene - GRO«), CXCL2 (growth related oncogene 5 - GROP),
CXCL3 (growth related oncogene y - GROy) sa chemokinami z motywem ELR. Laczg sie
receptorem CXCR?2 i odpowiadajg za krazenie neutrofiléw. Sa biatkami indukowalnymi,
produkowanymi przez wigkszo$¢ komoérek hematopoetycznych i tkanek. Wydzielane sg
tez przez wiele guzow. Silnie stymuluja proces angiogenezy.

CXCL4 (platelet factor 4 - PF4) jest wydzielana przez ptytki w trakcie ich agregacji. Ma
dziatanie prozakrzepowe. Nie posiada motywu ELR. Dziala chemotaktycznie na neu-
trofile, monocyty i fibroblasty. Odgrywa istotna role z procesie zapalenia i gojenia si¢
ran.

CXCLS5 (epithelial neutrophil activating Peptide-78 - ENA-78) jest to chemokina z moty-
wem ELR, faczy sie z receptorem CXCR2. Uczestniczy w krazeniu neutrofilow. CXCL5
jest chemoking indukowalng - moze by¢ wydzielana przez komorki srodbtonka jelit
i ptuc.

CXCL7 (neutrophil-activating peptide 2 - NAP2) jest wydzielana w duzych ilosciach
przez plytki krwi podczas ich aktywacji. Wiaze si¢ z receptorem CXCR2. Dziala che-
motaktycznie na neutrofile.

CXCL8 (IL-8) jest jedna z najbardziej intensywnie badanych chemokin. Pierwotnie zo-
stala opisana jako biatko zdolne do zmiany morfologii i indukeji procesu degranulacji
neutrofilow. Jest to chemokina indukowalna, moze by¢ produkowana przez wiele ty-
pow komorek. Wigze sie z receptorami CXCR1 i CXCR2 (ma motyw ELR). Jest jednym
z najsilniejszych czynnikéw chemotaktycznych neutrofilow.

CXCL9 (monokine induced by IFNy - MIG) jest chemoking indukowalng wytwarzang
przez neutrofile, makrofagi, limfocyty T, astrocyty, komorki mikrogleju, hepatocyty, ko-
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morki srédblonka, fibroblasty, keratynocyty i komérki zrebu grasicy. CXCL10 (IP10, in-
terferon gamma-induced protein 10) jest chemoking indukowalng produkowang przez
komorki srodblonka, monocyty, keranocyty, astrocyty, komoérki mikrogleju, komoérki
mezangium i migénie gladkie. CXCL11 (I-TAC, interferon-inducible T-cell-derived neu-
trophil activator ) produkowany jest przez monocyty i komérki $rédblonka. CXCLD9,
CXCL10, CXCL11 wiazg sie z receptorem CXCR3 i uczestniczg w odpowiedzi komor-
kowej typu Thl. Reguluja rowniez krazenie limfocytéw Th1, komérek NK i limfocytow
CD8. Chemokiny te nie posiadajg motywu ELR.

CXCL12 (stromal derived factor-1 - SDFI) jest chemoking konstytutywna produkowa-
ng przez szpik kostny. Dziata poprzez receptor CXCRA4. Jest bialkiem odpowiedzialnym
za retencje komorek w szpiku kostnym - uczestniczy w mielopoezie, hematopoezie, po-
wstawaniu limfocytéw B i migracji neutrofiléw do szpiku kostnego.

CXCL13 (B-cell activating chemokine 1 - BCA-1, BLC) dziala poprzez CXCR5. Uczest-
niczy w krazeniu limfocytéw B i limfocytéw T grudek (Tth) (rozdziat 5) a zwlaszcza ich
migracji do weztéw chionnych i produkeji przeciwcial. Jest chemoking konstytutywna
wydzielang przez komérki srédblonka typu HEV.

CXCL14 (breast and kidney associated chemokine, BRAK) jest konstytutywnie wydzie-
lana w wigkszo$ci tkanek. Ekspresje tego biatka obserwujmy réwniez w nowotworach
piersi i nerek. Chemokina ta uczestniczy w krazeniu makrofagéw. Ma dzialanie angio-
statyczne.

CXCL16 (Sexckine) jest wydzielana konstytutywnie przez $ledzione i komorki dendry-
tyczne wezta chlonnego ze strefy zaleznej od limfocytéw T. Dziala poprzez receptor
CXCR6 i uczestniczy w migracji limfocytéw T i komoérek dendrytycznych do wezta
chlonnego. Wywiera rowniez dziatanie na limfocyty NKT kierujac ich migracja i regu-
lujac ich przezycie.

2.3.3. CHEMOKINY 7 RODZINY C

XCL1 (limfotaktyna a) i XCL2 (limfotaktyna p) dzialaja poprzez receptor XCRI1. Che-
mokiny te sa wydzielane przez rézne subpopulacje limfocytéw T. Uczestniczg w mi-
gracji wykonawczych limfocytow T i prezentacji krzyzowej antygenu przez komorki
dendrytyczne (rozdziat 4).

2.3.4. CHEMOKINA 7 roDZINY CX3C

CX3CLI1 (fraktalkina) ma unikatowa budowe — moze wystepowaé zarébwno w postaci
rozpuszczalnej jak i blonowej. Forma rozpuszczalna powstaje poprzez odcigcie formy
blonowej przez metalopeptydaze ADAM10 lub ADAM17 (TACE). Forma rozpusz-
czalna jest czynnikiem chemotaktycznym dla monocytow, komorek NK i limfocytow
T. Forma blonowa uczestniczy w procesie adhezji niezaleznej od integryn. Fraktalkina
moze by¢ produkowana przez komorki §rodblonka stymulowane cytokinami prozapal-
nymi (TNE, IFNy, IL-1p). Receptorem dla fraktalkiny jest CX3CR1. Fraktalkina i jej
receptor wykazujg bardzo wysokg ekspresje w centralnym uktadzie nerwowym.
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2.4. RECEPTORY DLA CHEMOKIN

Receptory dla chemokin sg zakotwiczone w blonie i majg bardzo podobny schemat
budowy. Receptor jest tworzony przez tancuch biatkowy siedmiokrotnie przecina-
jacy blone komodrkows. Fragmenty wewnatrzkomoérkowe receptora (druga i trzecia
petla) sa zwigzane z bialkiem G (dlatego sg okreslane mianem G protein-coupled
protein - GPCR). Inhibitorem receptoréw dla chemokin jest toksyna pateczki krztu-
$ca. Najcze$ciej jeden typ receptora wigze kilka chemokin (z tej samej podrodziny),
a dana chemokina moze oddziatywac¢ z kilkoma receptorami. Receptory aby przekaza¢
sygnal musza ulec dimeryzacji. Moze by¢ to zaréwno homodimeryzacja (czyli pola-
czenie si¢ czasteczek takiego samego receptora) jak i heterodimeryzacja (czyli potacze-
nie si¢ dwoch réznych czasteczek). Homodimeryzacja i heterodimeryzacja receptora
aktywuje rézne szlaki sygnalowe w komorece docelowej. Heterodimeryzacja receptora
promuje adhezje, a homodimeryzacja promuje diapedeze komorek.

Tabela 4. Receptory dla podrodziny chemokin CC, ich ligandy i znaczenie w fizjologii i patofizjologii

TYPY KOMOREK NA KTORYCH WY- ZNACZENIEW FIZJOLOGII /
RECEPTOR | LIGANDY | ‘grepy jE EKSPRESJA RECEPTORA PATOGENEZIE CHOROB
CCR1 CCL3, CCL5, |limfocyty T, monocyty, makrofagi, odpowiedz wrodzona i nabyta, RZS,
CCL7,CCL14 | neutrofile, eozynofile, bazofile stwardnienie rozsiane
CClI2, CCL8, monocyty, makrofagi, niedojrzate I:rqzue%lﬁ n;zn%%?dv\zf’ r?;j pg;l(v)les; njvlz)x_a
CCR2 CCL7, CCL13, | komérki dendrytyczne, bazofile, yP +oap 'z na patogeny
. N natrzkomdérkowe miazdzyca, RZS, stward-
CCL16 limfocyty T pamieci I .
nienie rozsiane, cukrzyca typu 2
CCR3 ceLT, CeLT2 eozynofile, bazofile, komorki tuczne, odpowledz ngbyta typu T,hz’ migracjal
CCL7, CCL5, limfocyty 2. phvtki krwi rozmieszczenie eozynofiléw, astma aler-
CCL8, CCL13 Yy 14 ply giczna, alergiczny niezyt nosa
limfocyty Th2, dojrzate komérki den- | migracja limfocytéw T do skéry i ptuc, od-
CCR4 CCL17,CCL22 | drytyczne, limfocyty, bazofile, makro- | powiedz typu Th2, infekcje pasozytnicze,
fagi, ptytki krwi odrzucanie przeszczepu
CCL3, CCL4, |limfocyty T, monocyty, makrofagi, . .
CCR5 CCL5, CCL11, | komarki NK, limfocyty T regulatorowe, ETI\’; Zg'riﬂzanr::ytfz’:g;c:pJOF:ZdSIa wirusa
CCL14, CCL16 | komérki dendrytyczne, neutrofile ! P pu,
limfocyty Th17, komérki NK i NKT, krazenie komarek dendrytycznych, od-
limfocyty gamma delta, limfocyty T powiedz komérkowa typu Th17, migracja
CCR6 CCL20 . ! 77 limfocytéw T do jelita, odpowiedz typu
regulatorowe, limfocyty T pamieci, ) A -
. o humoralnego zwigzana ze $luzéwkami,
limfocyty B, komorki dendrytyczne ?
astma alergiczna
krazenie komoérek w wezle chtonnym,
limfocyty T (dziewicze i pamieci cen- | migracja limfocytéw T i komérek dendry-
CCR7 CCL18, CCL21 | tralnej), limfocyty B, dojrzate komorki | tycznych do wezta chfonnego z tkanek
dendrytyczne obwodowych, prezentacja antygenu,
odpowiedz typu komérkowego
limfocyty Th2, monocyty, makrofagi, | migracja komérek dendrytycznych do we-
CCR8 CCL1 limfocyty T regulatorowe, limfocyty zta chtonnego, odpowiedz typu komoérko-
gamma delta, komérki dendrytyczne | wego, tymopoeza, tworzenie ziarniniakow
limfocyty T, komorki plazmatyczne tymopoeza, migracja limfocytow T i
CCR9 CCL25 IgA*, komérki dendrytyczne, limfocyty | komorek plazmatycznych IgA* do jelita,
B, tymocyty choroby zapalne jelit
. L migracja limfocytéw T do jelita i skory,
CCR10 CCL27,CCL28 :m/ltocyty'l', komérki plazmatyczne odpowiedz typu humoralnego w skorze i
J sluzéwkach
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Nazwy dla receptoréw dla chemokin wywodzimy od nazwy podrodziny i dodajemy
do niego litere ,,R” oraz kolejny numer (okresla on kolejnos¢ odkrycia danego biatka).
Wyjatkiem jest receptor dla chemokin rodziny C - nazwa CR1 zostala zarezerwowa-
na dla receptora dla sktadnikéw dopelniacza. Z tego powodu receptor dla chemokin
z podrodziny C nosi nazwe XCR1. Istnieje 10 receptoréw dla chemokin z podrodziny
CC, 7 receptoréw dla podrodziny CXC, 1 dla podrodziny CX3C i jeden dla podrodziny
C. Tylko nieliczne receptory wigzg chemokiny z dwdch podrodzin.

2.4. 1 NIETYPOWE RECEPTORY DLA CHEMOKIN

Sa to bialka spokrewnione strukturalnie ze ,,zwyklymi” receptorami dla chemokin. Nie
majg jednak zdolnosci przekazywania sygnatu poniewaz nie posiadaja w swej struktu-
rze czesci odpowiedzialnej za interakcje z biatkiem G. Okre$la si¢ je rOwniez nazwami

»ciche receptory” lub , interceptory”. Systematyczne nazwy dla nietypowych receptoréow
dla chemokin rozpoczynaja sie wielka literg ,,A”.

Tabela 5. Receptory dla podrodziny chemokin CC, ich ligandy i znaczenie w fizjologii i patofizjologii

TYPY KOMOREK, NA KTORYCH WY- ZNACZENIE W FIZJOLOGII /
RECEPTOR LIGANDY STEPUJE EKSPRESJA RECEPTORA PATOGENEZIE CHOROB
neutrofile, monocyty, komorki NK, migracja neutrofiléw, choroby zapalne
CXCR1 CXCL8, CXCL6 | komorki tuczne, wykonawcze limfo- | ptuc, przewlekta obturacyjna choroba
cyty CD8 ptuc
powstawanie limfocytéw B, emigracja
CXCL8, CXCL1, | neutrofile, monocyty, komérki NK, neutrofiléw ze szpiku kostnego, migracja
CXCR2 CXCL2, CXCL3, | komorki tuczne, limfocyty T CD8, neutrofiléw, choroby zapalne ptuc, prze-
CXCL5, CXCL6 komorki srodbtonka wlekta obturacyjna choroba ptuc, wzrost
nowotworéw
CXCR3 CXCLY, CXCL1O, limfocyty Th1, komérki tuczn olg'prOWIt?Ac/jzrijnpiur;rih 1r’ czhi()rr?by (Zjarsalnf]i
wariant A CXCL11 ocyty Th1, komorki tuczne, skory, stwardnienie rozsiane, odrzucenie
przeszczepu
CXCR3 CXCL4, CXCL9, | komorki srédbtonka, komorki nowo- dziatanie angiostatyczne - nowotwor
wariantB | CXCL10, CXCL11 | tworowe grostaty Y
hematopoeza, organogeneza, migracja
CXCR4 CXCL12 leukocyty leukocytéw do szpiku, koreceptor dla
wirusa HIV
CXCR5 CXCL13 limfocyty B, IimfocytyT grudek, limfo- tW‘orzer.ﬂe strefy wezta chtonnego zalez-
cyty T CD8 pamieci nej od limfocytu B
limfocyty cytotoksyczne, komorki
NK, limfocyty pomocnicze pamieci, odpowiedz nabyta, choroba zapalna
CXCR6 CxcLie limfocyty Th17, komorki gamma delta | trzustki, miazdzyca
komorki NKT, komorki plazmatyczne
makrofagi, monocyty, komorki mikro-
gleju, limfocyty Th1, wykonawcze lim- | krazenie monocytéw podczas odpowiedzi
CX3CR1 CX3CL1 focyty CD8, komorki NK, vy, komorki | wrodzonej, migracja komdrek mikrogleju i
dendrytyczne komorki srodbtonka, NK, odpowiedz nabyta, miazdzyca
komorki miesni gtadkich
. L L prezentacja krzyzowa antygenu przez
XCR1 XCL1, XCL2 limfocyty T, komérki NK, komérki komorki dendrytyczne, RZS, nowotwory,
dendrytyczne )
nefropatia
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ACKRI1 (Duffy antigen realated chemokine receptor - DARC) wystepuje na erytrocytach
i komorkach srodblonka zytek pozawltos$niczkowatych. Petni role antygenu grupowego
krwi. Jest receptorem dla zarodzcow malarii (gatunki Plasmodium vivax i Plasmodium
knowlesi). Wigze chemokiny z dwdch rodzin: CXCL1, CXCL5-9, CXCL11, CXCL13,
CCL2, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14, CCL17. Wiaze tylko jedng chemokine
konstytutywng. ACKR1 Zatrzymuje chemokiny w krazeniu i zapobiega desensytyzacji
leukocytow, a to prowadzi do nasilenia migracji leukocytéw pod wptywem chemokin.

ACKR2 czyli receptor D6 jest klasycznym receptorem zmiataczem. Jest obecny na ko-
morkach $rodblonka naczyn limfatycznych. Wigze 12 chemokin zapalnych z podro-
dziny CC (CCL2, CCL7, CCL8, CCL11, CCL13, CCL14, CCL17, CCL4, CCL5, CCL22.
CCL3L1). Receptor D6 wiagze chemokiny, nastepnie sg one transportowane do wnetrza
komorki i tam ulegaja degradacji.

ACKR3 czyli CXCR7 jest produkowany przez limfocyty B i komérki zrebu. Uczestniczy
w tworzeniu gradientu chemokin dla receptora CXCR4.

ACKR4 CCX-CKR wigze chemokiny konstytutywne: CCL19, CCL21, CCI25 i CXCL13.
Jest produkowany przez komorki $rédblonka grasicy. Jego funkcja prawdopodobnie
polega na regulacji krazenia leukocytow w czasie rozwoju drugorzedowej tkanki lim-
foidalne;j.

2.5. INNE FUNKCJE CHEMOKIN
25. 1. RoLA CHEMOKIN W PROCESIE ANGIOGENEZY

Sposrod chemokin najsilniejsze zdolnosci do stymulacji angiogenezy majg chemokiny
z podrodziny CXC z obecnym motywem ELR (CXCL1, CXCI2, CXCL3, CXCL5,
CXCLS8). Dziatanie stymulujace angiogeneze majg réwniez niektére chemokiny z pod-
rodziny CC np. CCL2. Natomiast chemokiny z podrodziny CXC bez motywu ELR
(zwlaszcza CXCL4 i CXCL10) majag wlasciwoséci angiostatyczne. Moga one hamowaé
dziatanie chemokin z podrodziny CXC z motywem ELR. CXCL10 i CXCL9 dziala-
ja réwniez angiostatycznie przez hamowanie produkeji proangiogennych chemokin
CXCL8, CXCL1, CXCL5. Receptorem, ktory przekazuje angiostatyczny sygnat CXCL10,
CXCL9 i CXCL11 jest CXCR3.

Dzialanie stymulujace angiogeneze majg rowniez niektore chemokiny z podrodziny CC
np. CCL2.

2.5.2. ROLA CHEMOKIN W DOJRZEWANIU LEUKOCYTOW

CCL3 i CCL4 pelnig role w réznicowaniu monocytéw i granulocytéw. CXCL12 jest
czynnikiem wzrostu dla limfocytow pro-B. Nalezy jednak pamietaé, ze najwazniejsza
rola ktéra pelnig chemokiny w procesie dojrzewania leukocytow jest regulacja migracji
komorek do odpowiednich mikro$rodowisk narzadéw limfatycznych.
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2.5.3. ROLA CHEMOKIN W AKTYWACJ KOMOREK

CXCLS8 nasila fagocytoze i bakteriobdjcze wlasciwosci neutrofilow (poprzez zwieksze-
nie wydzielania mieloperoksydazy i elastazy). CCL3, CCL5 i eotaksyny aktywuja eo-
zynofile powodujgc miedzy innymi ich degranulacje i wydzielenie peroksydazy. CCL2
i CCL3 aktywuja monocyty. CXCL8, CCL2, CCL8, CCL7 i CCL-5 powodujg degranula-
cj¢ i wydzielenie histaminy z bazofiléw i komoérek tucznych. CCL2, CCL3, CCL7 i CCL8
moga powodowa¢ wybuch tlenowy makrofagéw. CCL3 i CCL5 stymuluja proliferacje
limfocytow T, nasilajg cytotoksyczno$¢ limfocytow T CD8 i komoérek NK.

2.6. UpziAr CHEMOKIN W PATOGENEZIE CHOROB REUMATYCZNYCH.
2.6. 1. RoLA CHEMOKIN W PATOGENEZIE R/S

W przebiegu RZS obserwujemy migracje neutrofiléw, limfocytéw i monocytéw do
tkanek stawu objetego zapaleniem. Proces ten jest regulowany przez chemokiny i ich
receptory. Chemokiny wplywaja rowniez na degranulacje neutrofilow, fagocytoze, an-
giogeneze, migracje synowiocytow fibroblastycznych, metabolizm chrzgstki i kosci.
W blonie maziowej, ptynie stawowym i krwi obwodowej chorych na RZS stwierdza si¢
obecno$¢ chemokin z rodziny CXC: CXCL4, CXCL5, CXCL6, CXCL7, CXCL8. CXCL9.
CXCL10, CXCL12, CXCL13 i CXCLI16. Cytokiny te przyciagaja neutrofile, monocyty,
limfocyty T i B. Reguluja rowniez proces angiogenezy. W blonie maziowej, plynie sta-
wowym i krwi obwodowej chorych na RZS stwierdza si¢ rdwniez obecno$¢ chemokin z
rodziny CC: CCL2, CCL3, CCl5, CCL7, CCL8, CCL13, CCL14, CCL15, CCL16, CCL17,
CCL18, CCL19, CCL20, CCL21 i CCL28. Chemokiny te dzialajg chemotaktycznie na
monocyty i limfocyty. Limfotaktyna jest odpowiedzialna za migracje komorek mezen-
chymalnych i limfocytéw T do stawu. W przebiegu RZS zaobserwowano zwigkszone
stezenie fraktalkiny we krwi i plynie stawowym chorych. Fraktalkina dziala chemo-
taktycznie na synowiocyty fibroblastyczne i stymuluje angiogeneze. Istotna czescia pa-
togenezy RZS jest tworzenie nietypowej tkanki limfatycznej w blonie maziowej (tzw.
trzeciorzedowego narzadu limfatycznego). Proces ten zwigzany jest z ektopowa pro-
dukcja chemokin homeostatycznych i ich receptoréw: CXCL13/CXCR5; CCL21/CCR7;
CXCL12/CXCR4.

26.2 RolLA CHEMOKIN W PATOGENEZIE TWARDZINY

Twardzina uktadowa jest zapalng chorobg tkanki facznej o podlozu autoimmunizacyj-
nym. Chorobe te charakteryzuje nadmierna produkcja kolagenu, ktéra prowadzi do
uszkodzenia skory i narzadéw wewnetrznych. CCL2 uczestniczy w patogenezie twar-
dziny poprzez zwigkszenie produkeji kolagenu (zaréwno przez wplyw na receptory
jak réwniez poprzez indukcje produkcji TGEp). Stezenie CCL2 w surowicy koreluje
ze stopniem zwldéknienia pluc i zajeciem nerek. W przebiegu twardziny obserwuje si¢
zaburzong odpowiedz komorek $rédbtonka (brak migracji zgodnej z gradientem ste-
zen) na CXCL3, CXCL6 i CXCL16. W przebiegu twardziny zaobserwowano zwiekszone
stezenie IL-8 we krwi i polimorfizmy w obrebie genu kodujacego receptor CXCR2 dla
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tej chemokiny. Uwaza sig, ze IL-8, MIPla (CCL3), RANTES (CCL5) odgrywaja role
w zaburzeniach krazenia i wtdknieniniu tkanki facznej. CXCL4 (PF-4) jest glownym
biatkiem produkowanym przez plazmacytoidalne komorki dendrytyczne pochodza-
ce od chorych na twardzine. Jest biatkiem hamujacym proces angiogenezy. Stezanie
CXCL4 we krwi chorych na twardzing jest rowniez znaczaco podwyzszone i jest zwia-
zane ze zwloknieniem skdry, ptuc i wystgpieniem nadci$nienia ptucnego. Uwaza sig, ze
mozna wykorzystac t¢ chemoking do przewidywania postepu choroby, gdyz CXCL4 sty-
muluje produkcje cytokin nasilajacych proces widknienia: IL-4 i IL-13; obniza ekspresje
IFNYy, ktory ogranicza widknienie. U chorych na twardzing zaobserwowano wzmozong
ekspresje fraktalkiny w skorze i ptucach. Co ciekawe polimorfizmy 4291 i 480M w obre-
bie genu kodujacego CX3CR1 wystepuja czesciej u chorych z nadci$nieniem ptucnym.
Z kolei zwigkszona zapadalno$¢ na twardzine jest zwigzana z polimorfizmem 24911
w obrebie genu dla CX3CR1.

2.6.3.ROLA CHEMOKIN W PATOGENEZIE TOCZNIA

U chorych na toczen stwierdza sie¢ podwyzszone stezenia krazacych chemokin, co cze-
sto koreluje z aktywnoscia i obrazem klinicznym choroby. Stezenie CXCL10 w surowi-
cy chorych na toczen jest podwyzszone i koreluje z aktywnoscig choroby, poziomem
przeciwcial anty-DNA, odwrotnie koreluje ze stezeniem dopelniacza. Podwyzszone
stezenie CXCL10 jest zwigzane z wyzszym ryzykiem wystapienia objawéw ze strony
ukltadu nerwowego. Stezenie CCL2 we krwi jest podwyzszone i koreluje z aktywnoscia
choroby. Stezenie CCL2 w moczu moze by¢ biomarkerem zajecia nerek i stuzy¢ pro-
gnozowaniu odpowiedzi na leczenie. U chorych na toczen zaobserwowano zwiekszenie
stezenia CCL3 i CCL5 w surowicy. Stezenie CCL7 w surowicy koreluje z cigzkoscig
choroby przebiegajacej z zajeciem nerek. Ekspresja CCR4 na limfocytach T koreluje
z aktywnoscig choroby. Stezenie fraktaliny we krwi chorych na toczen jest znaczaco
wyzsze niz u 0sob zdrowych, chorych na RZS lub twardzing. Takze w surowicy chorych
na zespdl Sjogrena stezenie fraktalkiny jest podwyzszone. Niektorzy badacze sugeruja,
ze fraktalkina moze by¢ potencjalnym autoantygenem w przebiegu tej choroby.

2.7 TERAPIE ANTYCHEMOKINOWE | PRZYCZYNY NIESKUTECZNOSCI
TERAPII

Chemokiny pelnig istotng role w wielu chorobach autoimmunizacyjnych, wiec sg atrak-
cyjnym celem dla terapii tych chordb.

Na ekspresje chemokin i ich receptoréw mozemy wplywa¢é posrednio przez stosowanie
niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych (NLPZ), kortykosterydéw, konwencjonal-
nych i biologicznych lekéw modyfikujacych przebieg choroby ( DMARD) .

Blokada chemokin lub tez ich receptoréw byla testowana zaréwno w badaniach na
modelach zwierzecych jak i badaniach klinicznych. W wiekszosci proby te okazaly
sie nieskuteczne. Stosujac rozne leki (przeciwciala, czasteczki blokujace) przeprowa-
dzono préby kliniczne polegajace na neutralizacji/blokowaniu takich bialek jak CCL2
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(monoklonalne przeciwcialo ABN912), CCR1 (czasteczki blokujace MLN3897, CP-
481, CP-715, c-4462, BMS-817399), CCR2 (monoklonalne przeciwcialo MLMN1202,
czasteczki blokujace MK0812, INCB3284), CCR5 (czasteczki blokujace SCH351125,
AZD5672, UK-427, UK-857). Zadna z tych préb nie przyniosta korzysci terapeutycznej.
U chorych na RZS trwajg badania z uzyciem przeciwciala monoklonalnego przeciw
CXCL10 (MDX-1100) i czasteczki blokujacej CCR1 (CCX354) (II faza badan klinicz-
nych - ich wstepne wyniki sa zachecajace).

Uwaza sie, ze tak czesta nieskuteczno$¢ terapii antychemokinowych moze by¢ spowo-
dowana wieloma czynnikami. Jednym z nich jest redundancja chemokin i ich recepto-
réw. Najczesciej wiele chemokin wigze si¢ do jednego typu receptora i wiele receptoréw
dla chemokin moze wigza¢ te samg chemokine. Nalezy tez zauwazy¢, ze badacze czg-
sto opieraja si¢ na informacjach dotyczacych gryzoni (szczegdlnie myszy i szczurow).
Powinowactwo poszczegolnych czasteczek blokujacych receptory dla chemokin moze
réznic sie pomiedzy gatunkami.

Inna przyczyna moze wynikac z tego, ze chemokiny, jak wszystkie biatka moga ulegac
posttranslacyjnym modyfikacjom. Opisano na przyktad cytrulinacje niektérych chemo-
kin. W stawie objetym procesem zapalenia w przebiegu RZS zaobserwowano obecno$¢
cytrulinowanych CXCL5 i CCL2. Taka modyfikacja moze zmienia¢ wigzanie chemoki-
ny z receptorem i wpltywacé na efektywno$¢ czynnika blokujacego. Chemokiny moga by¢
modyfikowane przez metaloproteinazy — zmieniona struktura biatka moze powodowa¢
zmiany powinowactwa do receptora. Aktywno$¢ chemokin moze by¢ regulowana przez
komorke docelows. Przykladowo, CCL5 moze by¢ modyfikowany przez enzym dipep-
tydylo-dipeptydaze. Na skutek tej modyfikacji zmniejsza si¢ powinowactwo czasteczki
CCL5 do CCRI, a zwigksza sie¢ powinowactwo do CCRS5.

Blokowanie dzialania chemokin moze doprowadzi¢ do zaburzenia migracji komérek
o dzialaniu przeciwzapalnym, np. regulatorowych limfocytéw T, gdyz akie same recep-
tory dla chemokin mogg znajdowac¢ si¢ zaréwno na komérkach o dzialaniu prozapal-
nym jak i przeciwzapalnym.

Jak juz wspominano cze¢$¢ chemokin petni funkcje zaréwno prozapalne jak i home-
ostatyczne. Zablokowanie dziatania tych bialek (CXCL12, CXCL13, CXCL16, CCL19
i CCL21) moze zaburzy¢ rozwdj tkanek limfoidalnych i fizjologiczne krazenie leukocy-
tow, a co za tym idzie moze doprowadzi¢ do powaznych dziatan niepozadanych.

Z powodu ztozonej biologii chemokin i ich receptoréw blokowanie aktywnosci chemo-
kin stwarza trudnosci terapeutyczne.
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RozpziAr 4

Ctowny uktad zgodnosci tkankowe;.
Prezentacja antygenu

Ewa Kuca-Warnawin

|. GEOWNY UKEAD ZGODNOSCI TKANKOWEJ

Gléwny uklad zgodnosci tkankowej (MHC, major histocompatibility complex) odkryto
podczas badan nad odrzucaniem przeszczepéw. Gtéwnym zadaniem czasteczek MHC
jest prezentacja antygenéw limfocytom T. Limfocyty T w odréznieniu od limfocytéw B
odpowiadajg na antygen w formie zwigzanej przez czasteczki MHC. Rozpoznawanym
przez nie motywem jest kolejno$¢ aminokwaséw w taiicuchu polipeptydowym. Nalezy
dodag, ze limfocyt T przy pomocy receptora TCR rozpoznaje jeden konkretny antygen,
natomiast czgsteczka MHC moze wigzaé/prezentowaé wiele roznych peptydow. Geny
uktadu zgodnosci tkankowej sg kodowane na chromosomie 6. Jest to okolo 100 gendéw.

2. MHC kiasy |

Klasa I gléwnego ukladu zgodno$ci tkankowej zawiera czasteczki klasyczne HLA-A,
HLA-B i HLA-C oraz czasteczki nieklasyczne HLA-E, HLA-F. HLA-G, MICA i MICB.

Czasteczki MHC klasy I sg zbudowane z dwdch potaczonych niekowalencyjne tancu-
chow - lekkiego i cigzkiego. Lancuch lekki nosi nazwe B2mikroglobuliny (zbudowany
jest z 100 aa) i jest identyczny we wszystkich czasteczkach MHC klasy I u czlowieka.
Lancuch cigzki ma mase 40-45 KDa i cechuje si¢ znacznym polimorfizmem. Rowek
wiazacy antygen znajduje si¢ w obrebie fancucha cigzkiego. Antygeny prezentowane
przez MHC klasy I skladajg si¢ 8-10 aminokwaséw i obydwoma koncami tkwia
w rowku wigzacym antygen. Rowek ten ma charakter zamkniety. Klasyczne czasteczki
MHC klasy I wystepuja na wszystkich jadrzastych komoérkach organizmu, a ich gtow-
na funkcja jest prezentacja antygenoéw wirusowych limfocytom cytotoksycznym. MHC
klasy I potaczona z peptydem taczy sie z TCRaP lub TCRyd. HLA-E, HLA-E HLA-G
nie biorg udzialu w prezentacji ,nie-swoich” peptydéw. Prezentuja bardzo ograniczona
liczbe wlasnych peptydow np. sekwencje sygnalowa MHC Ia. Uczestnicza w wykrywa-
niu ,,missing self”. Nie faczg si¢ z TCR ale z heterodimerem CDE94/NKG2A lub CD94/
NKG2C na komoérkach NK, cytotoksycznych limfocytach CD8 lub cytotoksycznych
limfocytach CD4. MICA i MICB sa strukturalnie podobne do taicucha o klasycznych
czasteczek MHC, ale nie taczg sie z B2mikroglobuling i nie sg w stanie wigzaé/prezen-
towac peptydéw. MICA i MICB mogg laczy¢ si¢ receptorami NKG2D na komorkach
NK, limfocytach af, limfocytach yod i aktywowac¢ ich cytotosycznos¢. Potowa gendw
z regionu MHC I nie ma w funkcji w ukladzie odpornosciowym.
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3. MHC «kiasy |l

Klasa IT gléwnego ukltadu zgodnosci tkankowej zawiera czgsteczki klasyczne HLA-DP,
HLA-DR i HLA-DQ oraz czasteczki nieklasyczne HLA-DM i HLA-DO. Do czaste-
czek nieklasycznych klasy 11 zalicza sie te z podjednostki proteasomu PSMB8 i PSMB9
i biatka TAP1 i TAP uczestniczace w transporcie peptydow do retikulum endoplazma-
tycznego. Czasteczki klasy II sg zbudowane z dwdch tancuchéw a i p. Rowek wiazacy
antygen jest tworzony przez oba te taricuchy. Rowek ma charakter otwarty i moze wig-
zaé peptydy o diugosci od kilkunastu do dwudziestu aminokwasow. Czasteczki MHC
klasy IT ulegajg konstytutywnej ekspresji na komodrkach dendrytycznych, monocytach,
makrofagach, limfocytach B, komérkach nabtonka grasicy i aktywowanych limfocytach
T. Stymulacja przez IFNy powoduje ekspresje MHC klasy II na wielu réznych typach
komorek.

4. MHC Kiasy Il

Do klasy III ukladu zgodnosci tkankowej naleza rozne geny m.in.: sktadniki dopetnia-
cza C2 i C4, TNF, limfotoksyna, limfotoksyna B, protoonkogen Notch 4, 21-hydroksy-
laza steroidowa CYP21B (zaangazowana w synteze gliko i mineralokortykosteridéw),
receptor dla produktéw glikolizacji RAGE, czynnik transkrypcyjny CREB-RP, biatko
macierzy pozakomorkowej tenascyna i jadrowa kinaza serynowo/treoninowa RPI.

5. Nazewnictwo HLA

Ludzkie czasteczki gléwnego ukiadu zgodnosci tkankowej sa okreslane skrotem HLA
pochodzacym od angielskiego zwrotu human leukocyte antygen.

Tabela 1. Nazewnictwo ludzkiego gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej

znaczenie
HLA region HLA/gen
HLA-DRB1 konkretny locus
HLA-DRB1*13 grupa alleli kodujacych DR13
HLA-DRB1*1301 konkretny allel
HLA-DRB1*130102 allel r6zniacy sie mutacjg synonimowa
L allel o niskiej ekspresji
S allel kodujacy czasteczke sekrecyjna
A allel kodujacy czasteczke, o ktérej nie wiadomo czy ulega ekspresji

6. NIEZROWNOWAZENIE SPRZEZEN

Niezréwnowazenie sprzezen jest to réznica pomiedzy rzeczywista czestotliwoscia wy-
stepowania kombinacji alleli a oczekiwana czestotliwosécig (obliczong na podstawie
czestotliwosci wystepowania pojedynczych alleli). Jezeli allel HLA-A1 wystepuje u 16%
populacji, a HLA-B wystepuje w 8,9% populacji, to mozna zatozy¢ (na podstawie ma-
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tematycznego wyliczenia), ze kombinacja tych alleli bedzie wystepowala w populacji z
czestotliwosci okoto 1,4%. W rzeczywisto$ci taka kombinacja wystepuje u 8,8% popula-
cji. Takie zjawisko moze mie¢ wiele przyczyn. Niektorzy badacze uwazaja, ze proces wy-
réwnywania sprzezen jeszcze trwa. Inna grupa uwaza, ze niezréwnowazenie sprzezen
jest rezultatem obecnosci lub braku obecnosci miejsc podatnych na proces crossing-o-
ver w DNA kodujacym geny ukladu zgodnosci tkankowej. Najczesciej spotykanym wy-
tlumaczeniem jest to, ze obserwowane zjawisko jest zwigzane z mechanizmami selekcji
- konkretne kombinacje alleli moga chroni¢ badz naraza¢ organizm na pewne choroby.

Silne nieréwnomierne sprzezenie pomiedzy allelami genéw kodujacych HLA réznych
klas sprawia, ze czesto nie mozna okresli¢, ktory ze wspolnie dziedziczonych gendw jest
pierwotnie odpowiedzialny za chorobe, a ktdrego stwierdzany wzrost czestosci wyste-
powania w grupie chorych wynika z nieréwnomiernego sprzezenia.

/. Porimorrizm w osreslE MHC

Czasteczki MHC s3 najbardziej polimorficznymi wsrod ssaczych genéw. Polimorfizm
MHC jest wynikiem selekeji naturalnej dokonujacej si¢ pod presja czynnikéw infek-
cyjnych i choréb przez nie wywotywanych. W populacji ludzkiej wystepuje 309 alleli
HLA-A, 563 alleli HLA-B, 167 alleli HLA-C, w obrebie czgsteczki HLA-DR tancucha a
3 allele / faricucha 439 alleli, HLA-DQ taiicucha a 25 alleli / fanicucha 50 alleli, HLA-
DR tancucha a 20 alleli / tancucha B 107 alleli. Zmienno$¢ dotyczy gtéwnie miejsca
wigzacego rowek. Kazdy cztowiek moze mie¢ na powierzchni komorek kilkanascie
rodzajow czasteczek HLA. Ekspresji ulegaja zaréwno geny pochodzace od matki jak
i od ojca (kodominacja). Tak duza zmiennos$¢ zapewnia odpowiednig réznorodnosé¢
i liczbe prezentowanych antygenodw, a przez to przyczynia si¢ do lepszej odpornosci.
Polimorfizm w obrebie HLA utrudnia znalezienie odpowiedniego dawcy przeszczepu.

8. Prezentacia ANTYCENU PRZEZ MHC KkLaASY |

MHC Kklasy I prezentuje antygeny wewnatrzkomorkowe — biatka wirusowe i nowotwo-
rowe. W przypadku braku obcych antygendw czasteczki MHC prezentujg antygeny
wlasne. Czasteczki MHC nie rozrézniaja pomiedzy wlasnymi i obcymi antygenami.

Dojrzewanie czasteczek MHC Kklasy I rozpoczyna sie w $wietle retikulum endoplazma-
tycznego (ER) gdzie nastepuje polaczenie f2mikroglobuliny z tanncuchem cigzkim (a).
Peptydy powstale po degradacji ubikwitywanego bialka w cytoplazmie sa wpompowy-
wane do wnetrza ER za pomocg kompleksu bialek TAP. Transport ten jest zalezny od
ATP. W retikulum endoplazmtycznym niektére peptydy musza by¢ dodatkowo przycie-
te zanim polacza sie z MHC klasy I. W procesie tym uczestniczy biatko ERAP1. W ER
dochodzi do polgczenia peptydu z kompletna czasteczkg MHC klasy I. Powstaly kom-
pleks jest transportowany za posrednictwem pecherzykéw aparatu Golgiego do blony
komorkowej. Nastepnie moze dojs¢ do polaczenia sie kompleksu MHC klasy I - peptyd
ze specyficznym dla danego antygenu receptorem TCR na limfocycie cytotoksycznym
(Ryc 1).
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Ryc. 1. Schemat prezentacji antygenu przez czasteczki MHC klasy |

‘con o3
limdnoyt cytotakescnsy COE ‘
o wagned da lydra komdrkorse po

Ryc. 2. Schemat prezentacji antygenu przez czasteczki MHC klasy II.

limfoeyt pemoenicry CO4

arpgnad o jydra komee kowego
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8. 1. POZALIZOSOMALNY UKEAD PROTEOLITYCZNY PROTEASOM/UBI-
KWYITYNA

Pozalizosomalny uklad proteolityczny proteasom/ubikwyityna (UPS; ubiquitin-prote-
asome system) odgrywa kluczowsg role w utrzymaniu homeostazy w komorce. System
ten kontroluje odpowiednig degradacje bialek - wadliwych, nieprawidtowo uformowa-
nych lub starych. Nalezy pamieta¢, ze proteasom odpowiada za degradacje takich biatek
jak czynniki transkrypcyjne, biatka cyklu komoérkowego, biatka proapoptotyczne i an-
tyapoptotyczne. Bialka nie ulegaja degradacji w proteasomach w sposdb przypadkowy.
W komorce istnieja specjalne enzymy, ktére wyszukuja wadliwe biatka i doprowadzaja
do ich poliubikwitynacji (czyli dolgczenia wielu czasteczek ubikwityny). Dopiero bial-
ko polaczone z ubikwityng moze ulec proteolizie w proteasomie. Proteasom zawiera
podjednostki enzymatyczne o aktywnosci chymotrypsynopodobnej, kaspazopodobnej
i trypsynopodobnej. Pod wplywem odpowiedniej stymulacji np. cytokinami o dziataniu
prozapalnym (TNF i IFN y) konstytutywnie produkowany proteasom jest zamieniany
w immunoproteasom. Immunoproteasom (w poréwnaniu do proteasomu) bardziej wy-
dajnie degraduje endogenne biatka do peptyddéw, ktore moga by¢ prezentowane przez
czasteczki MHC klasy I. Immunoproteasom degraduje egzogenne biatka i umozliwia ich
prezentacje krzyzowa przez komorki dendrytyczne. Wydaje sie, ze zwiekszone stezenie
immunoproteasomu moze by¢ zwigzane z przewleklym zapaleniem i procesem autoim-
munizacji. Istniejg zwigzki chemiczne, ktére moga zahamowa¢ dziatanie proteasomu.

Proteasom odgrywa role w aktywacji czynnika transkrypcyjnego NFkB. W proteaso-
mie dochodzi do degradacji endogennego inhibitora tego czynnika I-kB. W nastepstwie
dziatania roznych czynnikéw np. TNF dochodzi do ubikwitynacj iIkB a nast¢pnie de-
gradacji tej czasteczki w proteasomie. W konsekwencji dochodzi do aktywacji NFkB.
Trwaja proby zastosowania inhibitoréw proteasomu np. Bortezomibu (i innych inhibi-
toréw proteasomow) w terapii choréb o podiozu autoimmunizacyjnym np. tocznia ner-
kowego i RZS. Inhibitory protesomu majg zdolnos$¢ do indukeji apoptozy, np. komoérek
plazmatycznych, ale rowniez obnizajg stezenie cytokin prozapalnych i ich receptorow.
Sam Bortezomib jest zarejestrowany jako lek stosowany w terapii agresywnej formy
szpiczaka mnogiego.

8.2. WIRUSOWE SPOSOBY NA BLOKADE PREZENTACJI ANTYGENU

Prezentacja antygenu przez czasteczki MHC klasy I jest procesem kluczowym dla prze-
trwania organizmu. Z punktu widzenia wirusow jest to proces niekorzystny. W zwigzku
z tym w toku ewolucji wirusy wytworzyly szereg strategii utrudniajacych prezentacje
antygenu przez MHC klasy I. Wirusy CMV i EBV hamujg aktywno$¢ proteasomu. Wi-
rus HSV blokuje transport peptydéw do wnetrza ER za pomoca bialek TAP, uniemozli-
wiajac tym samym polaczenie si¢ peptydu z czgsteczka MHC. Wirusy zmniejszaja liczbe
czasteczek MHC w komorce. Moga zrobi¢ to na wiele réznych sposobéw. CMV blokuje
synteze MHC w komorce, powoduje retencje istniejacych czasteczek wewnatrz ER lub ak-
tywne usuwanie MHC z ER i jego ubikwitynacje (a nastepnie degradacje w proteasomie).
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Q. Prezentacia ANTYCENU MHC kLasy |l

MHC Kklasy II prezentuje antygeny pochodzenia zewnatrzkomérkowego — pochodzace
z endocytozy i makropinocytozy. Podobnie jak w przypadku MHC klasy I, MHC klasy
IT moze prezentowaé antygeny wlasne i obce. W endosomach dochodzi do proteoli-
zy pochlonietych przez komorke bialek i powstania peptydow, ktore moga by¢ wigza-
ne przez MHC klasy II. Czasteczki MHC klasy II sa produkowane w ER a nastepnie
transportowane do endosoméw. W endosomach dochodzi do odblokowania rowka
wigzgcego antygen poprzez odlaczenie czesci fancucha niezmiennego W procesie tym
u ludzi uczestniczg czasteczki HLA-DM i HLA-DO. Endosom, w ktérym dochodzi do
odblokowania rowka wigzacego antygen i przylaczenia peptydu nosi nazwe przedzialu
MHC klasy II. Kompleksy MHC klasy II- peptyd przemieszczaja sie¢ nastepnie do blony
komorkowej gdzie moga zosta¢ zaprezentowane odpowiedniemu limfocytowi pomoc-
niczemu. Nalezy zwrdci¢ uwage, ze drogi prezentacji antygenu w kontekscie czasteczki
MHC Klasy I i klasy IT nie krzyzuja si¢. W ER gdzie ewentualnie mogloby dojs¢ do zwig-
zana przez MHC klasy II peptydu pochodzenia endogennego rowek wigzacy antygen
jest zablokowany lancuchem niezmiennym.

[O. PREZENTACIA KRZYZOWA

Ryc. 3. Schemat prezentacji krzyzowej
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W procesie prezentacji krzyzowej komdrka dendrytyczna prezentuje antygen réwno-
cze$nie limfocytowi pomocniczemu i cytotoksycznemu. Celem tego procesu jest pobu-
dzenie limfocytéw cytotoksycznych do zwalczania antygenow wewnatrzkomorkowych.
Wydaje si¢ rowniez, ze jest to zjawisko kluczowe dla utrzymania odpowiedzi przeciw-
NOWOtwOorowej.

W czasie prezentacji krzyzowej nastepuje ,ucieczka” antygenéw pochodzacych z endoso-
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moéw do cytoplazmy. Komoérka dendrytyczna prezentuje dany antygen jednocze$nie za
pomocg MHC klasy I i klasy II. Swoisty limfocyt pomocniczy rozpoznaje antygen w typo-
wy sposéb, przy czym uzyskuje zaréwno pierwszy (poprzez TCR), jak i drugi sygnat (cza-
steczki kostymulujace). W wyniku wymiany sygnalow, zaréwno komoérka dendrytyczna,
jak i limfocyt pomocniczy, wydzielajg liczne cytokiny, nawzajem si¢ aktywujac.

Swoisty limfocyt cytotoksyczny rozpoznaje antygen zwigzany z MHC klasy I, ale nie
eliminuje on komorki dendrytycznej, lecz uzyskuje od niej sygnat aktywujgcy w postaci
cytokin. Limfocyt pomocniczy takze wydziela cytokiny np. IL-1 dzieki czemu limfo-
cyt cytotoksyczny jest aktywowany. Tak zaktywowany limfocyt Tc moze juz sprawdzaé
obecnos¢ antygendw na powierzchni innych komorek i w razie potrzeby zabija¢ je.

| . CROSS-DRESSING

Cross-dressing jest alternatywnym (innym od dotychczas poznanych) mechanizmem
prezentacji antygenu. Polega on na przeniesieniu kompletnego kompleksu czasteczka
MHC-peptyd od komoérki dawcy do komérki biorcy. Najczesciej komorka-biorcg jest
komorka dendrytyczna. Komorka-biorca prezentuje nastepnie antygen limfocytowi
cytotoksycznemu lub pomocniczemu. Przeniesieniu moga ulega¢ zaréwno czasteczki
peptyd-MHC klasy I jak i peptyd-MHC klasy II. Dokladne znaczenie biologiczne tego
procesu nie jest dokladnie poznane. Komorki dendrytyczne degradujg biatka endogen-
ne za pomoca immunoproteasoméw. Immunopoteasomy produkuja peptydy inne od
proteasomow wiec komorki je posiadajace prezentujg nieco inne spektrum antygenow.
Cross-dressing moze by¢ metoda wykorzystywana przez komoérki dendrytyczne do
zwiekszenia spektrum prezentowanych peptydéw.

[ 2. RoLA HLA W PATOGENEZIE CHOROB REUMATYCZNYCH
[2.] HLA-B2/

HLA-B27 jest zwigzane ze zwiekszonym ryzykiem wystapienia nastepujacych choréb:
zesztywniajgcego zapalenia stawow kregostupa, reaktywnego zapalania stawow (po in-
fekeji drobnoustrojami z rodziny Chlamydia, Campylobacter, Salmonella, Shigella and
Yersinia), zapalenia stawdw krzyzowo-biodrowych w przebiegu tuszczycy lub zapale-
nia jelit, niesklasyfikowanego zapalenia stawow, zapalenia przedniej blony naczyniowej
oka, niedomykalnosci zastawki aortalnej z zaburzeniami przewodnictwa sercowego,
mlodzieniczego zapalenia stawéw z zapaleniem przyczepow Sciegnistych. Czasteczka
HLA-B27 jest obecna u 90% chorych na zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa,
ale tylko 5% nosicieli tego genu rozwija chorobe. Nie jest jasne jaka jest rola HLA-B27
w patogenezie tych choréb. Hipotezy ttumaczace zwigzek pomiedzy HLA-B27 a zacho-
rowaniem na zesztywniajgce zapalnie stawow kregostupa przedstawiane sg w tabeli 2.
Nalezy pamietac, Ze nie jest to biatko zaprojektowane przez nature po to, zeby jego no-
siciel chorowal. Podstawowa funkcja HLA-B27 jest prezentacja antygenu i aktywacja
limfocytow cytotoksycznych. Wydaje sie, ze czasteczka HLA-B27 uczestniczy w tym
procesie prezentacji antygenow wirusowych wyjatkowo sprawnie i wydajnie. Osoby po-
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siadajace HLA-B27 wykazujg wolniejszg progresje AIDS po zakazeniu wirusem HIV,
dobra kontrole infekcji wirusami grypy, HCV i EBV.

Tabela 2. Hipotezy tltumaczace zwigzek pomiedzy HLA-B27 a zachorowaniem na zesztywniajace
zapalnie stawéw kregostupa

1 HLA- B27 jest zwigzane z podtozem genetycznym choroby
2 HLA- B27 wigze i prezentuje ,artrogenne peptydy” limfocytom T
3 HLA-B27 jest zaangazowane w selekcje w grasicy limfocytéw T, ktére moga przyczyniac sie do rozwoju

choroby

Czasteczka HLA -B27 posiada wolna cysteine w pozycji 67. Aminokwas ten moze ulega¢ modyfika-
cjom prowadzac do powstania neoepitopu i wzrostu immunogennosci tej czasteczki

Istnieje powinowactwo krzyzowe pomiedzy przeciwciatami skierowanymi przeciwko antygenom
bakteryjnym a czasteczka HLA-B27

6 | Interakcja pomiedzy HLA-B27 a superantygenem prowadzi do niespecyficznej aktywacji limfocytow T

7 HLA-B27 jest receptorem dla ligandéw pochodzenia bakteryjnego

Peptydy pochodzace z proteolizy HLA-B27 moga by¢ prezentowane przez MHC klasy Il limfocytom
pomocniczym

12.2. Rola HLA w PATOCENEZIE R/S

Ryzyko zachorowania na reumatoidalne zapalenie stawoéw wigze si¢ z obecnoscig
pewnych typéw czasteczek HLA. Analiza molekularna czasteczek HLA DR  1*0401,
DR f 10404, DR B1¥0405, DRF1*0408, DRP1*0101, DR p11001 pozwolita zidentyfi-
kowac¢ identyczng sekwencje aminokwasowg w pozycji 70-74. Sekwencja ta nosi nazwe
“wspolnego epitopu” . Wspdlny epitop jest zlokalizowany w rowku wigzacym antygen.
Uwaza sig, ze czasteczki HLA posiadajace wspolny epitop moga prezentowaé limfocy-
tom T potencjalne autoantygeny. Uwaza sie, ze czasteczki HLA posiadajace wspolny
epitop wiaza si¢ z wystepowaniem przeciwcial przeciwko cyklicznym cytrulinowanym
peptydom. W populacji kaukaskiej chorych na RZS (bez obecnosci przeciwcial prze-
ciwko cyklicznym cytrulinowanym peptydom) zidentyfikowano czynniki ryzyka takie
jak obecnos¢ seryny lub leucyny w pozycji 11 HLA-DRBI i aspartamu w pozycji 9 cza-
steczki HLA-B,

|2 3. Roia HLA W PATOGENEZIE TOCZNIA

W populacji europejskiej wykazano zwigzek pomiedzy zachorowaniem na toczen a wy-
stepowaniem alleli HLA-DRB*0301 i HLA-DRB1*1501.

12.4. RotaA HLA W PATOCENEZIE TWARDZINY

Najwigksze badanie dotyczace zwigzkéw pomiedzy uktadem HLA a ryzykiem wysta-
pienia twardziny opublikowano w 2012r. Przebadano 1300 chorych (pochodzacych
z rasy bialej, czarnej i pochodzenia hiszpanskiego) i 1000 zdrowych oséb. Allelami
zwigkszajacymi prawdopodobienistwo wystapienia choroby sa HLA-DRB1*1104, HLA-
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-DQA*0501, HLA-DQB1*0301 oraz allele HLA-DQB1 kodujace warianty biatka, ktére
posiada w pozycji 26 aminokwas inny niz leucyna (tzw. HLA-DQB1 26 epi). W tym
samym badaniu zaobserwowano efekt protekcyjny dla haplotypéw HLA-DRB1*0701,
HLA-DQA1*0201, HLADQB1*0202 i HLA-DRB1*1501. W innych badaniach dowie-
dziono zwigzku pomiedzy zachorowaniem na twardzine a wystepowaniem alleli HLA-
-DRB1*01, HLA-DRB1*04 i HLA-DRB*08.
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Rozpziar S
Limfocyty T

Ewa Kontny

|. CHARAKTERYSTYKA OGOLNA

Limfocyty T to heterogenna subpopulacja komorek biorgcych udziat w odpowiedzi
nabytej, ktérg zapoczatkowuje rozpoznanie, przetworzenie i prezentacja antygenu
przez wyspecjalizowane komoérki (APC) (rozdzial 4). Za pomocg powierzchniowych
receptorow dla antygenu (T cell receptors - TCR) limfocyty T rozpoznajg antygeny
polaczone w kompleksy z czasteczkami uktadu zgodnosci tkankowej (HLA klasy I lub
II) lub z czasteczkami pokrewnymi (CD1, MR1). Wigkszos$¢ limfocytéw T posiada
TCR zbudowany z tancuchéw a i B (limfocyty Tap) i rozpoznaje peptydy pochodzce
ze zdegradowanych bialek, prezentowane w restrykcji HLA klasy I lub II. Sg to tzw.
konwencjonalne limfocyty T. Wsrdd limfocytow Taf wyodrebnia sie takze mniej-
szosciowq pule tzw. niekonwencjonalnych limfocytéw T, ktére rozpoznaja antygeny
niebiatkowe. Do niekonwencjonalnych limfocytéw T nalezg réwniez komorki posia-
dajace receptor TCR zbudowany z taricuchéw y i § (limfocyty Tyd) (podrozdziat 7.).

Kazdy fancuch TCR ma czg¢$¢ stala, ktorg jest zakotwiczony w blonie, z krotkim
odcinkiem wewnatrzkomdérkowym, oraz cz¢$¢ zmienng zawierajaca 3 regiony hi-
perzmienne (CDR - regiony determinujace dopasowanie), za pomoca ktérych
rozpoznaje prezentowane antygeny. Oprécz TCR na powierzchni limfocytow T
wystepuja charakterystyczne dlan czasteczki CD (cluster of differentiation — kom-
pleks réznicowania), takie jak: CD3 - kompleks tanicuchéw biatkowych (y, §, €, ()
przekazujacych sygnat aktywacyjny z TCR; CD4 lub CD8, ktére podczas prezentacji
antygenu laczg sie z niepolimorficzng cze¢scig odpowiednio czgsteczek HLA klasy II
lub I; CD2 i CD5 zwigzane z przekazywaniem sygnatu aktywacyjnego; CD7- beda-
c3 najwczes$niejszym markerem limfocytéw T podczas ich powstawania w grasicy.
Ze wzgledu na pelnione funkcje limfocyty T dzieli si¢ na limfocyty T pomocnicze
(T helper - Th), cytotoksyczne (T cytotoxic — Tc) i regulatorowe (T regulatory — Treg).
Zgodnie z przyjeta zasada limfocyty posiadajace czasteczke CD4 (TCD4*) uwazane
sa za komorki pomocnicze, a limfocyty TCD8* za cytotoksyczne, cho¢ wiadomo,
ze ten podzial jest pewnym uproszczeniem (rozdzialy 4 i 5). Gléwnym zadaniem
limfocytéw Tc jest niszczenie komorek zakazonych wirusami i innymi mikroorga-
nizmami wewnatrzkomorkowymi, a takze eliminowanie komoérek nowotworowych.
Natomiast limfocyty Th wspomagaja odpowiedz humoralng i komdrkowa.
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Ryc. 1. Rekombinacja genéw TCR
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Rzeczywista liczba wezystkich rodzajéw TCR: Z,5x107: liczba limfocytdw T ~ 103

2. DOJRZEWANIE LIMFOCYTOW T W CRASICY

Wszystkie limfocyty T powstaja w grasicy (stad ich nazwa od thymus — grasica)
i wywodza si¢ z tych samych komoérek prekursorowych. Zasiedlajace grasice komorki
progenitorowe pochodza z plodowej watroby, a pozniej ze szpiku. W grasicy przecho-
dza one zlozony proces dojrzewania, podczas ktérego dochodzi do nieodwracalnego
zroznicowania w linie limfocytéw T posiadajacych TCR o niezwykle zréznicowa-
nej swoistosci dla antygenu. Gtéwnym zrédlem réznorodnosci repertuaru TCR jest
rekombinacja genéw, ktére znajdujg si¢ na 7 i 14 chromosomie i koduja poszcze-
golne tancuchy receptora (ryc. 1.). Lancuchy TCR sg kodowane przez odrebne geny,
z ktorych kazdy ma budowe mozaikows - czesci zmienne i state tych tancuchow sa
kodowane przez odrebne segmenty genowe, ktére wystepuja w réznych wariantach.
W przypadku tancuchéw a i y czesci zmienne s kodowane przez segmenty Vi J,
a w przypadku tancuchow B i 8 przez segmenty V, D i J. Natomiast czgs$¢ staly ko-
dujg segmenty genowe C. Poszczegdlne warianty segmentéw genowych sg oddzielone
od siebie niekodujacymi odcinkami DNA. Aby utworzyt sie ,gotowy” gen kodujacy
wybrany tancuch receptora musi dojs¢ do polfaczenia si¢ poszczegdlnych segmentow.
Ten proces, zwany rekombinacja, zalezy od aktywnosci réznych enzymoéw (rekombinaz,
endonukleaz RAG1 i RAG2, transferazy nukleotydéw koncowych - TdT), dzigki ktérym
poprzez wypetlenie, delecje lub rzadziej inwersje odcinkéw DNA dochodzi do dowol-
nego taczenia sie réznych segmentdw. Podczas rekombinacji do ztaczy kodujacych, kto-
re taczg sekwencje kodujace poszczegolnych segmentdw, dofaczane sg przez TdT nowe
nukleotydy (w liczbie 1-15), albo cz¢s$¢ z nich (do 20) jest usuwana. Takie nowe odcinki
DNA na zlgczach, zwane regionami N, sg dodatkowym zrédtem réznorodnosci TCR.
Inng przyczyna jest tzw. redagowanie receptoréw, polegajace na ponownej rearanzacji
genow TCR. Potencjalna liczba kombinacji TCR jest wigksza niz immunoglobulin, ale
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ta mozliwos¢ nie jest wykorzystywana. Rzeczywista liczba wszystkich rodzajéw TCR u
jednego osobnika jest nizsza od liczby limfocytéw T, a limfocyt T moze rozpoznawa¢
podobne do siebie antygeny. Aby utrzymac¢ te réznorodnos¢ TCR, liczba dziewiczych
limfocytow T swoistych dla konkretnego antygenu musi by¢ mata ( okoto 1-10 na 1
mln limfocytéow T). Z tych powodéw, po rozpoznaniu antygenu poszczegélne klony
limfocytow T (z TCR swoistym dla okreslonego antygenu) ulegaja ekspansji klonalnej
(proliferacji), co w przeciagu 7-10 dni wytwarza pule wykonawczych limfocytéw T na
tyle duzg, Ze wystarcza ona do eliminacji patogenu.

Sprawdzanie funkcjonalnosci wytworzonych TCR odbywa si¢ podczas selekcji pozy-
tywnej i negatywnej tymocytoéw. Podczas selekcji pozytywnej, odbywajacej sie¢ w korze
grasicy, tymocytom sa prezentowane, przez komorki nablonkowe kory (cTEC), auto-
antygeny rzadko spotykane na obwodzie. Przezywaja tylko te tymocyty, ktérych TCR
rozpoznat jakas kombinacje antygenu i czasteczki HLA z odpowiednio wysokim powi-
nowactwem, pozostale komorki ging $miercig apoptotyczng (tzw. ,,$mier¢ z zaniedba-
nia”), albo redagujg TCR. W kolejnym etapie, przebiegajacym w korze i rdzeniu grasi-
cy, uczestniczg rozne typy APC (komorki nabtonkowe rdzenia - mTEC, dendrytyczne,
makrofagi, limfocyty B), ktére prezentujg autoantygeny wystepujace powszechnie na
obwodzie (narzagdowo swoiste). Za ekspresje tych autoantygenéw w mTEC odpowiada
przede wszystkim biatko zwane regulatorem autoimmunizacji (autoimmune regulator
- AIRE), ktére wiaze sie¢ do DNA i tworzy platforme dla innych czynnikéw transkryp-
cyjnych, regulujgc przez to ekspresje wielu genow. Uczestniczace w selekcji negatywnej
APC s3 wyposazone w rozne i inne niz na obwodzie mechanizmy przetwarzania antyge-
nu, dzigki czemu tymocyty spotykaja si¢ z innym niz na obwodzie zestawem peptydéw
pochodzacych z wlasnych antygendéw. W tym etapie kontroli ging tymocyty rozpozna-
jace kompleksy antygen-czasteczka HLA z wysokim powinowactwem, gdyz po opusz-
czeniu grasicy mogg stwarzaé ryzyko rozwoju choroby autoimmunizacyjnej. Podczas
selekcji negatywnej czes¢ komorek traci czasteczke CD4, a czes¢ CD8 — w ten sposob
zostaje ustalone rozpoznanie antygenu w restrykcji HLA klasy I lub II. Niektore tymo-
cyty CD4" rozpoznajace wlasne antygeny z duzym powinowactwem przezywaja selek-
cje negatywna i rdznicujg si¢ w naturalne komorki regulatorowe (nTreg). Podobnemu
procesowi podlegaja takze niektdre tymocyty CD8*. W okresie noworodkowym i oko-
toporodowym nTreg stanowig okoto 6-7% tymocytow. Po selekcji negatywnej dojrzate
limfocyty T opuszczaja grasice poprzez naczynia krwionosne i zasiedlaja obwodowe
narzady limfatyczne. Co ciekawe, limfocyty Ty, ktdre powstaja w grasicy jako pierw-
sze, opuszczajg falami i kolejno zasiedlajg tkanki obwodowe - skore, nastepnie pluca,
btony $luzowe Zenskich narzgdéw rodnych, jelito. Receptory TCR limfocytéw Tyd z po-
szczegdlnych fal emigracyjnych réznia si¢ pod wzgledem zrearanzowanych segmentéw
genowych, co jest wazne w tworzeniu skutecznych barier immunologicznych.

3. AKTYWACJA LIMFOCYTOW [

Grasice opuszczaja dziewicze limfocyty T (naive T cells - Tn), ktore nastepnie kraza
przezkrewichlonke, az do rozpoznania antygenu prezentowanego im w obwodowych
narzgdach limfatycznych (rozdzial 3). Rozpoznanie antygenu powoduje aktywacje
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limfocytéw T, podczas ktérej uruchamiane sg rézne szlaki przekazywania sygnalu
do wnetrza komorki. Biorg w nich udzial biatka adaptorowe, wtérne przekazniki
biochemiczne i enzymy, co ostatecznie powoduje uczynnienie czynnikéw transkryp-
cyjnych, ktore z kolei uruchamiajg transkrypcje réznych genow i odpowiedz komor-
ki. Trzeba jednak podkresli¢, Zze samo rozpoznanie antygenu (w restrykcji HLA) jest
niewystarczajace. Do pelnej aktywacji (wytworzenia i sekrecji okreslonych czynni-
kéw i podzialéw komorki) limfocyt T musi otrzymac sygnaly pomocnicze, ktérych
dostarczaja przede wszystkim czasteczki ko-stymulacji oraz cytokiny wytwarzane
przez APC. Poprzez odpowiednie pary czasteczek ko-stymulacji rézne komorki,
w tym limfocyty T, kontaktuja si¢ ze soba na poszczegélnych etapach odpowiedzi
immunologicznej, co reguluje przebieg tej odpowiedzi. W przypadku limfocytow Tn
gtowny sygnal ko-stymulacji jest dostarczany przez polaczenie czasteczek CD28 na
limfocycie z czasteczkami CD80/CD86 na APC. Z kolei na aktywowanych limfocy-
tach T ekspresja czasteczek CD28 maleje a pojawiaja si¢ czasteczki CTLA-4, ktore
wiazg sie z CD80/CD86 na APC, co dostarcza limfocytowi T sygnalu wygaszajacego
aktywacje — to zjawisko jest wykorzystywane w terapii (podrozdziat 8.). Aktywowa-
ne limfocyty T roznicujg si¢ w komorki wykonawcze, migruja do miejsca zakazenia,
gdzie powoduja eradykacje patogenow, po czym wigkszos$¢ z nich ginie, a czes$¢ prze-
ksztalca si¢ w komorki pamieci immunologicznej (podrozdzial 6.).

4. SUBPOPULACJE POMOCNICZYCH LIMFOCYTOW T

Wkrétce po aktywacji komoérki TCD4* produkujg rézne cytokiny, pdzniej ich zdol-
nos$¢ do wytwarzania cytokin ,,polaryzuje si¢”. ,,Polaryzacja’, czyli ukierunkowanie
w okreslony podtyp Th, zalezy od mikrosrodowiska w jakim znajduje si¢ limfocyt
T: rodzaju patogenu, typu APC i sily z jaka TCR rozpoznaje antygen, wytwarzanych
lokalnie cytokin. W tym procesie roznicowania powstaja subpopulacje limfocytow
Th (Thl, Th2, Th9, Th17, Th22, Tth, Treg i inne?), ktore wytwarzajg okreslony zestaw
cytokin, pelnig okreslone funkcje i sg najbardziej skuteczne w eliminacji patoge-
nu, ktéry wywolal odpowiedZ immunologiczng. Wiekszos¢ subpopulacji Th pelni
swoje funkcje wykonawcze w tkankach obwodowych, za wyjatkiem limfocytéw Tth
dziatajagcych w obwodowych narzadach limfatycznych i Treg dziatajacych zaréw-
no w tkankach obwodowych jak i obwodowych narzadach limfatycznych. Schemat
polaryzacji limfocytow TCD4* w odpowiednie subpopulacje Th przedstawiono na
ryc. 2. W limfocycie Th reagujagcym na sygnaly z mikro$rodowiska, uruchamiany
jest odpowiedni program zalezny od aktywnosci ,,polaryzujacych” czynnikow tran-
skrypcyjnych, ktdre poprzez uczynnienie odpowiedniego zestawu gendéw uzdalnia-
ja dang subpopulacje komérek do pelnienia okreslonych funkcji. W rzeczywistosci
ekspresja unikatowego dla danej subpopulacji zestawu gendéw zalezy od kooperacji
»polaryzujacych” czynnikéw transkrypcyjnych z modyfikatorami epigenetycznymi
(np. z demetylazami, ktore poprzez demetylacje DNA ulatwiajg transkrypcje genow)
i sensorami metabolicznymi. Jednym z takich czujnikéw metabolicznych jest HIF1a
(czynnik indukowany przez niedotlenienie), ktéry pelni wazng role w powstawaniu
limfocytéw Th17, gdyz z jednej strony promuje uzyskiwanie energii w procesie gli-
kolizy, a z drugiej zwigcksza ekspresje czynnika transkrypcyjnego RORyt . Oprécz
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tego HIF1la wiaze czynnik transkrypcyjny FOXP3, co powoduje degradacje FOXP3
i przez to hamuje powstawanie limfocytéw Treg. Ponizej omdwiono najwazniejsze
wladciwos$ci poszczegdlnych subpopulacji Th, a doktadniejszg charakterystyke cy-
tokin oraz ich udzial w patogenezie chordb reumatycznych podano w rozdziale 2.

Limfocyty Th1 biorg udzial w odpowiedzi zapalnej typu komorkowego i reakcjach
nadwrazliwosci op6znionej. Pelnig wazng role w eliminacji patogendéw wewnatrzko-
morkowych. Charakterystyczng cechg limfocytéw Thl jest wytwarzanie IFNy i IL-2.
Poprzez te cytokiny limfocyty Thl nasilajg odpowiednio cytotoksyczno$¢ komor-
kowg i aktywuja makrofagi. Sq one zrédlem takze innych cytokin, m.in. czynnika
martwicy nowotworu (tumor necrosis factor - TNF), limfotoksyn, czynnika stymulu-
jacego tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagéw (granulocyte-macrophage colo-
ny stimulating factor - GM-CSF). Ze wzgledu na wytwarzanie IFNy, limfocytom Th1
przypisuje sie role patogenng w takich chorobach reumatycznych jak toczen rumie-
niowaty uktadowy (TRU) i zespdt Sjogrena.

Fizjologiczng funkcjg limfocytéw Th2 jest udzial w obronie organizmu przed inwa-
zjami spowodowanymi przez pasozyty wielokomdrkowe. Te komorki sg takze aktyw-
nymi uczestnikami reakcji alergicznych. Limfocyty Th2 wytwarzajg IL-4, IL-5 i IL-
13, a dzialajg przede wszystkim w tkankach nablonkowych, gtéwnie w przewodzie
pokarmowym i ptucach, stad ich powstawanie jest regulowane przez komorki na-
blonkowe i komoérki odpornosci wrodzonej zasiedlajace te tkanki. Limfocyty Th2 sa
zwigzane z patogenezg choréb autoimmunizacyjnych zaleznych od autoprzeciwciat
i przebiegajacych z burzliwg odpowiedzig humoralng, takich jak TRU, gdyz wytwa-
rzana przez nie IL-4 chroni autoreaktywne limfocyty B przed apoptoza, zwigksza ich
przezycie i aktywnos$¢. Z drugiej strony, cytokiny wytwarzane przez limfocyty Th2
moga dziala¢ protekcyjne w chorobach z dominujgcg odpowiedzia typu komorko-
wego, gdyz hamuja powstawanie limfocytéow Thl i Thl7, a takze ograniczajg zapa-
lenie zalezne od komoérek Thl. Odpowiedz zalezna od aktywnosci limfocytow Th2
jest wspomagana przez subpopulacje Th9, wytwarzajaca IL-9. Do niedawna sadzono,
ze IL-9 wytwarzajg limfocyty Th2. Okazalo sie¢ jednak, ze Zrédlem tej cytokiny jest
odrebna subpopulacja komorek, ktéra powstaje w srodowisku zawierajacym IL-4
(niezbedng do powstania komoérek Th2) i czynnika transformujacego p (TGFp), kto-
ry takze indukuje powstawanie limfocytéw Treg. Limfocyty Th9 sa silnie zwigzane
z rozwojem astmy, gdyz IL-9 aktywuje eozynofile i komorki tuczne, zwigksza takze
wytwarzanie $luzu.

Pomocnicze limfocyty T grudek limfatycznych (follicular helper T cells - Tfh) pel-
nig kluczowsa role wspomagajaca odpowiedz humoralng. Te komoérki powstajg pod-
czas prezentacji antygenu w strefach T-zaleznych wtérnych narzadow limfatycznych
w obecnosci IL-21 i IL-6. Nastepnie migruja na granice stref T- i B-zaleznych, gdzie
wchodzg w interakcje z limfocytami B rozpoznajacymi antygen, dostarczajac im
sygnaléw pomocniczych. Przejawia si¢ to ich zdolno$cig do zwigkszania przezycia
i dojrzewania limfocytéw B, a takze powstawania limfocytow B pamieci immunolo-
gicznej. Oprocz tego limfocyty Tth wspomagaja przelaczanie izotypu immunoglobu-
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lin, dojrzewanie powinowactwa przeciwcial a takze wytwarzanie przeciwcial o wyso-
kim powinowactwie przez dtugozyjace komdrki plazmatyczne. Zmniejszong liczbe
limfocytéw Tth obserwuje si¢ w niedoborach immunologicznych, a role patogenna
przypisuje sie tym komoérkom w powstawaniu chtoniakéw i w chorobach autoim-
munizacyjnych przebiegajacych z wytwarzaniem autoprzeciwcial, takich jak TRU,
zespol Sjogrena, wezesne reumatoidalne zapalenie stawow (RZS).

Limfocyty Th17 i pokrewne im Th22 biorg udzial w odpowiedzi immunologicznej na
zakazenia patogenami zewnatrzkomoérkowymi, w tym w obronie przeciwgrzybiczej. Sa
one waznymi komponentami takich barier immunologicznych jak skora i jelita, gdzie
uszczelniajg bariere nablonkows, stymulujg komorki nabtonkowe do wytwarzania pep-
tydéw przeciwmikrobowych (np. defensyn), chemokin przyciagajacych inne komorki
immunologiczne, a w jelicie takze mucyn tworzacych ochronng warstwe sluzu. Oprocz
tego komorki obu tych subpopulacji silnie aktywujg neutrofile. Limfocytom Th17 i
Th22 oraz wytwarzanym przez nie cytokinom przypisuje si¢ istotng role w patogenezie
tuszczycy, spondyloartropatii zapalnych i RZS.

Regulatorowe limfocyty T (Treg) sa gtéwnymi komoérkami przeciwdziatajgcymi nad-
miernej odpowiedzi immunologicznej i chronigcymi organizm przed odpowiedzig au-
toimmunizacyjna. Czynnikiem transkrypcyjnym niezbednym do powstawania Treg, a
takze do pelnienia przez nie funkcji supresorowych, jest FoxP3. Do komérek Treg zalicza
sie powstajace w grasicy naturalne Treg (nTreg), oraz indukowalne Treg (iTreg), ktore
réznicujg sie poza grasica, podczas odpowiedzi immunologicznej. Wérdd iTreg wyréznia
sie limfocyty Trl, wytwarzajace IL-10, oraz Th3 syntezujace TGFP. Limfocyty Treg wy-
wierajg dziatanie supresorowe na niemal wszystkie komérki biorace udziat w odpowie-
dzi immunologicznej. Czynig to przede wszystkim poprzez wydzielane cytokiny, ale tak-
ze inne czynniki o dzialaniu supresyjnym (np. adenozyne), kontakt miedzykomoérkowy,
cytotoksyczne niszczenie komdrek docelowych (via uwalniane granzymy), indukowanie
stanu anergii limfocytéw, hamowanie dojrzewania i zdolno$ci do prezentacji antygenu
przez komorki dendrytyczne. W ten sposdb Treg nie tylko kontrolujg intensywno$¢
toczacej sie odpowiedzi immunologicznej, ale takze pelnig wazna role w jej wygaszaniu.
Istotnym mechanizmem dziatania Treg jest indukowanie w komdrkach dendrytycznych
ekspresji deiminazy indoleaminy (IDO), enzymu powodujacego degradacje tryptofanu
- aminokwasu niezbednego do przezycia limfocytéw T. Lokalny niedobodr tryptofanu
jest przyczyng ,wygtodzenia” i §mierci wykonawczych limfocytow T.

W chorobach autoimmunizacyjnych, w tym reumatycznych, czesto obserwuje si¢ nie-
dobor ilo$ciowy i/lub zaburzenia czynno$ciowe limfocytow Treg, ale wiele wynikow jest
niespdjnych. Wiadomo jednak, ze na te zaburzenia moze wplywa¢ zaréwno aktywnos¢
choroby jak i leczenie. Obserwowano na przyklad mniejszg liczbe krazacych Treg w ak-
tywnym i/lub wezesnym TRU i RZS, a po terapii inhibitorami TNF (iTNF) czgsto liczba
tych komorek zwigkszata si¢ wraz z poprawg kliniczng. Z kolei w zajetych chorobowo
tkankach zwykle stwierdza si¢ zwiekszong liczbe Treg, przy czym nie sg to sprawne ko-
morki supresorowe, gdyz srodowisko zapalne uposledza ich funkcje, a nawet moze prze-
ksztatcac je w komorki pro-zapalne, co ma miejsce np. w nieswoistych zapaleniach jelit.
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Réznicowanie limfocytow Th jest procesem czesciowo odwracalnym, co pozwala na
»dostosowanie” puli komorek wykonawczych do aktualnych potrzeb. Podczas zaka-
zenia, toczacej si¢ odpowiedzi zapalnej i towarzyszacego uszkodzenia tkanek wa-
runki panujace w mikrosrodowisku mogg si¢ dynamicznie zmienia¢. Dzigki pewnej
plastycznosci roznicowania limfocyty Th moga odpowiadaé na te zmiany i w pew-
nym stopniu modyfikowaé swoj fenotyp i funkcje. Tym niemniej stwierdzane w roz-
nych chorobach limfocyty Th o fenotypie mieszanym sg bardziej agresywne i petnia
role patogenng. W cukrzycy, RZS, chorobie Lesniowskiego-Crohna sg to limfocyty
Th1/Th17, a w astmie alergicznej limfocyty Th17/Th2. Oprécz tego w réznych cho-
robach autoimmunizacyjnych, np. cukrzycy typu 1, mtodzienczym idiopatycznym
zapaleniu stawow (MIZS) czy stwardnieniu rozsianym ekspresja FoxP3 w Treg jest
malo stabilna i cz¢§¢ tych komorek wytwarza IFNy. Podobnie w RZS cze$¢ komorek
Treg FoxP3* produkuje IL-17. Przypuszcza sie, Ze unikatowe dla danej choroby mi-
kro$rodowisko moze zmienia¢ program réznicowania limfocytow Th, a takie prze-
programowane komorki przyczyniajg si¢ do patogenezy choroby. Z tych powodow
podejmuje sie proby normalizacji tych zaburzen poprzez odpowiednie postgpowania
terapeutyczne (podrozdziat 8).

5. Cyroroksyczne LimrocyTy T CDE*

Gléwna funkcjg limfocytéw T CD8* jest rozpoznawanie i zabijanie komorek zaka-
zonych wirusami i innymi mikroorganizmami przezywajacymi wewnatrz komoérek
a takze eliminacja komdrek nowotworowych. Pule dziewiczych limfocytéow T CD8*
tworzy niewielka (okoto kilkuset) liczba antygenowo swoistych komérek prekurso-
rowych, ktore moga odpowiadac na szeroki zakres antygenow wywodzacych sie z pa-
togendéw. Z tych powoddw w przypadku infekeji liczba tych komorek musi sie gwat-
townie zwigkszy¢, aby chroni¢ organizm. W tej ekspansji, polegajacej na proliferacji
okreslonych swoistych antygenowo klonéw limfocytéw T CD8" i zwigkszajacej liczbe
komorek wykonawczych do milionéw, wazng role odgrywaja cytokiny prozapalne,
takie jak IFNy i IL-12, ktére dostarczajg tym komdrkom trzeciego sygnatu ko-sty-
mulacji. Oprécz tego wykonawcze limfocyty T CD8* nabywajg ekspresji czasteczek
cytotoksycznych (granzymu B, perforyny) i wytwarzaja IFNy oraz TNE Pod tym
wzgledem wykonawcze limfocyty T CD8* przypominajg limfocyty Thl. Mechanizm
ich dziatania cytotoksycznego omdéwiono w rozdziale 8.

O. LIMFOCYTY T PAMIECI IMMUNOLOGICZNEJ

Po fazie wykonawczej odpowiedzi immunologicznej i eliminacji patogenu pozostaje
znaczna liczba limfocytow T, ktore stanowia zagrozenie dla integralnosci tkanek. Te
komorki sg eliminowane takze poprzez apoptoze komorek aktywowanych - zjawisko
zalezne od IL-2 a spowodowane zwigkszong wrazliwoscig limfocytéw aktywowanych
na ten rodzaj zaprogramowanej $mierci komorki. Nie wszystkie aktywowane lim-
focyty T sa eliminowane w fazie wygaszania odpowiedzi immunologicznej — czg$§¢
z nich (5-10%) przezywa i pozostaje w organizmie jako komoérki pamieci immunolo-
gicznej (memory T - Tmem), ktére daja szybka ochrone przy kolejnej ekspozycji na
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dany patogen. Limfocyty Tmem sg heterogenng populacja komoérek. W obwodowych
narzadach limfatycznych znajduja si¢ dltugozyjace limfocyty Tmem gotowe do obro-
ny organizmu w przypadku zakazen uogélnionych, zwane centralnymi komoérkami
pamieci. W grudkach chlonnych w poblizu limfocytéw B sg limfocyty Tmem grudek
gotowe do wspomagania odpowiedzi humoralnej. W tkankach obwodowych sa osia-
dle tkankowe Tmem zapewniajace szybka lokalng odpowiedz w przypadku infekcji.
Natomiast recyrkulujace pomiedzy narzgdami limfatycznymi i tkankami obwodo-
wymi wykonawcze limfocyty Tmem sg zdolne do szybkiej odpowiedzi protekcyj-
nej nieograniczonej anatomicznie i potrafig natychmiast wytwarza¢ rézne cytokiny.
Ta réznorodnos¢ jest odzwierciedleniem progresywnego roznicowania limfocytow
Tmem, ktéremu towarzyszy utrata zdolnosci do samoodnowy, zmniejszenie migracji
do obwodowych narzagdéw limfatycznych na korzys¢ tkanek obwodowych i nasile-
nie funkcji wykonawczych. Ten proces i utrzymywanie odpowiedniej ilo§ciowo puli
Tmem jest zalezny od IL-15 i IL-7. Limfocyty Tmem cechujg mate wymagania do
aktywacji, spowodowane wysoka ekspresja czasteczek adhezyjnych i ko-stymulacji
oraz zdolno$¢ do wytwarzania réznych cytokin. Zjawisko pamieci immunologicznej
wykorzystuje sie w praktyce - szczepienia ochronne indukujg w organizmie rozwoj
pamieci immunologicznej zapobiegajacej rozwojowi choroby nawet po latach od
szczepienia.

/. NIEKONWENCJONALNE LIMFOCYTY T

W odroéznieniu od klasycznych limfocytow T, ktére rozpoznajg antygeny peptydowe
w restrykcji HLA klasy I lub II, niekonwencjonalne limfocyty T rozpoznajg przede
wszystkim antygeny niebiatkowe prezentowane przez niepolimorficzne czasteczki
kodowane w obrebie locus HLA (HLA-E) lub poza nim (CD1 i MR1). Repertuar
TCR tych komorek jest bardziej ograniczony niz TCR klasycznych limfocytéw T.
Krazace prekursory niekonwencjonalnych limfocytéow T z TCR swoistym dla danego
antygenu sg liczne (kilkadziesiat tysiecy na milion), nie musza zatem ulega¢ ekspan-
sji klonalnej (poréwnaj podrozdziat 2.) i sa gotowe do szybkiej odpowiedzi wyko-
nawczej, uruchamianej w ciggu godzin do dni, co upodabnia je do komorek uktadu
odpornosci wrodzonej. Badania z ostatnich wskazujg na znaczne zréznicowanie nie-
konwencjonalnych limfocytéw T. Wsrdéd nich najlepiej poznane s komdrki NKT
(natural killer T cells), Yaczace cechy limfocytéw T i komoérek naturalnie cytotoksycz-
nych (natural killers - NK), ktore u ludzi stanowia okoto 0,2% limfocytéw T krwi
obwodowej. Komorki NKT dzieli si¢ na typu I, ktore do wytworzenia TCR uzywaja
ograniczonej liczby segmentéw Va i VP (invariant natural killer T- iNKT) oraz typu
IT posiadajacych TCR o bardziej zréznicowanym repertuarze. Obie subpopulacje
rozpoznajg lipidy i ich pochodne prezentowane przez czasteczki CD1d. Limfocyty
iNKT pelnig wazne funkcje immunoregulacyjne, gdyz juz w kilka minut do godzin
od rozpoznania antygenu wytwarzaja rézne cytokiny, zwigkszaja zdolnos¢ APC do
prezentacji antygenu i wspomagaja odpowiedz humoralng. Ta réznorodno$¢ czyn-
nosciowa iNKT wynika z tego, ze w rzeczywistosci sg one populacjg heterogenng,
przypominajacg zrdznicowanie klasycznych limfocytéw Th w odrebne subpopulacje
funkcjonalne (podrozdziat 4.). Limfocytom iNKT przypisuje si¢ powigzanie z pato-
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genezg niektérych chordb autoimmunizacyjnych, w ktérych dochodzi do zaburzenia
mechanizméw immunoregulacyjnych, np. RZS, TRU. Nie jest jeszcze jasne, czy ob-
serwowany niedobor komdrek iNKT jest przyczyng czy tez skutkiem tych chorob.
Sposérod innych grup limfocytéow T rozpoznajacych antygeny w restrykeji CD1, ktore
u ludzi stanowig 0,1-10% limfocytow T krwi, zwraca si¢ uwage m.in. na komorki
rozpoznajace lipidy Mycobacterium tuberculosis, oraz limfocyty T produkujace IL-22
i wystepujace gtownie we krwi i skorze, gdzie rozpoznajg autoantygeny lipidowe toju
skornego, ale biologia tych komorek nie jest w pelni poznana.

Inng grupa niekonwencjonalnych limfocytéw T sg komorki zasiedlajace blony $lu-
zowe (mucosal-associated invariant T - MAIT), ktore biorg udzial w odpowiedzi na
zakazenia niektérymi mykobakteriami i enterobakteriami. MAIT rozpoznajg me-
tabolity pochodzace z bakterii i grzyboéw (pochodne witaminy B2 - ryboflawiny)
skompleksowane z czasteczkami MR1, a produkuja rézne cytokiny (IL-2, IFNy, TNE,
IL-17). We krwi obwodowej tych komorek jest niewiele (1-10%), a wiekszos¢ wyste-
puje w jelicie, watrobie, ptucach. Ich ekspansja na obwodzie jest zalezna od mikro-
bioty jelit i limfocytow B. Nieliczne jak dotad obserwacje wskazujg na upo$ledzenie
czynno$ciowe i/lub ilo$ciowe tych komoérek odpowiednio w TRU i RZS.

Do grupy niekonwencjonalnych limfocytéw T zalicza si¢ takze komorki, ktérych
TCR jest zbudowany z fancuchéw y i 8. Limfocyty Tyd stanowia 1-10% krazacych
limfocytéw T, ale w tkankach nablonkowych jest ich znacznie wiecej. Rozpoznaja
one antygeny prezentowane przez czasteczki CD1 i biorg udzial we wszystkich fa-
zach odpowiedzi immunologicznej, wplywajac na czynno$¢ innych komorek i stano-
wiac wazny komponent barier immunologicznych skory, jelit, ptuc, drég ptciowych.
U ludzi sg 2 subpopulacje tych komdrek. Limfocyty z TCR Vy/81, z ktérych wigk-
520$¢ (70-90%) wystepuje w tkankach, gdzie biora udzial w utrzymaniu integralnosci
tkanek rozpoznajac autoantygeny pojawiajace si¢ na komorkach poddanych stresowi
komorkowemu (np. MICA/MICB), eliminujac cytotoksycznie komérki uszkodzone,
nowotworowe, zakazone wirusami. Drugg subpopulacja sa limfocyty T z TCR Vy/
82, stanowiace wiekszos¢ (90%) limfocytow Tyd i wystepujace gtéwnie we krwi ob-
wodowej. Pelnig one wazng role w odpowiedzi na zakazenia bakteryjne (w okresie
plodowym i noworodkowym) i wirusowe; eliminujg takze komorki transformowane
nowotworowo. Limfocyty Vy/82 rozpoznajg czasteczki HLA klasy I oraz niebial-
kowe fosfoantygeny (bakteryjne i wtasne) wytwarzane w szlaku mewalonowym. Sa
to komorki zdolne do dziatania cytotoksycznego, wytwarzaja rézne cytokiny (IFNy,
IL-17, IL-22), moga prezentowa¢ antygeny, wykazujg tez wlasciwo$ci immunoregu-
lacyjne.

Poniewaz niekonwencjonalne limfocyty nie wymagaja uczulenia i ekspansji, s go-
towe do szybkiej odpowiedzi wykonawczej, majg wlasciwosci immunoregulacyjne i,
jak sie zdaje, nie roznicuja sie w komdrki pamieci, probuje si¢ je wykorzystywac do
zwigkszania odpowiedzi nabytej po podaniu niektérych szczepionek. W tym celu
zwigksza sie aktywnos¢ tych komorek podajgc zwigzki aktywujgce odpowiednie
subpopulacje, np. NKT za pomocg analogéw a-galaktozyloceramidu.
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8. LIMFOCYTY T JAKO KOMORKI DOCELOWE TERAPII

Terapie neutralizujace cytokiny, ktére ukierunkowujg réznicowanie limfocytéw Th
(np. anty-IL-6, anty-IL-12/23) moga mie¢ korzystne dzialanie w réznych chorobach
reumatycznych, co oméwiono w rozdziale 2. Innym sposobem normalizacji czyn-
nosciowej tych komorek jest modulowanie sity sygnatow z TCR lub dostarczanych
przez czgsteczki ko-stymulacji. Jak opisano w podrozdziale 3. polaczenie czgsteczki
CD28 na limfocycie T z czasteczkami CD80/CD86 na APC dostarcza limfocytowi T
glownego sygnatu ko-stymulacji, podczas gdy potaczenie czasteczki CTLA4, poja-
wiajacej sie na aktywowanych limfocytach T, z tymi samymi czasteczkami na APC
hamuje aktywacje i proliferacje limfocytéw T. Skonstruowano biatko fuzyjne sktada-
jace sie z zewnatrzkomorkowej czesci CTLA4 i czesci statej (Fc) ludzkiej IgG1, ktora
zwigksza okres polttrwania tego biatka. Lek CTLA4-Ig nosi nazwe Abatacept. Wigze
si¢ on z duzym powinowactwem do czgsteczek CD80 i CD86, blokujac dostarczanie
limfocytom T gléwnego sygnalu kostymulacji, a takze indukuje ekspresje IDO na
APC (podrozdzial 4.). Abatacept jest stosowany (od 2006 r) do leczenia chorych na
RZS, zostal takze zatwierdzony (2008 r) do leczenie wielostawowej postaci MIZS
(w TRU nie wykazano jego skutecznosci terapeutycznej).

Innym podejsciem terapeutycznym jest przywracanie wladciwej proporcji limfocytow
Th17 do Treg. Glikokortykosteroidy indukujg na limfocytach Treg biatko receptoro-
we GITR, a metotreksat zwigksza ekspresje FoxP3 i hamuje wytwarzanie IL-17. Zatem
oba leki mogg normalizowac¢ stosunek Th17/Treg, ale jak na razie w chorobach reuma-
tycznych, m. in. w RZS, wskazujg na to nieliczne doniesienia. Bardziej jednoznaczny
korzystny efekt powodujg u chorych iTNE ktore zwiekszaja liczbe Treg a zmniejszaja
liczbe Th17. Ostatnio wytworzono nowe, humanizowane przeciwciato (Tregalizumab),
ktore wiaze si¢ do domeny D2 czgsteczki CD4 i aktywuje selektywnie limfocyty Treg,
a hamuje proliferacje wykonawczych limfocytéw TCD4* i TCD8*. Obecnie skutecz-
nos¢ terapeutyczna Tregalizumabu jest oceniana w badaniach klinicznych (w tuszczycy
i RZS). Z kolei leki biologiczne neutralizujgce IL-17 przynosza wigksza korzys¢ terapeu-
tyczng w spondyloartropatiach zapalnych niz w RZS (rozdziat 2).

Q. PismiENNICTWO

1. Attaf M, Legut M, Cole DK, Sewell AK. The T cell antigen receptor: the Swiss army
knife of the immune system. Clin Exp Immunol 2015, 181:1-18.

2. Beyersdorf N, Kerkau T, Hiinig T. CD28 co-stimulation in T-cell homeostasis: a recent
perspective. ImmunoTargets Ther 2015, 4:111-122.

3. Brenna PJ, Brigl M, Brenner MB. Invarinat natural killer T cells: an innate activation
scheme linked to diverse effector function. Nature Rev Immunol 2014, 13:101-116.

4. Cho YN, Kee SJ, Kim RJ, et al. Mucosal-associated invariant T cell deficiency in syste-
mic lupus erythematosus. J Immunol 2014, 193:3891-3901.

5. Godfrey DI, Uldrich AP, McCluskey J et al. The burgeoning family of unconventional T
cells. Nature Immunol 2015, 16:1114-1124.

6. GrantCR, Liberal R, Mieli-Vergani G, et al. Regulatory T-cells in autoimmune diseases:
challenges, controversies and —yet-unanswered questions. Autoimmunity Rev 2015,
14:105-116.



[76] Podstawy immunologii dla reumatologow

10.

11.

12.

13.

Kara EE, Comerford |, Fenix KA, et al. Tailored immune responses: novel effector hel-
per T cell subsets in protective immunity. PLoS Pathog 2014, 10:e1003905.

Klein L, Kyewski B, Allen PM, Hogquist KA. Positive and negative selection of the T
cell repertoire: what thymocytes see (don't see). Nature Rev Immunol 2014, 4:377-
91.

Mahnke ED, Brodie TM, Sallusto R, et al. The who's who of T-cell differentiation: hu-
man memory T-cell subsets. Eur J Immunol 2013, 43:2797-809.

Raphael |, Nalawade S, Eagar TN, Forsthuber TG. T cell subsets and their signature
cytokines in autoimmune and inflammatory diseases. Cytokine 2015; 74:5-17.
Valbon SF, Condotta SA, Richer MJ. Regulation of effector and memory CD8+ T cell
function by inflammatory cytokines. Cytokine, 2015. http://dx.doi.org/10.1016/j.
cyto.2015.11.013.

va;m Vollenhoven RF, Keystone EC, Strand V, et al. Arthritis Rheumatol 2015, 67 (Suppl
10).

Wang C, Collins M, Kuchroo VK. Effector T cell differentiation: are master regulators
of effector T cells still the masters? Curr Opin Immunol 2015, 37: 6-10.



[77]

Rozpziar 6
Limfocyty B

Magdalena Massalska

[. WsTEP

Odpowiedz immunologiczng tworza mechanizmy nieswoiste - filogenetycznie star-
sze, mniej precyzyjne, ale szybciej indukowane oraz mechanizmy swoiste - wymaga-
jace czasu do swojej indukcji, ale specyficzne wzgledem indukujgcego je patogenu.
Do mechanizméw swoistych nalezy aktywno$¢ wiekszosci limfocytéw T i wigkszos¢
wytwarzanych przez limfocyty B przeciwcial. Rola limfocytéw B w uktadzie odpor-
nosciowym jest ztozona i obejmuje:

o produkcje przeciwcial,
o prezentacje¢ antygenu limfocytom T,

o udzial limfocytéw B w rozwoju tkanek limfoidalnych i regeneracji narzadow
niezwigzanych z uktadem odpornosciowym,

o produkcje cytokin i ich stymulujacy wplyw na polaryzacje odpowiedzi komérek
T CD4" efektorowych i pamieci,

o hamujacy wplyw na odpowiedz zapalng poprzez produkowane cytokiny.

2. STRUKTURA | FUNKCJE PRZECILICIAL

Przeciwciala (immunoglobuliny) sa glikoproteinami, ktére wigza antygen (Ag)
z duzg swoistoscig i powinowactwem. Powinowactwo to sila wigzania pojedynczego
determinantu antygenowego przez miejsce wigzace Ag w przeciwciele. Przeciwciala
powstate w odpowiedzi wtérnej majg wigksze powinowactwo niz te wytworzone w
odpowiedzi pierwotnej. Przeciwciata sg obecne w ptynach ustrojowych wszystkich
kregowcow. Czgsteczka przeciwciala (antibody - Ab) sklada sie z 4 tancuchéw poli-
peptydowych: pary identycznych tancuchéw lekkich i pary identycznych fancuchdéw
ciezkich, potaczonych ze sobg mostkami dwusiarczkowymi i wigzaniami niekowa-
lencyjnymi (hydrofilowymi i hydrofobowymi). Istnienie mostkow dwusiarczkowych
wewnatrz tancuchow powoduje powstanie petli (domen) o okre$lonych wtasciwo-
$ciach - ten schemat struktury jest charakterystyczny dla wszystkich czgsteczek
nadrodziny immunoglobulin (Rys.1).

Wyodrebniono 5 réznych tancuchéw ciezkich: a (alfa), § (delta), € (epsilon), y (gam-
ma) i g (mi), tworzce odpowiednio klasy przeciwcial: IgA, IgD, IgE, IgG i IgM oraz 2
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warianty tancuchow lekkich: x (kappa) i A (lambda). W obrebie tej samej klasy nie-
znaczne roznice w budowie tancuchow ciezkich pozwalajg na rozréznienie u czto-
wieka podklas IgG1-IgG4. Oprocz formy monomerycznej, wystepuja formy polime-
ryczne przeciwcial: IgA w wydzielinach [$luzowo-surowiczych wystpuje w formie
dimeru, a w surowicy w formie monomerycznej, IgM zawsze jest pentamerem. Wy-
dzielnicze IgA stanowi gléwny element obrony przeciwbakteryjnej blon §luzowych,
a organizm dorostego czlowieka wytwarza tych przeciwcial najwigcej ze wszystkich
klas. Wsrod IgA wytwarzanych w gruczotach sutkowych, podobnie jak w jelitach
przewaza klasa IgA2 (we krwi jest 85% IgA1), ktdra jest bardzo odporna na degrada-
cje przez proteazy mikroorganizmow. Przeciwciala klasy IgA nie aktywuja dopelnia-
cza. Najdluzej zyja przeciwciala klasy IgG (okres péttrwania to 20 dni) i wystepuja
w surowicy w najwiekszym stezeniu. Biorg udzial w aktywacji dopelniacza, neutrali-
zacji toksyn, immobilizacji bakterii i neutralizacji wirusow. Jedynymi przeciwciala-
mi transportowanymi przez tozysko do plodu u czlowieka sg wszystkie klasy matczy-
nej IgG. Pierwsze przeciwciala syntetyzowane w Zyciu osobniczym to Ab klasy IgM
(w 5 miesigcu zycia plodowego), wytwarzane s3 tez w pierwszej fazie odpowiedzi im-
munologicznej ze wzgledu na bardzo efektywna stymulacje dopelniacza. IgD wystepuja
licznie na powierzchni limfocytéw B razem z IgM, a ich rola nie zostala dobrze pozna-
na. Przeciwciata klasy IgE po zwigzaniu si¢ z receptorami FcR na komoérkach tucznych
powoduja ich degranulacje, biorac udzial w obronie przeciwpasozytniczej i alergiach.
Ryc. 1. Schemat budowy przeciwciat. V — cze$¢ zmienna, C - czes¢ stala, Fab - fragment wiagzacy
antygen, Fc - fragment krystalizujacy
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W czasteczce Ab mozna wyrdzni¢ dwa fragmenty (powstate w wyniku trawienia pa-
paing): fragment Fab, zawierajacy miejsca wigzace odpowiedni antygen oraz frag-
ment Fc, determinujgcy funkcje efektorowe przeciwcial, a tym samym los antygenu.
W tancuchach lekkich i cigzkich Ig mozna wyrdzni¢ czesci zmienne (V) lokujace sie
w odcinku N-koncowym bialka oraz czesci state (C) lezace w odcinku C-koficowym.
Wilasciwe miejsce wigzace Ag to czesci VL i VH, czesci C (stale) nie wigzg antygenu
a raczej okreslajg biologiczne wlasciwosci czasteczki i sa identyczne dla wszystkich
przeciwcial danej klasy. Ig majg trzy rodzaje markeréw: izotypowe (warunkujgce
podzial na klasy i typy), alotypowe (zalezne od obecnosci w czesciach stalych tancu-
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chow lekkich i ciezkich réznych aminokwaséw; immunoglobuliny od réznych osobni-
kow tego samego gatunku rdéznig sie miedzy sobg), oraz idiotypowe (wynikajg z réznic
w budowie czesci zmiennych, te same markery idiotypowe warunkuja te sama swoistosc).

Do funkcji przeciwcial nalezy:

1. Wiazanie Ag na powierzchni niektorych komérek (zakazonych wirusami i no-
wotworowych) lub niektérych mikroorganizmoéw i ich eliminacja przez indukcje:

 aktywnosci dopetniacza,

* indukcje immunofagocytozy,

* indukcje cytotoksycznoséci komoérkowej zaleznej od przeciwcial (antibody-de-
pendent cellular cytotoxicity - ADCC).

2. Wiazanie Ag na powierzchni mikroorganizméw skutkujace zablokowaniem ich
wnikania do organizmu.

3. Wiazanie toksyn blokujace ich dziatanie.

Limfocyty B moga wytworzy¢ przeciwciata w odpowiedzi na praktycznie nieograni-
czong liczbe antygendw, cho¢ caly genom cztowieka zawiera okoto 23 tysiecy gendw,
az nich tylko fragment odpowiada za czgsci zmienne Ig. Mozliwe jest to dzigki specy-
ficznej organizacji genéw immunoglobulinowych, ktére maja strukture segmentowa
(fragmenty fancuchdéw Ig sg kodowane niezaleznie przez geny wystepujace w kilku
skupiskach, na ktére sklada si¢ wiele segmentdw) i nieciagla (egzony przedzielone sa
fragmentami niekodujacymi - intronami). Podczas powstawania ostatecznego genu
- osobno dla fancucha cigzkiego i osobno dla tancucha lekkiego w czasie réznicowa-
nia sie prekursoréw limfocytéw B dochodzi do losowego faczenia si¢ jednego seg-
mentu z kilku lub kilkudziesigciu segmentéw kazdego ze skupisk (nazwanych VD]
dla faficucha ciezkiego i VJ dla lekkiego). Za rekombinacyjne faczenie sie segmentdw
gendéw V, D i J odpowiedzialny jest enzym rekombinaza, rozpoznajacy sekwencje
sygnalowe lezace przy kazdym z segmentow. Rekombinacja zachodzi najczesciej po-
przez wypetlenie i delecje. Tak ztozony gen ulega transkrypcji — zostaje przepisa-
ny na RNA. Po wycieciu intronéw powstaje mRNA, ktory ulega translacji na lekkie
i cigzkie fancuchy Ig. Lancuchy te facza sie ze sobg w siateczce srédplazmatycznej,
tworzac czasteczke Ab, transportowang nastepnie do btony plazmatycznej gdzie two-
rzy specyficzny receptor. Receptory limfocytéw B (B cell receptors — BCRs) to zako-
twiczone w btonie immunoglobuliny powierzchniowe, posiadajace identyczne czesci
zmienne, jak Ig wolne (t¢ sama swoisto$¢), roznig sie tylko budowa czesci statych
tancuchoéw cigzkich (ostatni z egzonéw potaczony jest z odcinkiem S, wystepujacym
tylko w przeciwciatach uwalnianych z komorki). Tak wigc réznorodno$¢ przeciwciat
opiera si¢ na obecno$ci mnogich gendéw V (300 dla VLk, 200-1000 dla VH) linii
zarodkowej i zmiennoséci rekombinacyjnej (dowolne laczenie segmentéow gendw)
oraz dowolnego doboru tancuchéw lekkich i cigzkich. Dodatkowo réznorodnos¢
przeciwcial zwieksza zmienno$¢ na zlaczach - bezmatrycowa delecja/insercja no-
wych nukleotydéw za pomoca enzymu transferazy nukleotydow koncowych (termi-
nal deoxynucleotidyl transferase - TdT) oraz somatyczne mutacje punktowe indukowa-
ne przez enzym deaminaze cytydyny indukowang przez aktywacje (activation-induced
cytidine deaminase — AID), zwigkszajace réznorodnos$¢ o kilka rzedéw wielko$ci.
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Przeciwciala s3 immunogenne i podane innemu organizmowi (innego gatunku)
wywolujg powstanie antyprzeciwciat (antyimmunoglobulin). Auto-antyprzeciwcia-
ta powstaja w obrebie tego samego organizmu. Antyprzeciwciala powstaja wobec
réznych determinant w czasteczce Ig, a najwieksze znaczenie biologiczne maja dwie
grupy przeciwcial: czynniki reumatoidalne (omdwione dalej) i przeciwciala an-
tyidiotypowe. Przeciwciata antyidiotypowe skierowane sa przeciw determinantom
we fragmencie Fab Ab, acza sie z Ig réznych klas (wolnymi jak i BCR). Niektore nie
blokujg zdolnosci wigzania Ag (gdy idiotopy, z ktérymi si¢ wiazg leza w regionach
zrebowych i nie tworza paratopu). Przeciwciala antyidiotypowe w danym organi-
zmie regulujg stezenie Ab, przeciw ktéremu sg skierowane pelnigc funkcje autoregu-
lacyjna, a regulacja idiotypowa ma charakter kaskadowy (w zaleznosci od warunkow
moga hamowac¢ lub stymulowa¢ odpowiedz immunologiczng imitujgc dziatanie Ag
czy hormonu).

3. FUNKCJE LIMFOCYTOW B W ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNEJ

Podstawowa funkcja limfocytéw B w uktadzie immunologicznym jest wytwarzanie
przeciwcial oraz prezentacja antygenu. W trakcie rozwoju osobniczego jako pierwsze
wytwarzane s immunoglobuliny klasy IgM jako receptory immunoglobulinowe za-
kotwiczone w blonie i wolne przeciwciata. Nastepnie komorka wytwarza przeciwciala
klasy IgD o tej samej swoistosci. Dzieje si¢ tak dlatego, ze geny kodujace czesci state
tancuchow ciezkich (warunkujace klase Ab) ulozone sg w genomie za segmentami V,
D, J w kierunku 3" w statej kolejnosci: i, §, y3, y1, al,y2, y4, €, a2. Zmiana klas synte-
tyzowanych przeciwcial po IgM i IgD jest warunkowana rozpoznaniem przez limfocyt
B swoistego antygenu i otrzymaniem pomocy od limfocytu Th. Bodziec do zmiany
klas Ab dostarczany jest przez interakcje czasteczek CD40 i CD80/86 na limfocycie B z
odpowiednio CD40L i CD28 na limfocycie T oraz cytokiny (Rys. 2). Czasteczka CD40L
moze by¢ zastgpiona inng nalezacg do rodziny TNE. Mechanizm prowadzacy do zmiany
klas opiera si¢ na ponownej rekombinacji genéw (w regionach S, bedacych po stronie
5" kazdego genu dla czesci statych tancuchéw cigzkich), a odcinek zawierajacy geny p
i § oraz inne geny kodujace czesci state fancucha cigzkiego ulega usunieciu przez wype-
tlenie, tak aby kompleks VDJ znalazt si¢ w bezposrednim sgsiedztwie genu kodujacego
cze$¢ stalg fancucha Ig odpowiedniej klasy.

Ryc. 2. Schemat utozenia genéw dla faricuchoéw ciezkich. S - regiony S (switch), C - geny kodujace
czesci state farncuchow ciezkich przeciwciat
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Limfocyty B prezentujg antygeny w celu otrzymania pomocy do wytwarzania prze-
ciwcial (glownie w postaci cytokin) od limfocytow T. Prezentacji moze ulegaé teo-
retycznie kazdy antygen, ktdry zostal pochloniety przez limfocyt B na drodze pino-
cytozy, jednak antygeny rozpoznawane przez dany BCR (swoiste) sa prezentowane
nawet 1000 razy skuteczniej. Limfocyty B rozpoznajg antygeny w formie natywnej
(nieprzetworzonej) a pelnienie funkcji komorki prezentujacej antygen jest mozliwe
dzigki obecnosci czasteczek HLA klasy II. Prezentowanymi antygenami sg gtéwnie
peptydy, ale moga to by¢ rowniez poddane odpowiedniej obrébcee polisacharydy czy
autoAg.

4. DOJRZEWANIE LIMFOCYTOW B

Limfocyty B i T powstaja ze wspdlnej komorki macierzystej krwiotworzenia, a wcze-
sny etap limfopoezy zachodzi w pierwotnych narzadach limfatycznych - pltodowe;j
watrobie i szpiku kostnym. Dojrzewanie limfocytow B przebiega dwuetapowo - etap
niezalezny od antygenu w szpiku kostnym i zalezny od specyficznego rozpoznania
antygenu i pomocy od limfocytéow T — w obwodowych narzadach limfatycznych.
Czynniki transkrypcyjne warunkujace rozwoéj limfocytéw B to PAX5 i EBF (early B
cell factor - EBF). W szpiku codziennie powstaje 5 milionéw limfocytéw B, z ktérych
wiekszos$¢ zginie nie rozpoznajac antygenu. Bardzo wazny dla procesu dojrzewania
jest bezposredni kontakt limfocytéow B z komdrkami zrebowymi szpiku produkuja-
cymi IL-7, cytoking niezbedna w procesie rekombinacji genéw. Na tym etapie lim-
focyty podlegaja selekcji pozytywnej, weryfikujacej prawidlowa budowe tancucha
ciezkiego (w komorkach pre-B), a takze selekcji negatywnej, w ktorej ging limfocyty
autoreaktywne lub posiadajgce nieprawidlowy receptor pre-BCR. Szpik opuszczaja
niedojrzate limfocyty B i migruja do obwodowych narzadéw limfatycznych - gléw-
nie $ledziony i grudek obwodowych narzadéw limfatycznych. Tam bedzie mialo
miejsce dojrzewanie powinowactwa na skutek mutacji somatycznych w genach im-
munoglobulinowych i przelgczanie klas Ab.

Limfocyty B poza receptorem blonowym BCR posiadaja szereg innych czasteczek:
MHC klasy IiII, receptory dla sktadnikéw dopelniacza CR1 (CD35) i CR2 (CD21),
CD19, CD20, CD22, CD32, CD40, CD72, CD80 i CD86 warunkujacych funkcje tych
komorek. Limfocyty B daje si¢ podzieli¢ na dwie gtéwne populacje: konwencjonalne
limfocyty B2 i limfocyty B1. Wigkszos$¢ limfocytéw B doroslego czltowieka stanowia
limfocyty B2.

Limfocyty B1 przewazajg wérod limfocytow B sledziony ptodowej i krwi pepowino-
wej, u dorostych obecne w optucnej i jamie otrzewnowej. Jest ich wiecej rowniez w
niektérych schorzeniach - zespole Sjogrena czy RZS. Obejmujg komdrki CD5* B-1a
i CD5 B-1b. Czasteczka CD5 jest negatywnym regulatorem sygnatéw przekazywa-
nych przez BCR, co ttumaczy dlaczego tylko komdrki CD5" B-1b ulegaja klonal-
nej ekspansji po stymulacji antygenem. Komarki B-1a ulegajg aktywacji przez TLR.
Komorki B1 wytwarzaja wielospecyficzne przeciwciata klasy IgM o malym powino-
wactwie, nalezace do przeciwcial naturalnych (powstaja bez wczeéniejszej ekspozycji
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na dany antygen). Uczestniczg gtownie w odpowiedzi pierwotnej i nie réznicuja si¢
w komorki pamieci. Na wielu modelach zwierzecych tocznia wykazano udziat limfo-
cytow B-1a w rozwoju zapalenia nerek. Komoérki B-1a, promujgc rozwéj Th17, nasi-
laja objawy tocznia, gdyz wykazano udzial IL-17 w patogenezie tej choroby u myszy
i u ludzi. Opisano tez komorki B-1a u ludzi, ich wieksza populacja wystepuje u pa-
cjentéw z toczniem.

Inny podzial odréznia limfocyty B efektorowe (produkujace przeciwciata i cytoki-
ny) od limfocytéow B regulatorowych. Subpopulacja limfocytow B produkujaca IL-
10 wykazuje funkcje regulatorowe i zostala nazwana limfocytami regulatorowymi
(Breg). Ich protekcyjng role przed rozwojem tocznia u myszy wykazano na poczat-
kowych etapach rozwoju choroby. Gdy obecne sg juz patogenne autoAb, Breg maja
ograniczong role protekcyjna, jesli w ogole jakas$ posiadaja.

3. AKTYWACJA LIMFOCYTOW B, GRUDKI LIMFATYCZNE

Na kompleks BCR sktadajg si¢ dwie czesci: blonowa forma Ig rozpoznajaca Ag i Iga/
Igp heterodimer przekazujacy sygnal do wnetrza komorki. Podczas przekazywania
sygnatu aktywowane sa kinazy tyrozynowe Src, ktére powoduja fosforylacje tyrozyn
w sekwencji ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif - ITAM) czaste-
czek Iga/IgP. Dalej w procesie przekazywania sygnatu z BCR uczestnicza biatka nale-
zace do szlakéw: PLC-y, GTPazy RAS i RAC oraz kinaza-3 fosfatydyloinozytolu (PI-
-3K). Proces aktywacji limfocytu B jest regulowany przez czsteczki powierzchniowe
obecne na tej komorce, z ktérych najwazniejsze to CD40, CD19, CD21, CD81, CD22
i CD32. Ekspresja CD19 jest charakterystyczna dla limfocytéw B i ulega zanikowi po
przeksztalceniu si¢ w komdrke plazmatyczng, a zwigzanie CD19 i BCR obniza prég
aktywacji okoto 100-krotnie.

Dziewicze limfocyty B opuszczaja szpik kostny i migruja poprzez zytki z wysokim
$rédbtonkiem do obwodowych narzadéw limfatycznych. Na granicy grudki limfatycz-
nej i strefy przykorowej dochodzi do kontaktu pomiedzy aktywowanymi limfocytami
B i T inicjujacego rozwdj odpowiedzi humoralnej (opartej na produkcji przeciwciat).
Aktywowane limfocyty B na skutek aktywnosci czasteczek kostymulacyjnych i cyto-
kin wydzielanych przez limfocyty T (gléwnie OX40) dzielg si¢ i réznicuja w plazma-
blasty lub centroblasty. Plazmablasty zyja krétko, wydzielajg przeciwciala klasy IgM
o malym powinowactwie, nie dochodzi u nich do przelaczania klas. Natomiast silnie
proliferujace centroblasty (ich cykl komdrkowy trwa 6-8h) tworzg oligoklonalne (po-
wstale w wyniki podzialow kilku komdrek) osrodki rozmnazania w obrebie grudki.
Rozwdj odpowiedzi humoralnej w grudce zalezny jest od obecno$ci komorek dendry-
tycznych grudek (follicular dendritic cells - FDC). FDC prezentuja limfocytom B an-
tygeny w formie natywnej (niezmienionej) pobrane z zatok wezta lub od migrujacych
do wezta limfocytéw B. Ich diugie wypustki pokryte receptorami dla fragmentow do-
pelniacza (CD21/CD35) oraz receptorami dla fragmentu FcIgG (FcyR) wigzace anty-
gen okreslane jako ciala pokryte kompleksami immunologicznymi (immune complex
coated bodies; iccosoms) stuza do prezentacji antygenu limfocytom B.
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W obrebie genéw immunoglobulinowych dzielacych sie centroblastéw, enzym AID
indukuje powstawanie mutacji somatycznych, czego celem jest zwiekszenie powi-
nowactwa do antygenu (skutkiem moze tez by¢ calkowita utrata posiadanego powi-
nowactwa). Dzieje si¢ to w strefie ciemnej osrodka rozmnazania. Gdy proces muta-
¢ji somatycznych ulegnie zakonczeniu, centrocyt migruje do strefy jasnej os$rodka,
gdzie szuka swoistego antygenu wsrdd iccosomow. Jesli go nie rozpozna ginie przez
apoptoze lub ponownie rearanzuje geny immunoglobulinowe (ten proces to redago-
wanie receptorow). Swoiscie rozpoznajagce antygen limfocyty B pochtaniaja go po-
przez immunoglobuliny powierzchniowe, antygen jest degradowany, a pochodzace
z niego peptydy sa prezentowane limfocytowi TFH (follicular helper T cells) wraz
z czgsteczkami MHC klasy IT - limfocyt B petni wowczas role komoérki APC. Rozpo-
znanie antygenu przez limfocyt T warunkuje aktywacje obu typéw limfocytéw, nie-
rozpoznanie — powoduje indukcje apoptozy limfocytu B. Najwazniejszym sygnatem
kostymulujacym jest interakcja czasteczek CD40 z CD40L, odpowiednio na limfo-
cycie B i T. Efektem tej wspolpracy jest przelaczenie klas i wydzielanie przeciwcial.
Z centroblastéw réznicujg si¢ komorki plazmatyczne, wydzielajace przeciwciata oraz
komorki pamigci. Te pierwsze zasiedlaja gtownie szpik, za§ komoérki pamieci, zyjace
nawet kilkadziesiat lat, migrujg do kolejnych narzadéw obwodowych. Niewielka po-
pulacja diugozyjacych komérek plazmatycznych jest utrzymywana w szpiku dzieki
obecnosci czynnikéw wzrostu BAFF i APRIL, wydzielanych przez komorki zrebu
szpiku.

O. FUNKCJE LIMFOCYTOW B NIEZALEZNE OD PRZECIWCIAE

O. 1. Upziat LIMFOCYTOW B W ROZWOJU TKANEK | PROCESACH
NAPRAWCZYCH

Udzial limfocytéw B w organogenezie limfoidalnej opiera sie¢ w duzej mierze na
ekspresji przez te komorki limfotoksyny alf2 (LTalP2). Podczas ontogenezy lim-
focyty B sa pierwszymi limfocytami zasiedlajacymi $ledzione (narzad limfatyczny
pierwszorzedowy), a pochodzacy od nich TNF i LTalB2 warunkuje rozwoj foliku-
larnych komoérek dendrytycznych. FDC z kolei, wydzielajgc CXCL13, sprzyjaja orga-
nizacji limfocytéw B w grudki. Z kolei rozwéj FDC w weztach chtonnych i kepkach
Peyera w jelitach wymaga obecnosci TNF ale nie LTal(2, dostarczanej przez limfo-
cyty B. Ekspresja LTalp2 pozwala limfocytom B kontrolowaé organizacje (objetos¢)
wezléw chlonnych (bedacych drugorzedowymi narzadami limfatycznymi) nie tylko
podczas homeostazy ale réwniez w warunkach antygenowej stymulacji. W tkance
limfoidalnej jelita, dostarczana przez limfocyty B LTalP2 warunkuje réznicowanie
sie niedojrzatych pojedynczych grudek limfatycznych (isolated lymphoid follicles -
ILFs) w dojrzale, zawierajace skupiska limfocytow B. Myszy pozbawione limfocytow
B wykazujg zredukowang liczbe kepek Peyera i upo$ledzony rozwdj epitelium oraz
komorek M (microfold cells). Mechanizm tej funkeji limfocytéw B jest nieznany, cho¢
wiadomo, ze nie zalezy on od LTalB2 ani TNF. Obecnos¢ limfocytéw B wykazujacych
ekspresje LTalB2 okazata si¢ by¢ wystarczajaca dla rozwoju trzeciorzedowych struk-
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tur limfoidalnych w miejscach ektopowych. Wykazano takze udziat limfocytow B
W procesie regeneracji prostaty u myszy. Mechanizm ten polega na silnej aktywacji
przez LT czynnika jadrowego B (nuclear factor kB - NF-«kB), majacego udzial w re-
generacji narzagdow. Opozniony nawrdt choroby wigzany jest z brakiem limfocytow
B, gdyz wykazano, ze LTalP2 dostarczana przez infiltrujace limfocyty B stymuluje
ponowny wzrost nowotworu w tym narzadzie.

6.2. Ubziat LIMFOCYTOW B W FAZIE EFEKTOROWEJS ODPOWIEDZI
LIMFocYTOw CD4*

Cytokiny wydzielane przez limfocyty B moga stymulowaé funkcje limfocytéw T
CD4* pamieci i efektorowych. Limfocyty B wykazujace ekspresje LTalB2 determi-
nujg polaryzacje odpowiedzi przeciw pasozytniczej Th2 i dalej wspieraja te odpo-
wiedz przez wydzielanie IL-2. Z kolei odpowiedz Th1 jest wspierana przez produkcje
IFN-y. IFN-y moze bezpoérednio stymulowa¢ makrofagi, jak to opisano w przypad-
ku infekcji Listeria monocytogenes. Niedojrzate limfocyty B opuszczajac szpik kostny
wykazuja konstytutywna ekspresje IFN-y, ktéry zapobiega ich migracji do wezléw
chtonnych, gdzie moglyby napotkaé Ag zanim zakoncza proces ostatecznego doj-
rzewania (przyklad autokrynnej regulacji migracji komdrek uktadu odpornoscio-
wego). Z kolei GM-CSF wydzielany przez plazmatyczne komoérki B stymuluje DCs
(dendritic cells) do wydzielania IL-12 i akumulacji limfocytéw T i makrofagéow w
plytce miazdzycowej. Limfocyty B wydzielajace GM-CSF maja udzial w odpornosci
przeciw infekcjom bakteryjnym pluc, stymulujac nagta produkcje poliklonalnych Ab
klasy IgM w plucach. Aktywowane limfocyty B produkujg znaczne ilosci IL-6, ktora
sprzyja réznicowaniu limfocytéw T w komorki TFH. IL-6 sprzyja takze aktywacji
komorek Th1 i Th17. Komérki CD138'IgM" sg gtéwnym zrédlem IL-17 podczas in-
fekcji Trypanosoma cruzi. Myszy pozbawione genu IL-17A s3 bardziej podatne na
infekcje.

7/ AUTOPRZECIWCIAA

Chorobom autoimmunizacyjnym towarzyszy czesto proces chronicznego zapalenia,
ktéry indukuje powstanie nowych antygenow (neoepitopéw) rozpoznawanych jako
obce, co indukuje powstanie autoprzeciwcial (autoAb). Autoprzeciwciata sg wytwa-
rzane przez autoreaktywne limfocyty B i skierowane przeciwko wlasnym antygenom
organizmu; rozpuszczalnym (np. insulina) i powierzchniowym (np. receptory na
powierzchni komérek). Aktywujac mechanizmy efektorowe charakterystyczne dla
przeciwcial (opsonizacja, aktywacja dopetniacza, ADCC) moga niszczy¢ tkanki i na-
rzady i mie¢ udzial w patogenezie takich chorob jak kiebuszkowe zapalenie nerek,
niedokrwisto$¢ autoimmnohemolityczna, miastenia, choroba Graves-Basedova.

Dane biatko budowane jest przez sekwencje aminokwasow. Istnieje jednak kilka ty-
pow fizjologicznych modyfikacji aminokwasdw tworzgcych czasteczke biatka (mo-
dyfikacje posttranslacyjne). Modyfikacje takie jak cytrulinacja, karbamylacja, acety-
lacja, etylacja lub metylacja okazaly si¢ wystarczajaco immunogenne aby stymulowa¢
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produkcje specyficznych przeciwcial wobec biatek zawierajacych zmienione w ten
sposob reszty aminokwasowe. Do autoAb o duzym znaczeniu diagnostycznym nale-
73 przeciwciala skierowane przeciwko cytrulinowanym peptydom (anti-citrullinated
protein antibodies - ACPA). Cytrulinacja polega na modyfikacji argininy w cytruline
pod wplywem enzymu deiminazy peptydyloargininowej (peptidylarginine deiminase
- PAD), dostarczajac tym samym immunogennego epitopu. Modyfikacje katalizo-
wane przez PAD pelnig wazng role fizjologiczng, gtéwnie w procesach réznicowania,
i ulegaja ekspresji w wielu tkankach. Wystepowanie ACPA klasy IgG (szczegdlnie
IgG1) jest zwigzane specyficznie z RZS.

Karbamylacja (homocytrulinacja) jest procesem chemicznym przebiegajacym
w obecnosci cyjanianu, ktérego zrédlem jest spontaniczna lub indukowana mielo-
peroksydaza degradacja mocznika. Karbamylowane biatka nie tylko nabywajg in-
nych wlasciwos$ci antygenowych, ale takze biologicznych. Wykazano, ze karbamy-
lacja powoduje zahamowanie funkcji enzymatycznej metaloproteinazy-2 w RZS,
a karbamylowany kolagen stymuluje produkcje metaloproteinazy-9 przez monocy-
ty. Od roku 2010 przeciwciala przeciwko karbamylowanym peptydom (anti-CarPA)
nalezg go grupy autoAb zwigzanych z RZS. Oznaczono anti-CarPA wzgledem kar-
bamylowanych regionéw fibrynogenu i wimentyny (biatko cytoszkieletu). Obecnos¢
anti-CarPA cze$ciowo pokrywa sie z obecno$cig ACPA, cho¢ obecnos¢ anti-CarPA
u 30% pacjentow z negatywnych pod wzgledem ACPA jest alternatywnym markerem
diagnostycznym. Obecnos¢ anti-CarPA jest czynnikiem predykcyjnym dla bardziej
destrukcyjnego przebiegu choroby (niezaleznie od obecnosci ACPA). Obecnos¢ an-
ti-CarPA nie koreluje z obecnoscig RF, a wiekszo$¢ przeciwcial ACPA i anti-CarP nie
wykazuje reaktywnosci krzyzowej.

8. LimFocyty B w R/ZS

W chorobach reumatycznych limfocyty B sa nadreaktywne i charakteryzuja si¢ sil-
ng zdolnos$cig do prezentacji antygenu. Aktywnos¢ autoreaktywnych limfocytéw B
jest wspomagana obecno$cig autorekatywnych limfocytéw T, rozpoznajacych bial-
ka stawowe - gp39, agrekan, glikozylowany kolagen II. Odpowiedz autoreaktywna,
opierajaca sie na produkeji autoAb aktywuje uklad odpornosci nieswoistej — kaskade
dopetniacza, a przeciwciala wigzac si¢ do receptoréw FcR na leukocytach inicjuja
proces zapalny, stopniowo amplifikowany poprzez funkcje kolejnych komérek bio-
racych udzial w odpowiedzi swoistej.

Czynnik reumatoidalny (rheumatoid factor - RF) to autoprzeciwcialo skierowane
przeciwko antygenowym epitopom fragmentu Fc IgG. Zwykle RF wystepuje w klasie
IgM, ale w RZS obecne sg tez RF klas IgG, IgA i IgE, wskazujace na cigzszy przebieg
Kliniczny choroby. RF wystepuje takze u 0séb zdrowych po immunizacji lub infek-
¢ji. Do niedawna RF byl uwazany za biomarker zwigzany z rozwojem RZS, cho¢
wystepuje u wiekszoséci chorych, ale nie u wszystkich. RF ulega w stawie samoistnej
agregacji tworzac duze agregaty z kompleksami immunologicznymi. Odktadajg si¢
one na powierzchni chrzgstki stawowej i btony maziowej, aktywujac klasyczna droge
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dopelniacza. Skutkiem tego jest chemotaksja neutrofili, zaostrzenie zapalenia i nisz-
czenie tkanki. RF jest tez markerem prognostycznym: RF klasy IgG prognozuje zapa-
lenie naczyn, a klasy IgA erozje kosci. Lokalna synteza RF w fazie chronicznej moze
by¢ podtrzymywana przez mikrosrodowisko zapewniajace czynniki aktywujace lim-
focyty B. W blonie maziowej RF jest wydzielany spontanicznie przez obecne tam
komorki plazmatyczne. Cho¢ o czynnikach reumatoidalnych méwi si¢ w kontekscie
stanow patologicznych, spelniaja one takze role pozytywna - wzmagaja aktywno$¢
dopelniacza i utatwiajg usuwanie z krazenia komplekséw Ag-Ab.

Proces cytrulinacji biatek katalizowany przez deiminaze peptydyloargininowg i ob-
serwowany w RZS dotyczy szerokiego zakresu biatek o réznym ciezarze moleku-
larnym i okreslany jest jako hipercytrulinacja. Wykazano, ze za hipercytrulinacje
odpowiada perforyna i MAC. Zidentyfikowano juz kilka cytrulinowanych biatek
przeciwko ktérym powstaja ACPA w RZS: kolagen, fibrynogen, wimentyna i eno-
laza. Od roku 2010 ocena poziomu ACPA zostala wiaczona przez ACR/EULAR do
nowych kryteriow klasyfikacji RZS, w celu poprawy diagnostyki wczesnego zapale-
nia stawow. Obecnos¢ ACPA klasy IgG zwigzana jest ze zmianami radiologicznymi
w postepujacej chorobie, a klasy IgA z ciezszym przebiegiem choroby podczas pierw-
szych 3 lat. Wykrywalne poziomy ACPA s3 obecne nawet 15 lat przed wystapieniem
objawdw RZS z wysokim ryzykiem rozwiniecia choroby wciggu 5 lat, a spontaniczna
produkcja ACPA dotyczy tylko limfocytéw B izolowanych ze szpiku lub synovium
pacjentéw chorych na RZS ACPA*. Limfocyty T izolowane od pacjentéw chorych na
RZS, ale nie 0séb zdrowych, ulegajg aktywacji przez cytrulinowane peptydy. Wyka-
zano takze zwigzek pomiedzy paleniem tytoniu a indukcjg ACPA. Terapie usuwajace
limfocyty B cho¢ przynosza poprawe (po 6-10 tygodniach), nie wptywaja na poziom
ACPA, by¢ moze dlatego, ze usuniecie limfocytow B z synovium wymaga wiecej cza-
su (26-30 tygodni).

U chorych na RZS obecne s3 autoAb swoiste dla réznych biatek: bialka jadrowego
RA33, bialka BIP czy bialek tworzacych chrzastke stawowa — proteoglikanéw i de-
naturowanego kolagenu II. Pacjenci chorzy na RZS, u ktérych nie wykryto autoAb
okreslani sg jako seronegatywni. Badania kanadyjskie wykazaly, Ze seronegatywne
RZS nie powinno by¢ traktowane jako fagodniejsza posta¢ choroby, gdyz pacjenci,
u ktérych nie wykryto ACPA ani RF w momencie rozpoczecia badan mieli wyzsza
aktywno$¢ choroby i silniejsze zmiany radiologiczne niz pacjenci seropozytywni.

Neutrofile infiltrujace stawy chorych z RZS produkujg czynnik aktywujacy limfo-
cyty B nalezacy do rodziny TNF (B cell-activating factor or B-lymphocyte stymulator
- BAFF/BLyS) w odpowiedzi na TNFE. Obecno$¢ BAFF jest kluczowa dla przezycia
limfocytéw B.

Rituximab jest chimerycznym przeciwcialem skierowanym przeciw czasteczce CD20
i dopuszczonym do leczenia RZS i zapalenia naczyn zwigzanego z obecnoscia prze-
ciwcial ANCA. Usuwanie limfocytéw B z organizmu polega na indukcji apoptozy,
cytotoksycznosci zaleznej od dopelniacza i ADCC. Po sukcesie klinicznym tej tera-
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pii wzrosto zainteresowanie usuwaniem limfocytéw B przy uzyciu innych czgsteczek
powierzchniowych obecnych na limfocytach B (CD19, CD52), jednak wigkszo$¢ ba-
dan prowadzonych na pacjentach chorych na RZS zostata przerwanych i nie bedzie
kontynuowana.

Q. LimrFocyry B w toczniu

Cho¢ patogeneza tocznia rumieniowatego ukladowego (TRU) nadal nie zostala catko-
wicie poznana, badania ostatnich 20 lat przyniosty znaczny wklad w jej zrozumienie.
Opublikowane ostatnio dane wskazuja, ze mechanizm nadreaktywnosci limfocytéw B
w TRU opiera si¢ na nasileniu sygnatu przekazywanego przez BCR poprzez zahamowa-
nie ekspresji genu PTEN, regulujacego cykl komoérkowy. Wykazano, ze zahamowanie
ekspresji PTEN jest zalezne od mikroRNA (miR-7, miR-21 oraz miR-22), co stwarza
nowe mozliwosci terapeutyczne. Charakterystyczna dla TRU jest produkcja autoAb
przez diugo zyjace komoérki plazmatyczne i krétko zyjace plazmablasty. W TRU ob-
serwuje sie uposledzone usuwanie komorek apoptycznych, ktére wchodzac w stan ne-
krozy, uwalniajg szereg biatek wewnatrzjadrowych, stajac si¢ autoAg. AutoAg wysoce
swoistymi dla tocznia sa dwuniciowe DNA (ds.-DNA) oraz kompleks bialek i matych
jadrowych RNA (antygen Smitha; Sm). Przeciwciala skierowane przeciwko sktadnikom
jadra komdrkowego, takim jak DNA, histony, RNA jaderkowe, to przeciwciala prze-
ciwjadrowe (anti-nuclear antibodies - ANA). Poziom ANA ma znaczenie diagnostyczne
w rozpoznawaniu ukladowych choréb tkanki tacznej, takich jak TRU, zapalenie skor-
no-miesniowe czy twardzina. Przeciwciata anty-dsDNA sg waznym markerem choroby,
au 55% chorych wykrywa sie je w surowicy jeszcze przed diagnoza. U pacjentéw z TRU
dziewicze jak i stymulowane Ag limfocyty B wykazujg reaktywnos¢ wobec dsDNA.
Z aktywnym procesem chorobowym zwigzana jest obecnosé¢ w surowicy RE U duzej
liczby pacjentéw oznaczono takze autoAb przeciwko snRNPs (znane jako anty-Sm).

Jednym z waznych odkry¢, ktdre przyczynilo si¢ do poglebienia wiedzy o patogenezie
TRU okazalo sie oznaczenie czynnika kluczowego dla przezycia limfocytéw B, nalezg-
cego do rodziny ligandéw dla TNF - czynnika aktywujacego limfocyty B nalezacego do
rodziny TNF (B cell-activating factor or B-lymphocyte stymulator - BAFF/BLyS) oraz li-
gandu indukujacego proliferacje (a proliferation-inducing ligand - APRIL). Udzial BAFF
w patogenezie tocznia wykazano na mysim modelu TRU. Zwierzeta pozbawione BAFF
wykazywaly brak dojrzalych limfocytéw B, za$ te z nadekspresja tego czynnika charak-
teryzowaly sie wysoka liczba dojrzalych limfocytéw B, znaczna produkcja przeciwciat
i autoAb i ostatecznie rozwojem choroby przypominajacej TRU u ludzi. Oba czynniki
sg produkowane przez makrofagi, neutrofile, komorki dendrytyczne oraz komoérki zre-
bu szpiku a takze aktywowane limfocyty B, T i NK. BAFF moze wystepowaé w formie
rozpuszczalnej i zwigzanej z blong, APRIL wystepuje tylko w formie rozpuszczalnej.

Nie wykazano udzialu APRIL w patogenezie tocznia (na myszach), a badania kliniczne
biatka fuzyjnego neutralizujacego BAFE, APRIL i ich heterodimery (Atacicept) zostaly
przerwane w fazie II/III ze wzgledu na spadek stezenia surowiczych IgG i podniesione
ryzyko infekcji. W roku 2011 w randomizowanych badaniach klinicznych wykazano
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skutecznos¢ w leczeniu pacjentow z TRU monoklonalnym przeciwcialem wigzacym
BAFF (Belimumab) i terapia ta stala sie pierwsza terapig celowang w leczeniu TRU.
Stezenia BAFF i APRIL w surowicy sa wyzsze u pacjentéw z chorobami autoimmu-
nizacyjnymi - nie tylko z TRU, ale rowniez z RZS czy zespole Sjogrena (Sjogren's syn-
drome - S§S) w poréwnaniu do zdrowych oséb. Nie wykazano jednak korelacji pomie-
dzy aktywnoscig TRU a poziomem APRIL lub BAFE Nie wykazano réwniez zwigzku
pomiedzy podatnoscig na TRU u ludzi a polimorfizmem pojedynczych nukleotydow
(single nucleotide polymorphisms — SNPs) w promotorze BAFF-u. W populacji rdzen-
nych Japonczykow chorych na TRU wykazano taki zwigzek dla SNP w genie kodujacym
APRIL. Trwaja badania nad zastosowaniem w leczeniu klinicznym TRU przeciwciat
skierowanych przeciwko CD22 na limfocytach B (Epratuzumab).

Interferony typu I, szczegélnie IFN-a graja gléwna role w patogenezie TRU. Niektdre
badania wykazaly korelacje pomiedzy poziomem IFN-a w surowicy a aktywno$cig cho-
roby. Gtéwnym zrédlem IFN-a sg aktywowane plazmatyczne komorki dendrytyczne
(plasmacytoid dendritic cells - pDC). W toczniu kompleksy immunologiczne zawiera-
jace Ab i fragmenty kwasu nukleinowego z komdrek umierajacych przez apoptoze lub
nekroze sa wigzane przez receptory dla Ig FcyRIIa na komédrkach pDC i nastepnie in-
ternalizowane. Aktywacja endosomalnych TLR powoduje przekazanie sygnalu poprzez
MyD88 i wzrost ekspresji IFN-a. Interferony stymulujg ekspresje BAFF przez wiele
typéw komorek: IFN-a stymuluje wydzielanie BAFF przez makrofagi, IFN-a i IFN-y
podnosi ekspresje BAFF i APRIL przez ludzkie DC i monocyty. Przeciwciala anty-neu-
trofilowe stymuluja produkcje BAFF przez neutrofile, co zwigksza przezycie limfocytow
B. W TRU zewngtrzkomoérkowe pulapki neutrofilow (neutrophil extracellular traps -
NET5) nie ulegaja szybkiej degradacji co prowadzi do powstania IC zawierajgcych au-
toAb i DNA. IC, poza niszczeniem narzadu w ktorym sg odktadane, stymulujg pDC do
wydzielania IFN-q, stymulujacego neutrofile do zwiekszonej produkcji NETs, tworzac
petle pozytywnego sprzezenia zwrotnego i nasilajac objawy choroby. IFN-a i IL-6 sty-
muluja réznicowanie limfocytéw B w komorki plazmatyczne. Ostatnie badania wska-
zuja na obecno$¢ neutrofili w $ledzionie, ktére po aktywacji wydzielaja BAFF, APRIL
i IL-21, stymulujac produkcje przeciwcial i zmian klas przez komorki B strefy brzeznej
$ledziony.

Ostatnie badania wskazujg na zwigzek endosomalnych receptoréw TLR7 i TLR9
z regulacja tolerancji komorek B. Okazuje sie, ze myszy szczepu MRL/Ipr lub MRL/
gld podatne na rozwdj tocznia i pozbawione czasteczki adaptorowej dla TLR -
MyD88 majg obnizone poziomy autoAb. Ekspresja TLR9 wydaje sie by¢ niezbedna
dla rozwoju przeciwcial przeciwko podwojnej nici DNA (anty-dsDNA) i przeciw-
ko chromatynie, gdyz myszy MRL/lpr pozbawione TLR9 nie mialy autoAb o tej spe-
cyficznoséci. Z kolei brak TLR7 u myszy tego samego szczepu powodowal brak pro-
dukcji autoAb przeciw antygenom zawierajgcym RNA. Wykazano takze zwigzek
pomiedzy polimorfizmem genu TRL7, a podatnoscig na toczen u mezczyzn. Kolejne
prace wykazaly, ze sygnal przekazywany przez TLR9 ogranicza przezycie anergicz-
nych limfocytéw specyficznych wzgledem DNA, podczas gdy sygnal od TLR7 wraz
z sygnatami indukowanymi przez IFN typu I przyczynia si¢ do nasilenia objawéw cho-
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roby. Wyniki te sugeruja, ze TLR7 i TLR9 moga stanowi¢ dobre cele terapeutyczne
w leczeniu tocznia — agonista TLR9 w celu eliminacji limfocytéw B produkujacych Ab
anty-DNA i antagonista TLR7 w celu zlagodzenia objaw6w choroby.

Jest kilka subpopulacji limfocytéw T majacych udzial w patogenezie TRU poprzez ak-
tywacje autorektywnych limfocytéw B. Limfocyty T mozna podzieli¢ pod wzgledem
funkcji na: CXCR5* TFH (follicular helper T cells - TFH), ktére w centrum rozmna-
zania stymulujg limfocyt B do zmiany klas i przeciwcial oraz na CXCR4* zewnatrz-
-grudkowe limfocyty T, ktére w narzadach limfatycznych poza grudkami indukuja
réznicowanie komoérek B w krotko-zyjace plazmablasty. IL-21, CD40L i ICOSL maja
gléwne znaczenie w interakeji limfocytéw T i B oraz réznicowaniu limfocytow B w dlu-
go zyjace komorki plazmatyczne produkujace przeciwciala o wysokim powinowactwie.
Polimorfizm genéw IL-21 i IL-21R jest zwigzany z patogenezg TRU. Kolejna subpopu-
lacja limfocytow T aktywujaca limfocyty B u ludzi to Th17. Podniesiony poziom IL-17
w surowicy pacjentéw chorych na TRU koreluje z aktywnoscig choroby, a IL-17 wraz
z BAFF promuje przezycie autoreaktywnych ludzkich limfocytéw B i ich réznicowanie
w komorki plazmatyczne.

We krwi pacjentéw chorych na toczen rumieniowaty uktadowy (TRU) obecna jest
niewielka (cho¢ wieksza niz u osob zdrowych) liczba limfocytéw B wydzielaja-
cych IL-10 po stymulacji CpG in vitro. U ludzi oznaczono populacje limfocytéw B
CD19*CD24hiCD38hi, ktéra na skutek stymulacji przez CD40 hamuje réznicowanie
komorek Thl poprzez wydzielanie IL-10. Te funkcje regulatorowe wydajg sie by¢ upo-
$§ledzone u pacjentow z TRU. Komorki regulatorowe B moga pelnic¢ role ochronng przed
rozwojem tocznia na wczesnych etapach choroby, ale mechanizmy wykorzystywane
u myszy i ludzi sg rozne.

[0, LiIMFOCYTY B W ZESPOLE SJOGCRENA

Zespot Sjogrena (Sjogren s syndrome — SS) jest chroniczng chorobg autoimmunizacyj-
ng, gdzie zniszczeniu ulegaja komorki gruczotéw tzowych i $linianek prowadzac do
suchego zapalenia rogowki i spojowki oraz suchosci blony sluzowej jamy ustne;j. Pier-
wotny zespot Sjogrena charakteryzuje obecno$¢ wielu autoAb, definiowanych jako dia-
gnostyczne (skierowanych przeciwko matym biatkom cytoplazmatycznym - SSA, SSB
lub przeciwko aparatowi Golgiego), prognostyczne i biorgce udzial w patofizjologii. Do
autoAb prognostycznych nalezg te skierowane przeciw dehydrogenazie pirogroniano-
wej mitochondriow (pyruvate dehydrogenase - PDH), centromerom czy anty-CCP. W
patogenezie SS bierze udzial czynnik reumatoidalny klasy IgA i kompleksy immuno-
logiczne zawierajace IgA, wystepujace u 60% pacjentéw. U polowy pacjentow wykryto
autoAb skierowane przeciw FcgRIIIb na neutrofilach. Wiadomo, ze $linianki w SS sa
infiltrowane przez limfocyty B, cho¢stwierdzono tam niewiele osrodkéw rozmnazania.
Sa to gléwnie limfocyty B IgD*, aktywowane przez uktad odpornosci nieswoistej. Do-
datkowym czynnikiem wskazujagcym na patogenng role limfocytow B w tej chorobie
jest detekcja delta-4 BAFF (krotszej formy czynnika wzrostu BAFF), ktorego ekspresja
jest podniesiona w SS.
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Rozpziat 7

Diagnostyka laboratoryjna
avtoprzeciwciat w uktadowych
chorobach tkanki taczne;

Elwira Biernacka, Bozena Wojciechowska

[. WsTEP

Ukladowe choroby tkanki facznej najkrocej mozna opisac jako przewlekty stan zapalny
o podlozu autoimmunizacyjnym, w ktérym najwczes$niej wystepujace zmiany patolo-
giczne dotycza tkanki tacznej.

Autoimmunizacjg nazywamy nabyta zdolno$¢ organizmu do reagowania na wlasne an-
tygeny. W wyniku tego procesu pojawiajg si¢ autoreaktywne komorki oraz przeciwcia-
fa, i chociaz w okreslonych warunkach moze to prowadzi¢ do uruchomienia procesu
autodestrukcji, sama ich obecnos¢ jest zjawiskiem normalnym. Komorki i przeciwciata
rozpoznajace wlasne antygeny wchodza w sklad prawidtowo funkcjonujacego ukladu
immunologicznego. Nalezy bowiem pamigtaé, ze zadaniem uktadu odpornosciowego
jest nie tylko ochrona organizmu, ale spetnia on takze funkcje regulatorowe i porzadko-
we, jak chociazby usuwanie pozostatosci po obumartych komérkach, czy eliminowanie
z krwiobiegu krazacych komplekséw immunologicznych. Zdrowy organizm posiada
mechanizmy, ograniczajace destrukcyjny potencjal autoreaktywnych komoérek. Tole-
rancja immunologiczna na wlasne antygeny obejmuje: delecje klonalng (eliminacja au-
toreaktywnych limfocytdéw), anergie klonalng (czynnos$ciowa inaktywacja limfocytow
rozpoznajacych wlasne antygeny) i aktywna supresje (supresorowe dzialanie limfocy-
tow T CD8* oraz sieci przeciwcial antyidiotypowych). Dlaczego pomimo tylu zabezpie-
czen moze dojs¢ do przetamania autotolerancji?

2. CZYNNIKI, KTORE MOGA PRZYCZYNIAC SIE DO ROZWOJIU
CHOROB AUTOIMMUNIZACYINYCH

2 1. ZABURZENIA DELECJI KLONALNEJ

Eliminacja autoreaktywnych klonow limfocytow zachodzi w wyniku apoptozy, stad ja-
kiekolwiek zaburzenie tego procesu moze wpltywa¢ na sprawno$¢ delecji. Zjawisko to
mozna zaobserwowac u 0sob z mutacjg genu Fas lub FasL, u ktorych moze rozwingc¢ sie
autoimmunizacyjna niedokrwistos¢, neutropenia, klebuszkowe zapalenia nerek czy za-
palenie watroby. Innym przyktadem moga by¢ pacjencileczeni cyklosporyna (hamujaca
apoptoze), u ktérych dochodzi do zaostrzenia objawéw choréb autoimmunizacyjnych.
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2.2. POLIKLONALNA STYMULACJA LIMFOCYTOW NP.: PRZEZ SUPE-
RANTYGENY

Superantygeny to substancje pochodzenia bakteryjnego, wirusowego lub roslinnego,
ktore dzieki zdolnosci omijania klasycznej drogi prezentacji antygenu, moga stymulo-
wac wiele klonéw limfocytow, w tym takze autoreaktywnych. Dzieje si¢ tak, poniewaz
nie reaguja one z miejscem swoistego wiazania antygenu, ktére tworza fancuchy a i
receptora limfocytow T (TCR), ale wiaza sie z zewnetrzng czescig odcinka V tancucha
B. W ten sposob mogg aktywowac wszystkie limfocyty T posiadajace okreslong budo-
we tego tancucha. Klasycznym przykladem superantygenu jest enterotoksyna Staphylo-
coccus aureus i egzotoksyny paciorkowcow. LPS - lipopolisacharyd $ciany bakteryjnej,
wirus Epstein-Barr, wirus opryszczki oraz niektére pierwotniaki, moga wywolywac
poliklonalng stymulacje limfocytéw B, z pominigciem pomocy ze strony limfocytow
T. Stymulacja ta nie ma swoisto$ci antygenowej i moze prowadzi¢ do wytwarzania au-
toprzeciwcial.

2.3. RODZAJ ANTYGENU, SPOSOB JEGO PREZENTACJI ORAZ
DOSTEPNOSC

Autoantygenami s3 najczesciej wysoce konserwatywne biatka, czyli takie, ktérych
struktura nie ulegata zmianie przez miliony lat ewolucji. Takimi bialkami s3 enzymy,
ich substraty, biatka stresu, biatka szoku termicznego, ale takze bialka cytoszkieletu:
tubulina, aktyna. Antygeny prezentowane sg w kontekscie antygenow zgodnosci tkan-
kowej. Wzrost ekspresji tych antygenéw na komdrkach prezentujacych antygen moze
nasila¢ odpowiedz immunologiczng. Innym niebezpiecznym zjawiskiem jest pojawie-
nie si¢ antygenéw zgodnosci tkankowej MHC kl. II na komoérkach spoza ukiadu od-
pornosciowego np.: komdrkach glejowych centralnego ukladu nerwowego, komorkach
nabtonka tarczycy w autoimmunizacyjnej chorobie tarczycy czy komorkach przewodu
pokarmowego we wrzodziejacym zapaleniu jelita grubego. Dla antygendéw, ktére nie
zostaly rozpoznane przez uklad immunologiczny jako wlasne w czasie zycia embrional-
nego nie wytworzyla sie autotolerancja. Antygeny te podlegaja sekwestracji w miejscach
niedostepnych dla uktadu odpornosciowego, albo wystepuja w zbyt malej ilosci aby za-
indukowa¢ autoimmunizacje. Jednakze infekcja, silny stan zapalny lub uraz moga prze-
rwad bariere ochronng. Dochodzi wowczas do kontaktu z uktadem immunologicznym,
co moze wywola¢ odpowiedz na te antygeny.

2.4, STYMULACJA UKEADU IMMUNOLOGICZNEGO POPRZEZ ANTY-
GENY ZMODYFIKOWANE PRZEZ ENZYMY LUB SUBSTANCJE CHEMICZNE
NP. LEKI

Dziatanie substancji chemicznej moze prowadzi¢ do zmiany struktury autoantyge-
nu, moze ona reagowac z antygenami powierzchniowymi jak hapten, moze dojs¢ do
wbudowania obcej czasteczki w blong¢ komodrkows. Tak zmieniony autoantygen be-
dzie postrzegany przez system obronny jako obcy, co moze skutkowa¢ uruchomieniem
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odpowiedzi immunologicznej. Wsrod lekow, ktérych diugotrwate podawanie czesto
prowadzi do rozwoju objawdw toczniopodobnych najbardziej znany jest prokainamid,
dotyczy to okoto 20% chorych przyjmujacych ten lek. U 1 -5% chorych otrzymujacych
metyldope moze rozwina¢ sie niedokrwisto$¢ hemolityczna, podobnie jest w przypad-
ku pochodnych hydantoiny, ale lista lekéw wywolujacych podobne objawy obejmuje
takze: hydralazyne, penicylaming, infliksymab, adalimumab, chloropromazyne, inter-
feron a i wiele innych.

2.5. MIMIKRA MOLEKULARNA CZYLI STYMULACJA UKEADU ODPORNO-
SCIOWEGO DO PRODUKCJI KRZYZOWO REACUJACYCH PRZECIWCIAt
PRZEZ ANTYGENY PATOGENOW WYKAZUJACE PODOBIENSTWO W
STRUKTURZE [-RZEDOWEJ Z ANTYGENAMI GOSPODARZA

Czesto czynnikiem poprzedzajagcym wystapienie choroby autoimmunizacyjnej jest in-
fekcja wirusowa lub bakteryjna. Przyczyna tego moze by¢ krzyzowa reaktywnos¢ prze-

ciwcial skierowanych pierwotnie przeciw antygenom czynnika inwazyjnego a homolo-
gicznym autoantygenem.

Tabela 1. Wybrane przykfady mimikry molekularnej

Antygen patogenu Antygen gospodarza Jednostka chorobowa
Antygen EBNA | wirus Ep- smD Toczen rumieniowaty uktadowy
stein-Barr (TRU)

Wirus grypy B U1snRNP Mieszana choroba tkanki facznej, TRU
Biatko 72 kDa Adenowirusy SS-B Z.Sjogrena, TRU
Biatko nukleokapsydu wirus VSV | SS-A Z.Sjogrena, TRU
Zesztywniajace zapalenie stawow
Nitrogenaza Klebsiella sp. HLA-B 27 kregostupa, reaktywne zapalenie
stawow

Btonowe biatka M Streptococcus Reumatoidalne zapalenie wsier-

Miozyna komérek miesniowych

pyogenes dzia

Mycobacterium tuberculosis Proteoglikan chrzastki stawowej Clré\jlvglekie zapalenie wielosta-
Wirus opryszczki Receptor dla acetylocholiny Miastenia

Antygen A 2 adenowirus Zasadowe biatko mieliny Stwardnienie rozsiane

2.6. ROz7S7ERZENIE EPITOPOLWE

Jest to zjawisko w, ktorym autoprzeciwciala skierowane pierwotnie do jednej deter-
minanty antygenowej zaczynaja rozpoznawac inng determinante w obrebie tej samej
czasteczki lub reaguja na inne biatko gospodarza. Przyktadem moze by¢ rozszerzenie
reakcji skierowanej pierwotnie przeciw antygenom Sm na antygeny Ul RNP.
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2./ GENETYCZNA PREDYSPOZYCJA

Od dawno obserwowano, ze w niektorych rodzinach czesto$¢ wystepowania okreslonych
choréb autoimmunizacyjnych jest wyzsza niz w innych. Dzi$§ dysponujemy dowodami na
istnienie genetycznej predyspozycji do zapadania na te schorzenia. Posiadanie okreslonego
haplotypu HLA wiaze sie z wiekszym ryzykiem wystapienia choroby. Mozna okresli¢ ry-
zyko wzgledne czyli wspotczynnik prawdopodobienstwa zachorowania na okreslong cho-
robe osoby posiadajacej dany antygen HLA wzgledem osoby, ktora tego antygenu nie ma.

Tabela 2. Niektére choroby autoimmunizacyjne wykazujace zwigzek z HLA

Jednostka chorobowa HLA Wzgledne ryzyko
Zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa B27 90
Reaktywne zapalenie stawow B27 36

Toczen rumieniowaty uktadowy DR3 15
Miastenia DR3 2,5
Cukrzyca typu | DR3/DR4 25
tuszczyca DR4 14
Stwardnienie rozsiane DR2 5
Reumatoidalne zapalenie stawow DR4 4

Zrédto: Lydyard P M, Wheland A, Fanger M.: W Krétkie wyktady Immunologia PWN Warszawa 2012; 247-258

2.8. NIEDOBORY IMMUNOLOGICZNE

Osoby z niedoborami immunologicznymi s bardziej narazone na rozwdj choréb auto-
immunizacyjnych ze wzgledu na zaburzenia funkcjonowania ukladu odpornosciowego
oraz wigksze ryzyko infekcji, ktdre moga dodatkowo indukowaé autoimmunizacje. Se-
lektywny niedobor IgA jest jednym z najczeéciej rozpoznawanych pierwotnych niedo-
boréw odpornosci. Az 37% os6b z tym rozpoznaniem moze cierpie¢ na choroby auto-
immunizacyjne. U okoto 10% chorych z pospolitymi zmianami niedoboru odpornosci
(niedobory w IgG, IgA rzadziej IgM) moga wystapic: toczen rumieniowaty ukladowry,
reumatoidalne zapalenie stawow, zespdt Sjogrena, zapalenie skdrno-mig$niowe, zapale-
nie tarczycy i wiele innych. W przypadku wrodzonych niedoboréw skladowych dopet-
niacza czgsto obserwowanymi chorobami autoimmunizacyjnymi sg toczen ukladowy,
reumatoidalne zapalenie stawdw i zapalenie skorno-migsniowe.

2.9 Prec

Kobiety znacznie czeéciej zapadaja na choroby autoimmunizacyjne niz mezczyzni.
Stosunek ilosci chorujacych kobiet do me¢zczyzn zmienia si¢ w zaleznoséci od choroby,
w chorobie Hashimoto wynosi: 10-20 : 1, w toczniu rumieniowatym ukladowym 10:1,
w chorobie Gravesa 7 : 1. Jedyny wyjatek stanowi zesztywniajace zapalenie stawow kre-
gostupa, ktore dotyka prawie wytacznie mezczyzn. Fakt, Ze chorujg gtéwnie kobiety w
wieku reprodukcyjnym, nasuwa wniosek o roli ukladu neuroendokrynnego w rozwo-
ju chordéb autoimmunizacyjnych, gtéwnych winowajcéw upatruje sie w progesteronie i
prolaktynie. Dodatkowym potwierdzeniem roli hormondéw plciowych sg badania wy-
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kazujace, ze mezczyzni, ktorzy zapadli na reumatoidalne zapalenie stawéw mieli obni-
zony poziom testosteronu w stosunku do grupy zdrowych mezczyzn.

2. 10. CZYNNIKI SRODOWISKOWE

Istnieje wiele czynnikow zewnetrznych, ktore mogg nasila¢ badz ogranicza¢ rozwdj chorob
autoimmunizacyjnych. Wykazano wplyw nadmiernej ekspozycji na promienie stonecz-
ne (UVB) na pojawienie si¢ charakterystycznych zmian skérnych u chorych na toczen.
Istniejg przypuszczenia, ze chlorek winylu i zwigzki krzemu mogg indukowa¢ twardzine
ukladowa. Rozpuszczalniki chemiczne oraz dym tytoniowy moga nasila¢ objawy choroby
Goodpastura. Wykazano takze korelacje pomiedzy paleniem papieroséw a wytwarzaniem
przeciwcial anty-CCP. Co ciekawe picie alkoholu dawalo efekt odwrotny. Objawy reuma-
toidalnego zapalenia stawdéw moga by¢ lagodzone, przez spozywanie kwaséw Q) - 3.

Opis ten z pewnoscig nie wyczerpuje wszystkich czynnikéw wplywajacych na przeta-
manie autotolerancji, wystarczy cho¢by wspomnie¢ szeroko rozumiane zaburzenia re-
gulacji odpowiedzi immunologicznej, ktérej opisanie przekracza zakres tej pracy. Na-
lezy pamietaé, ze aby doszto do rozwoju choroby autoimmunizacyjnej musi zadziataé
kilka przedstawionych mechanizméw, najczesciej jest to predyspozycja genetyczna, pte¢
oraz wybrane czynniki dodatkowe.

3. SWOISTOSC WYBRANYCH PRZECIWCIAt W CHOROBACH Z AUTO-
IMMUNIZACJA NARZADOWO SWOISTA | UOGOLNIONA

Tabela 3. Przykfady choréb narzadowo swoistych i uogéinionych

Choroby narzadowo swoiste

Jednostka chorobowa Antygeny
Anemia hemolityczna Antygeny btonowe erytrocytéw
Choroba Gravesa Receptor dla TSH
Zapalenie tarczycy (choroba Hashimoto) Peroksydaza tarczycy, tyreoglobulina/T4
Pecherzyca Desmogleina 3
Zapalenie wielomiesniowe Syntetaza histydylo tRNA w migsniach
Pierwotna marskos¢ zétciowa watroby Dehydrogenaza pirogronianowa
Stwardnienie rozsiane Biatko otoczki mielinowej

Choroby uogdlnione

Toczen rumieniowaty uktadowy DNA, Sm, U1 RNP, PCNA, rybosomalne biatko P
Reumatoidalne zapalenie stawéw 1gG, cytrulinowane biatka, antygeny tkanki tacznej
Zespot Sjogrena Ro, La, a-fodryna

Twardzina skoéry Scl-70, centromery, antygeny jaderkowe
Ziarniniakowatos¢ z zapaleniem naczyn Proteinaza 3

W Klasyfikacji choréb autoimmunizacyjnych wyrézniamy choroby narzagdowo swoiste
oraz uogoélnione. O tym czy u pacjenta rozwinie si¢ uogoélniona choroba uktadowa czy
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ograniczona zostanie do jednej tkanki lub narzadu decyduje natura i lokalizacja anty-
genow, przeciwko ktérym produkowane sg przeciwciata. Do choréb narzadowo swo-
istych zaliczamy autoimmunizacyjne choroby tarczycy, gdzie obecnos¢ autoantygenu
ogranicza sie tylko do tego narzadu: przeciwciala dla receptora TSH - choroba Gravesa,
przeciwciala dla peroksydazy tarczycy i/lub tyreoglobuliny — choroba Hashimoto. Jesli
mamy do czynienia z autoantygenem wystepujacym w wielu miejscach lub praktycznie
w calym organizmie jak w przypadku przeciwcial przeciwjadrowych rozwija si¢ choro-
ba uogdlniona, chociaz manifestacja objawow moze by¢ bardzo rézna.

3. [. AUTOPRZECIWCIALA WYSTEPUJACE W UKEADOWYCH CHORO-
BACH TKANKI tACZNEJ

o Czynniki reumatoidalne (RF - rheumatoid factor)

o Przeciwciala dla antygenéw jadrowych (ANA - antinuclear antibodies) i innych an-
tygendw zwigzanych z nimi strukturalnie lub funkcjonalnie

o Przeciwciala antyfosfolipidowe

o Przeciwciala przeciw antygenom tkanki facznej i innym tkankom gospodarza oraz
biatkom cytoszkieletu

3.2. KIEDY WARTO | NALEZY OZNACZAC MIANO AUTOPRZECIWCIAL?

o Kiedy ich obecno$¢ ma znaczenie patognomoniczne dla danej jednostki chorobowej
o Kiedy miano autoprzeciwcial odzwierciedla nasilenie procesu chorobowego
o Kiedy obecno$¢ danego przeciwciata koreluje z konkretnymi objawami klinicznymi

3.3. CZUkOSC | SWOISTOSC WYBRANYCH AUTOPRZECIWCIAF
W OKRESLONYCH JEDNOSTKACH CHOROBOWYCH

Tabela 4. Czuto$¢ i swoistos¢ wybranych autoprzeciwciat w okreslonych jednostkach chorobowych

Jednostka chorobowa Swoisl:l?zﬁ:c?vlctc)i'g':nowa Czutosc badania (%) | Swoistos¢
ANA 95 Niska
ds-DNA 60-90 >90%
Sm 15-30 >95%
Rybosomalne biatko - P 10 >95%
, . PCNA 3 >95%
Toczen rumieniowaty uktadowy - -
Histon 50-80 Niska
U1 RNP 30 Niska
SSA/Ro 20-60 Niska
SSB/La 10-20 Niska
NuHi 50-95 Wysoka
ANA >90 Niska
Toczen indukowany lekami Histon 80 Umiarkowana
MPO-ANCA 80 Umiarkowana
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Tabela 4. Czutosc¢ i swoistos¢ wybranych autoprzeciwciat w okreslonych jednostkach chorobo-

wych - cd.
Jednostka chorobowa Swois;l?zéec'c?vr;tc)irgieanowa Czulos¢ badania (%) | Swoistos¢
Mieszana choroba tkanki facz- ANA >95 Niska
nej U1 RNP 95-100 >95%
ANA 80 Niska
SSA/Ro 40-95 Umiarkowana
o SSB/La 40-95 Umiarkowana
Zespot Sjogrena -
IgA RF 70 Umiarkowana
IgM RF 70 Umiarkowana
a - fodryna 60 Wysoka
ANA 90 Niska
. Centromery 80-95 (ograniczona) >90%
Twardzina —
Scl-70 25-75 (uogdlniona) >90%
Jaderka 15 >85%
ANA 40 Niska
Zespét naktadania zapalenie Cytoplazma 20 Umiarkowana
skérno/wielomiesniowe Jo-1 25-35 Wysoka
U1 RNP 40 Niska
Zespot antyfosfolipidowy Kardiolipina 80-100 Umiarkowana
ANA 55 Niska
IgM RF 75 Niska
Reumatoidalne zapalenie sta- IgA RF 70 Umiarkowana
wow CccpP 40 -60 Wysoka
GS ANA 50 Umiarkowana
Histon 40 Niska
ANA 70 Umiarkowana
L . Histon 60 Umiarkowana
x’fg;iélsirécszgwgz\?atyczne IgM RF 15-30 Umiarkowana
GS ANA 15 Umiarkowana
CcCcpP 30 Wysoka

Glowna informacjg dotyczacg obecnosci przeciwcial w chorobach autoimmunizacyj-
nych na jakg natrafiamy jest czesto$¢ ich wystepowania w danej jednostce. Jednakze dla
celow diagnostycznych réwnie wazna, a moze nawet istotniejsza jest wiedza o ich swo-
isto$ci. Przeciwcialta o duzej swoistosci w stosunku do okreslonej jednostki chorobowej
mozemy nazywac przeciwcialami markerowymi.

3.4. PREDYKCYINE | DIAGNOSTYCZNE ZNACZENIE AUTOPRZECICIAL

Coraz wigksza uwage zwraca si¢ na prognostyczna warto$¢ autoprzeciwcial. Okazuje
sie ze, moga one nie tylko pomaga¢ w diagnozowaniu pacjenta, ale takze wyprzedzaé
pojawienie si¢ pierwszych symptomoéw choroby nawet o kilka lat. Ma to szczegolne zna-
czenie w przypadku choréb autoimmunizacyjnych, gdzie szybkie wdrozenie leczenia
moze uchroni¢ chorego przed uszkodzeniem tkanek, narzadéw, a nawet kalectwem.
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Tabela 5. Wykrywanie autoprzeciwciat przed pojawieniem sie pierwszych symptomoéw i/lub
postawieniem diagnozy w autoimmunizacyjnych chorobach reumatycznych

Symptomy TRU Diagnoza Symptomy z. | Symptomy RZS
Srednia + SE TRUsrednia + Sjogrena mediana +
(lata) SE (lata) mediana £ [zakres] (lata)
[IQR] (lata)

ANA (przeciwciata przeciwja- _
drowe) 2,25+0,27 3,01+0,25 5[3,0-7,5] ND
Anty-SSA 2,97 £0,39 3,68+0,34 41[2,25-7,75] ND
Anty-SSB 2,83+0,43 3,61+0,38 41[2,75-9,0] ND
Anty-Sm 0,47 £ 0,44 1,47 £ 0,34 ND ND
Anty-U1 RNP 0,20+ 0,47 0,88 +£0,32 ND ND
Anty-ds DNA 1,24 £ 0,31 2,24+ 0,31 ND ND
Anty-PL (p. anty-fosfolipi-
dowe) 2,29+0,56 2,94+ 0,50 ND ND
RF ( czynnik reumatoidalny) ND ND 6[3,0-13,0] 2,0[0,3-10,3]
ACPAs (p. dla cytrulinowa- N
nych biatek) ND ND ND 4,8[0,1-13,8]

Zrédto: Damoiseaux J, Andrade L E, Fritzler M J, Shoenfeld Y.: Autoatibodies 2015: From diagnostic biomarkers toward
prediction, prognosis and prevention. Autoimmunity Reviews 2015;14(6): 555-563

3.5. METODY OZNACZANIA AUTOPRZECILICIAE

o Metoda immunofluorescencji po$redniej
o Metody immunoenzymatyczne

o Metody immunochemiczne

o Immunoblotting

3.6. REKOMENDACJE DOTYCZACE OZNACZANIA PRZECIWCIAL PRZE-
CIWJADROWYCH

Sposrdd réznych przeciwcial oznaczanych w ukladowych chorobach tkanki facznej,
przeciwciala przeciwjadrowe nastreczaly zawsze najwigcej probleméw. Dotyczyly one
zardwno zastosowanej techniki diagnostycznej - jako wynik (ANA) podawano zaréwno
wynik uzyskany z badania metodg immunofluorescencji posredniej, jak i badania prze-
siewowego wykonanego testem ELISA. Opis typu $wiecenia, jego nazewnictwo, miano
przeciwcial oraz interpretacja uzyskanego wyniku obarczone byly duza dowolnoscia.
Aby uporzadkowac oraz ujednolici¢ sposob wykonywania badan i wydawania wynikéw
American College of Rheumatology (ACR) w roku 2009 wydalo swoje rekomendacje.
Jako zloty standard oznaczania przeciwcial przeciwjadrowych uznano metod¢ immu-
nofluorescencji posredniej ze wzgledu na wyzsza czulos¢ w poréwnaniu z badaniami
opartymi o faze staly. Ze wzgledu na duzg liczbe antygendw oraz ich réznorodnosé
jako substrat antygenowy rekomendowane sg komodrki HEp-2 (ang. human epitelial
cells). Wynik musi zawiera¢ miano przeciwcial oraz typ $wiecenia. Dalsza diagnostyka
swoisto$ci antygenowej przeciwcial moze by¢ wykonywana innymi metodami (ELISA,
chemiluminescencja, immunoblotting, cytometria przeptywowa) przy zachowaniu
wyzszej lub podobnej czutosci jak immunofluorescencja na komoérkach HEp-2. Stoso-
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wana metoda powinna by¢ zamieszczona na wyniku. W roku 2013 na tamach ,, Annals
of the Rheumatic Diseases” ukazaly si¢ rekomendacje European autoimmunity standa-
rization initiative International Union of Immunologic Societies. Europejscy naukowcy
potwierdzili rekomendacje ACR dodajac od siebie propozycje zmiany nazewnictwa
przeciwcial. Wychodzac z zalozenia, ze przeciwciala ANA oznaczane metoda immuno-
fluorescencji poéredniej na komérkach HEp-2 znajduja sie takze w cytoplazmie, a wiec
poza jadrem komodrkowym, ich nazwe nalezy rozszerzy¢ na przeciwciala dla kompo-
nent komodrkowych (ang. antibodies to cellular components), a do wyniku dodawac typ
$wiecenia cytoplazmy i aparatu mitotycznego. Zaproponowali rozcienczenie surowicy
1 : 160 jako wyjsciowe miano dla os6b dorostych z zaznaczeniem, ze wyj$ciowe miano
surowicy powinno by¢ wigcksze od 95 percentyla zdrowej lokalnej populacji. W 2014
roku w Sao Paolo odbyt si¢ miedzynarodowy zjazd poswiecony autoprzeciwciatom i
autoimmunizacji , 12th International Workshop on Autoantibodies and Autoimmunity”,
na ktérym cafa jednodniowa sesja zostala poswiecona nazewnictwu typoéw $wiecenia
przeciwcial przeciwjagdrowych oznaczanych metoda immunofluorescencji posredniej
na komoérkach HEp-2. Ze wzgledow historycznych i praktycznych pozostawiono na-
zwe przeciwciata przeciwjadrowe ANA, sugerujac jednoczesnie aby $wiecenie apara-
tu mitotycznego i cytoplazmy opisywac jako ANA dodatnie. Opracowano tzw. drzewo
klasyfikacyjne z podzialem na trzy podstawowe typy $wiecenia: jadrowe, mitotyczne
i cytoplazmatyczne.

Ryc. 1. Doktadny podziat wzoréw Swiecenia z numerami kodéw, (majacymi na celu utatwienie
dostepu do bazy danych z konsensusu w sieci) przedstawia ,drzewo klasyfikacyjne”

HEp-2 cell
patterns

Competent-level
Expert-level report
@ |Metaphase plate is stained

Zrédto: Chan E K L, Damoiseaux J, Carballo O G i wsp.: Report of the first international consensus on standardized
nomenclature of antinuclear antibody HEp-2 cell patterns 2014-2015.Hypothesis and Theory.2015;6:1-13.
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Ryc. 2. Homogenny typ $wiecenia W interfazie jadra komorkowe dajg réwnomierny,
homogenny typ $wiecenia nukleoplazmy, w me-
tafazie $wieca chromosomy ulozone wzdiuz osi
podziatowej. Taki typ $wiecenia daja przeciwciata
skierowane przeciw antygenom zwigzanym z chro-
matyna: DNA, histonom i nukleosomom. Obecno$¢
przeciwcial anty-dsDNA i dla nukleosomoéw jest
swoistym markerem tocznia rumieniowatego ukla-
dowego, a ich miano koreluje z przebiegiem choroby
i odpowiedzig organizmu na leczenie. Przeciwciala
anty-dsDNA moga wskazywaé na ciezszy przebieg
choroby niekiedy z zajeciem nerek. Przeciwciata
dajace homogenny typ $wiecenia najczesciej powigzane s3 z wystepowaniem: tocznia
rumieniowatego uktadowego, toczenia indukowanego lekami i mtodzienczego idiopa-
tyczngo zapalenia stawdw.

Ryc. 3. Plamisty typ $wiecenia Okreslany jako: plamisty, gruboplamisty lub drob-
noplamisty wzor $wiecenia, w zaleznosci od wiel-
kosci $wiecacych ziaren. W interfazie widoczne sg
wyrazne ziarnisto$ci. W metafazie chromosomy
s3 niewidoczne. Autoprzeciwciata dajace plamisty
typ $wiecenia skierowane s3 przeciw antygenom:
hnRNP, Ul RNP, Sm ( przeciwcialo patognomo-
niczne dla TRU), SSA/Ro (Ro60), SSB/La, RNA
polimerazie III, Mi-2 i Ku, a powigzane z ich wy-
stepowaniem choroby to: mieszana choroba tkanki
lacznej, toczen, zapalenie skérnomiesniowe oraz
zespol nakladania twardzina, zapalenie wielomie-
$niowe. Drobnoplamisty typ $wiecenia wykazujg
przeciwciala dla: SSA/Ro (Ro60), SSB/La, Mi-2, TIF 1y, TIF 1p, Ku, RNA helikaza A i
replikacyjne biatko A. Choroby towarzyszace obecnosci tych przeciwciat to: zespdt Sjo-
grena, toczen, zapalenie skornomigéniowe oraz zesp6t naktadania twardzina, zapalenie
wielomiesniowe. Przeciwciala anty-hnRNP, UIRNP, Sm i przeciw RNA polimerazie III
moga dawa¢ gruboplamisty wzor §wiecenia. Chorobami najcze$ciej powigzanymi z ich
wystepowaniem s3: mieszana choroba tkanki facznej, toczen rumieniowaty ukladowy
i twardzina.
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Mozemy wyréznia¢ homogenny typ $wiecenia jaderek, ktory moga dawa¢ przeciwciala
dla antygenéw: PM/Scl-75, PM/Scl-100, Th/To, B23/nucleophosmin, nucleolin, No55/
SC65.

Plamisty typ $wiecenia jaderek daja przeciwciala przeciw U3snoRNP/fibrylarynie.

Punktowy typ $wiecenia wywolujg przeciwciata przeciw: RNA polimerazie I i hUBF/
NOR-90. Choroby powiazane z wystepowaniem tych autoprzeciwciat to: twardzina, ze-
spot Sjogrena i zespo6l nakladania twardzina i zapalenie wielomigsniowe.

Ryc. 4. Jaderkowy plamisty typ swiecenia Ryc. 5. Jaderkowy homogenny typ swiecenia

Ryc. 6. Centromrowy P SWiecen® A ntygenami docelowymi dla centromerowego typu

$wiecenia sg biatka kinetochoru A, B, C rzadziej D,
E i H. Przeciwciala dla centromerowego biatka A
pojawiajg sie przed innymi i moga mie¢ znaczenie
prognostyczne. W jadrach komoérek znajdujacych
sie w interfazie przeciwciala te daja rOwnomiernie
roztozone $wiecenie drobnych ziarenek, podobnej
wielko$ci, ktére w metafazie ukladaja sie wzdluz
osi podziatowej komoérki. Autoprzeciwciala reagu-
jace z tymi antygenami s3 powigzane z ograniczo-
na postacia twardziny i pierwotng marskoscig zo6t-
ciowa watroby.

Przeciwciala te nie doczekaly sie polskiego nazewnictwa, funkcjonujg w literaturze i dia-
gnostyce pod oryginalng nazwa. MoZemy wyrozni¢ dwa typy $wiecenia: few nuclear dots
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Ryc. 7. Typ Swiecenia nucleardots  _ yy interfazowym jadrze $wieci od 1 do 6 kropek.
Antygenami s bialka SMN i p80-koilina. Choroby
powiagzane z wystepowaniem tych przeciwcial to:
zespol Sjogrena, toczen rumieniowaty ukladowy,
twardzina i zapalenie wielomigsniowe. Drugi typ
$wiecenia to multiple nuclear dots, opisywane zwy-
kle jako nuclear dots, $wieci od 6 do 20 kropek, an-
tygenami sg biatka: Sp 100, biatka PML, MJ/NXP-2
i SUMO. Wystepowanie tych przeciwcial moze to-
warzyszy¢: pierwotnej marskosci zolciowej watro-
by, zapaleniu skérno/wielomigsniowemu i ogdlnie
w uktadowych chorobach tkanki faczne;.

Ryc. 8. Swiecenie przeciwciat dla Wyrézniamy tzw. gladkie $wiecenie blony jadrowej,
biatek laminy nazywane $wieceniem blonowym, obwodowym,
brzeznym. Ten wzér $wiecenia dajg przeciwciala re-
agujace z laming A, B i C - bialkami blonowymi oraz
biatkami zwigzanymi z laming. Wystepowanie tych
przeciwcial wigze sie z takimi chorobami jak: toczen
rumieniowaty uktadowy, zespé! Sjograna i seronega-
tywne reumatoidalne zapalenie stawow. Punktowy
typ $wiecenia daja przeciwciata dla kompleksow bia-
tek tworzacych pory w blonie jadrowej np.: gp210 czy
gp 22. Przeciwciala te wystepuja w pierwotnej mar-
skosci zolciowej watroby.

Nazwa pleomorficzny typ $wiecenia odnosi si¢ do przeciwcial PCNA (ang. prolifera-
ting cell nuclear antigen) i CENP-F (centromerowe biatko F), poniewaz przeciwciala dla
tych antygenow dajg $wiecenie o zréznicowanej intensywnosci, zaleznie od fazy cyklu
komorkowego. Typ $wiecenia okre$lany jako prawdopodobnie PCNA (ang. PCNA-like)
osigga szczyt intensywnosci w komorkach bedacych w fazie S cyklu, co daje $wiecenie
okoto 30% jader. W fazie G1 jadra komorek pozostajg negatywne. Przeciwciata anty-
-PCNA (polska nazwa cyklina 1) wystepuja w toczniu rumieniowatym uktadowym.
Przeciwciala anty-CENP-F daja intensywne plamiste $wiecenie w jadrach komorko-
wych w fazie G2 i stabe lub negatywne w fazie G1. Swiecenie centomerowe widoczne
jest tylko w jadrach komorek bedacych w prometafazie i metafazie. Obecno$¢ tych au-
toprzeciwcial faczona jest z chorobami nowotworowymi zwtaszcza ptuc.
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Ryc. 9. Tp $wiecenia PCNA Ryc. 10. Typ $wiecenia CENP- F

Przeciwciala anty-Scl-70 reaguja z DNA topoizo-
merazg I. Ich obecnos¢ jest powigzana z ciezszym
uogdlnionym przebiegiem choroby. Wystepuja
u okoto 40% chorych na uogdlniong posta¢ twardzi-
ny ukladowej (ang. diffused systemic sclerosis dSSc)
i u mniej niz 10% chorych z ograniczong postacia
twardziny ukladowej (ang. limited systemic sclerosis
1SSc¢), dlatego wigze sie je z uogdlnionym stwardnie-
niem skory, ponadto zmianami zwléknieniowymi
pluc oraz zajeciem mie$nia sercowego. Istniejg takze
jednostkowe doniesienia o powigzaniu anty-Scl-70
z przetomem nerkowym. Przeciwciata te wywolujgja charakterystyczny wzor $wiecenia.
W komoérkach w interfazie nukleoplazma daje homogenny typ $wiecenia, z wyraznym
homogennym $wieceniem jaderek. Mimo, Ze ten wzor §wiecenia nie znalazt si¢ w reko-
mendowanym drzewie klasyfikacyjnym, trudno go pomina¢ ze wzgledu na duza swo-
isto$¢ przeciwcial anty-Scl-70.

W obrebie cytoplazmatycznego typu $wiecenia wyrézniamy 5 podtypdéw: plamisty,
wioknisty, retikularny, $wiecenie organelli komdrkowych i tzw. rods and rings.

Taki wzor $wiecenia dajg przeciwciata dla antygendw zlokalizowanych w cytoplazmie
i w zaleznosci od wielkos$ci §wiecacych ziaren, mozemy wyrdznié: gesty drobnoplami-
sty typ $wiecenia, drobnoplamisty typ $wiecenia i tzw. discrete dots. Gesty drobnopla-
misty wzor $wiecenia moga wywolywa¢é przeciwciala dla syntetaz aminoacylo- tRNA:
PL-7 (syntetaza treonylo-tRNA) i PL-12 (syntetaza alanylo-tRNA). Przeciwciala te wy-
stepuja w zapaleniu mie$ni, ich obecno$¢ moze stuzy¢ do rozpoznania zespotu anty-
syntetazowego — ASS (ang. antisynthetase syndrome), w ktorym naktadaja si¢ zapalenie
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miesni i stawdéw bez nadzerek oraz zajecie narzadéw wewnetrznych, zwlaszcza §rod-
migzszowa choroba pluc (glownie anty-PL-7). Obecno$¢ przeciwciat anty-PL-12 wigze
sie z nadcisnieniem plucnym i zajeciem przetyku. Innym przeciwcialem dajacym taki
typ $wiecenia jest przeciwciato dla rybosomalnego biatka P, antygenami docelowymi
sg tu biatka PO, P1 i P2 podjednostki 60S rybosomdw. Przeciwciata dla rybosomalne-
go biatka P uwazane sg za wysoce swoiste dla tocznia rumieniowatego ukladowego i
moga by¢ markerem aktywnosci choroby. Ich obecnos¢ jest powigzana z mozliwoscig
zachorowania w mlodym wieku, ciezkim przebiegiem choroby i zajeciem wielu narzg-
déw w tym centralnego ukladu nerwowego, nerek i watroby. Zwigzek obecnosci tych
przeciwcial z objawami neuropsychiatrycznymi wzbudza wiele kontrowersji. Drobno-
plamisty typ $wiecenia cytoplazmy moga dawacé przeciwciata anty-Jo-1, przeciwciala
przeciw syntetazie histydylo-tRNA. Przeciwciala te wystepuja u okoto 75% chorych z
rozpoznanym zespolem antysyntetazowym powigzanym z ci¢zkim przebiegiem zapa-
lenia migsni i stawow. Discreate dots to swiecenie nieréwnomiernie rozrzuconych w
cytoplazmie wyraznych ziarnisto$ci. Przeciwciata tworzace ten typ $wiecenia reaguja z
antygenami okreslanymi jako GW bodies, Su/Argonaute2, Ge-1i GW 128. Przeciwciala
te moga wystepowaé w pierwotnej marskosci zétciowej watroby i w szeroko rozumia-
nych zaburzeniach neurologicznych i autoimmunizacyjnych.

Ryc. 12. Anty-Jo-1 Ryc. 13. Anty-rybosomalne biatko Pa  Ryc. 14. Discrete dots

Widknisty - linearny typ $wiecenia daja przeciwciata przeciw-aktynowe wystepujace
w mieszanej chorobie tkanki tacznej, pierwotnej marskosci zo6lciowej watroby, autoim-
munizacyjnym zapaleniu watroby, chorobie Crohn'a i miastenii. Filamentarny/mikro-
tubularny wzér $wiecenia dajg przeciwciala przeciw wimentynie i cytokeratynie, ktdre
moga wystepowaé w chorobach infekcyjnych, przy dlugotrwalym stanie zapalnym, u
pacjentéw dializowanych, w tuszczycy, ogdlnie w chorobach reumatycznych, w choro-
bach watroby o podiozu alkoholowymi i u 0séb zdrowych. Typ $wiecenia okreslany we-
dlug nowych kryteriow jako segmentarny (ang. segmentary) moga dawac przeciwciala
przeciwko a-aktynie, winkulinie i tropomiozynie. Wystepowanie tych przeciwcial po-
wigzane jest z chorobg Crohn'a, wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego i miastenia.
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Ryc. 15. Anty-aktyna Ryc. 16. Anty-wimentyna Ryc. 17. Anty-tropomiozyna

W2zér $wiecenia opisywany czesto jako gruboplamisty, ziarnistosci sg gesto skupione wo-
kot blony jadrowej rozchodza si¢ w kierunku btony komdrkowej. Autoprzeciwciala skie-
rowane s przeciw antygenom zlokalizowanym w wewnetrznej blonie mitochondrialnej
- dehydrogenazom mitochondrialnym. Przeciwciala te czgsto wystepuja w pierwotnej
marskosci zolciowej watroby, w twardzinie, rzadko w innych chorobach reumatycznych.

Najczesciej ogladanym typem $wiecenia organelli komérkowych jest swiecenie wywolane
obecnoscig przeciwcial dla aparatu Golgieg' o, ktore ze wzgledu na lokalizacje w stosunku
do jadra komorkowego mozna okresli¢ jako biegunowe. Zidentyfikowane autoantygeny
to giantin/macrogolgin, golgin-95/GM130, golgin-160, golgin-97 i golgin-245. Przeciwciala
te moga towarzyszy¢: z. Sjégrena, toczniowi, reumatoidalnemu zapaleniu stawdw, miesza-
nej chorobie tkanki facznej, chorobom infekcyjnym i wielu innym.

Ryc. 18. AMA Ryc. 19. Przeciwciatadla  Ryc. 20. Rods and rings
ap. Golgiego
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Gléwnym antygenem dla przeciwcial dajacych ten typ $wiecenia jest enzym dehydroge-
naza 2 inozynomonofosforanu (IMPDH2) uczestniczaca w przemianach nukleotydow
purynowych. Przeciwciala te s3 wykrywane u pacjentéw z wirusowym zapaleniem wa-
troby typu C, leczonych interferonem a i ribavirinem oraz rzadko u chorych na toczen,
chorobe Hashimoto i 0s6b zdrowych.

Wzory $wiecenia, ktore mozemy oglada¢ w komorkach bedacych w trakcie podziatu.

1.

Centrosomowy (centriolowy) wzdr $wiecenia — §wiecg 1-2 centriole w cytoplazmie
komorek w interfazie, w komorkach podziatowych na biegunach wrzeciona kario-
kinetycznego. Antygenami docelowymi dla tych przeciwcial sq: pericentrin, ninein,
Cep250, Cepl110, enolaza. Sporadycznie wystepuja w twardzinie, zespole Raynauda
i infekcjach (wirusowych i Mycoplasma).

Swiecenie wrzeciona kariokinetycznego (MSA-2) i NuMA (MSA-1). Wyrazne
$wiecenie wrzeciona kariokinetycznego w komorkach dzielgcych sie, w przypadku
wzoru NuMA dodatkowo widoczne plamiste §wiecenie jadra. Antygenem dla prze-
ciwcial MSA-2 jest przypominajace kinaz¢ biatko 130 kDa okreslane jako HsEg5.
Przeciwciala MSA-1 reaguja z centrofiling biatkiem o cigzarze 210 kDa. Przeciwcia-
fa te towarzysza niekiedy zespotowi Sjégrena, toczniowi i innym chorobom reuma-
tycznym.

Swiecenie mostu miedzykomérkowego - strefy podzialowej komoérek okreslane
takze jako stem body albo midbody, autoantygenami sg tu Aurora kinaza B, CENP-
-E, MSA-2, KIF-14 i MKLP-1. Obecnos$¢ tych przeciwcial niekiedy wykrywana jest
u chorych na twardzine, zespot Raynaud'a i nowotwory zlosliwe.

Swiecenie przeciwcial zwigzanych z chromosomami (ang. mitotic chromosome
coat). Antygenami dla tych przeciwcial sa zmodyfikowany histon H3 i MCA-1,
moga one niekiedy wystepowaé w toczniu, w przewleklej limfatycznej bialaczce,
zespole Sjogrena i w reumatycznym bolu wielomiesniowym.

Ryc. 21. Anty-centro- Ryc. 22. Wrzeciono  Ryc. 23. NuMA
somy kariokinetyczne
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Ryc. 24. Most miedzy-

Ryc. 25. Chromoso-
komérkow

me coat

Zrédto: Chan E K L, Damoiseaux J, Carballo O G et al.: Report of the first international consensus on standardized no-
menclature of antinuclear antibody HEp-2 cell patterns 2014-2015.Hypothesis and Theory.2015;6:1-13.

Do$¢ czesto zdarza sie, ze mimo wysokiego miana przeciwcial ANA - o typie $wie-
cenia homogenno-plamistym, nie udaje si¢ oznaczy¢ zadnej swoistoéci antygenowej
przeciwcial. Az do 2000 roku, kiedy odkryto wlasciwy antygen dla tych przeciwcial,
tego typu wyniki byly Zrédlem frustracji dla lekarzy i diagnostow. Opisane poczatkowo
ze wzgledu na typ $wiecenia jako DFS70 (ang. dense fine speckles) reaguja z czynni-
kiem wzrostowym nablonka soczewki LEDGF/p75 (ang. lens epithelium-derived growth
factor p75). Przeciwciala te wystepuja u 30-71% chorych na atopowe zapalenie skory,
100% chorych na atopowe zapalenie skory i katarakte, 66% z zespotem Vogta-Koyana-
giego-Harady, 16% chorych na astme, okofo 9% ze sr6dmiazszowym zapaleniem peche-
rza moczowego, u 6% z chorobg Hashimoto, 4,5% z tuszczycg i u okolo 2% z choroba

Graves'a. W ukladowych choro-

RYC. 26. Zdjecie zaczerpniete z materiatéw reklamowych  pach tkanki tacznej przeciwciata
firmy INOVA DIAGNOSTICS. Strzatkami zaznaczono geste (o paiczeéciei byt krvwane
drobnoplamiste swiecenie jagdra komérkowego w interfa- ) lq SJ Y );(ywy dyv2v50/
zZie i Swiecenie chromatyny w komérce mitotycznej. W 2€Spo e. ].ogrna 0 10d 2%

w twardzinie do 0% w pozosta-

tych. Obecnos¢ tych przeciwciat
u 0s6b zdrowych moze osiagac
poziom 21,6%. Ze wzgledu na
rzadkie wystepowanie w uklado-
wych chorobach tkanki lacznej
bardzo wazne jest odrdznienie
tych przeciwcial od homogenne-
go i plamistego wzoru $wiecenia.
W drzewie klasyfikacyjnym wg
rekomendacji z 2014 roku zosta-
ty one zakwalifikowane do pla-
mistego typu $wiecenia.
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Pierwszy etap oznaczania przeciwcial przeciwjagdrowych - immunofluorescencja po-
$rednia na komoérkach HEp-2 daje informacje o obecnoéci lub braku przeciwcial prze-
ciw antygenom zawartym w jadrze komoérkowym i cytoplazmie, daje wstepne wyobra-
zenie o stezeniu tych przeciwcial oraz sugeruje dalszg droge diagnostyki. Oznaczanie
swoisto$ci antygenowych wykrytych weze$niej ANA odbywa sie metodami immuno-
enzymatycznymi, immunochemicznymi, immunoradiologicznymi lub metodg im-
munoblottingu. W wyjatkowych przypadkach, jak przeciwciata dla dsDNA czy mito-
chondriéw badaniem potwierdzajagcym moze by¢ immunofluorescencja na swoistym
substracie antygenowym.

Ryc. 27. Przeciwciata anty-dsDNA Obecno$¢ przeciwcial dla dwuniciowego
DNA ocenia si¢ na podstawie $wiecenia
kinetoplastu (duze mitochondrium $cisle
wypelnione dwuniciowym DNA)) znaj-
dujacego sie obok jadra.

Zgodnie z rekomendacjami Interna-
tional recommendations for the as-
sessment of autoantibodies to cellular
antigens referred to as anti-nuclear an-
tibodies z 2013 roku do oznaczenia
obecnosci  przeciwcial  anty-dsDNA,

ze wzgledu na wysoka swoisto$¢ najlep-
szym wyborem jest metoda immunofluorescencji na Crithidia luciliae (CLIFT) i me-
toda radioimmunologiczna natomiast do monitorowania poziomu tych przeciwcial
w toczniu zalecane jest uzycie testow ELISA lub metody radioimmunologiczne;.

Antygen Ro/SSA jest zbudowany z maloczasteczkowego RNA i biatek o cigzarze: 45,
52, 54160 KDa. Przeciwciala anty-Ro/SSA wystepuja u 70-100% chorych na zespét Sjo-
grena, 30-70% chorych na podostry toczen rumieniowaty i u 70-80% przypadkéw tocz-
nia noworodkéw. Razem z przeciwciatami anty-La/SSB wykrywane s3 nawet 6 lat przed
wystapieniem objawdéw tocznia. Ich obecno$¢ koreluje z nadwrazliwo$cia na $wiatlo,
skornym zapaleniem naczyn i zaburzeniami hematologicznymi (anemia, leukopenia
i trombocytopenia). Autoprzeciwciala reaguja z biatkami zawartymi w kompleksie
rybonukleoproteinowym, stad w uktadowych chorobach tkanki tgcznej pojawiaja sie
przeciwciala reagujace z biatkami Ro52 i Ro60. Obecnos¢ przeciwcial anty-Ro52 i anty-
-Ro60 wigze si¢ z innymi objawami klinicznymi, stad tez coraz czeéciej zlecane sg bada-
nia autoprzeciwciat skierowanych przeciw konkretnym podjednostkom antygenu Ro.
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Tabela 6. Jednostki chorobowe i objawy powigzane z obecnoscia przeciwciat anty-Ro52 i anty-Ro60

Objawy kliniczne przypisywane przeciwciatom:

Anty-Ro52 (TRIM21) Anty-Ro60
Z.5jogrena (marker ciezkiego przebiegu choroby) Zespot Sjogrena
Toczen rumieniowaty uktadowy TRU z obnizonym poziomem dopetniacza

Twardzina uktadowa

Zapalenie skérno/wielomigsniowe (niezalezny marker)

Autoimmunizacyjna choroba watroby

Pierwotna marskos¢ zétciowa watroby

Infekcja

Nowotwory

Wrodzony blok serca noworodkow
Najwieksze ryzyko istnieje, gdy u matki obecne sa przeciwciata antyRo52 i anty-La

8.3. Przeciyciaea ANTY-RNP  (ANG. ANTI-RIBONUCLEOPROTEIN
ANTIBODIES,)

Antygen RNP jest maloczasteczkows rybonukleoproteing o duzej zawartosci urydyny
(U-RNA) potaczong z biatkami: Ul (70 KDa), biatkiem A (33 KDa) i biatkiem C (22
KDa), ktore reaguja z przeciwcialami anty-RNP. Przeciwciala anty-U1 RNP uwazane sa
za patognomoniczne dla mieszanej choroby tkanki facznej, ich obecnos$¢ zawarta jest w
kryteriach laboratoryjnych tej choroby. Wystepuja takze u 20-30% chorych na toczen
rumieniowaty ukladowy oraz w reumatoidalnym zapaleniu stawow, zapaleniu wielo-
mie$niowym, twardzinie i zespole Sjogrena. Niektére doniesienia wskazujg na udziat
tych przeciwcial we wrodzonej i nabytej odpowiedzi immunologicznej, co moze wska-
zywacé na ich udzial w patogenezie choréb tkanki taczne;.

Q. SEROLOGICZNE KRYTERIA REUMATOIDALNEGO ZAPALENIA STAWOW
wc ACR/EULAR 7 2010 roku

1. Nieobecnos¢ czynnika reumatoidalnego (RF) i przeciwcial anty-CCP 0 punktow
2. Niskie dodatnie stezenie czynnika reumatoidalnego i/lub anty-CCP 2 punkty
3. Wysokie dodatnie stezenie czynnika reumatoidalnego i/lub anty-CCP 3 punkty

Q |. CZYNNIK REUMATOIDALNY

Do 2010 roku jedynym laboratoryjnym kryterium diagnostycznym reumatoidalnego
zapalenia stawdw byl czynnik reumatoidalny. Wykryty w latach 40-tych XX wieku przez
Waaler'a i Roseg'o czynnik reumatoidalny, nazwany pdzniej klasycznym, jest prze-
ciwcialem klasy IgM reagujacym z fragmentem Fc zmienionej ludzkiej lub zwierzecej
immunoglobuliny G. Klasyczny czynnik reumatoidalny IgM RF (ang. rheumatoid fac-
tor) wystepuje w surowicy 50-90% os6b chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw
(tzw. seropozytywny RZS) u okolo 30% dzieci chorych na mtodziencze idiopatyczne za-
palenie staw6éw i u 2-30% zdrowej populacji. Z wiekiem odsetek 0séb z podwyzszonym
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poziomem IgM RF rosnie nawet do 40%. Wysoki poziom RF we krwi obserwuje sie u
chorych z ostrzejszym przebiegiem choroby oraz wystepowaniem zmian pozastawo-
wych w postaci licznych podskérnych guzkéw i martwiczego zapalenia naczyn.

Tabela 7. Czestos¢ wystepowania klasycznego czynnika reumatoidalnego w réznych chorobach

Jednostka chorobowa Czestosc wystepowania IgM RF (%)
Reumatoidalne zapalenie stawow 50-90
Zespot Sjogrena 70-95
Mieszana krioglobulinemia 40-100
Toczen rumieniowaty uktadowy 15-35
Mieszana choroba tkanki tacznej 25-60
Zapalenie wielomiesniowe/skdrnomigsniowe 5-20
Twardzina uktadowa 20-30
Mtodziencze idiopatyczne zapalenie stawow 15-30
Podostre bakteryjne zapalenie wsierdzia 25-50
Infekcyjne zapalenie watroby 15-40
Infekcje EBV/CMV 20
Trad 5-58
Gruzlica 8-15
Kita 10-13
Sarkoidoza 3-33
Makroglobulinemia Waldenstréma 30
Marskos¢ watroby 25
Choroba zwtéknieniowa ptuc 25
Osoby zdrowe <5
Osoby starsze (>70 roku zycia) 10-25 (40)

W uktadowych chorobach tkanki tacznej oprocz klasycznego wystepuja takze czynniki
reumatoidalny innych klas. Gléwnie IgG i IgA oraz w mniejszym stopniu IgE i IgD
RF. Posiadajg one t¢ samg swoisto$¢ antygenowa co klasyczny czynnik reumatoidal-
ny - reaguja z fragmentem Fc IgG. Ze wzgledu na duze rozmiary RF IgM mogt by¢
pierwotnie oznaczany przy uzyciu testow aglutynacyjnych (hemaglutynacja krwinek
barana lub testy lateksowe). Do oznaczania czynnikéw innych klas stosuje si¢ metody
nefelometryczne, radioimmunologiczne i testy ELISA. Czynnik reumatoidalny klasy
IgG wystepuje u 36-66% 0s6b chorych na RZS, IgA RF u 19-88%, a IgE u 68% chorych.
Wykazano, ze obecno$¢ IgG RF u chorych na RZS jest powigzana z wystepowaniem
zapalenia naczyn i zespolem mechanicznej lepkosci, natomiast obecnos$¢ IgA RF wia-
ze sie z ciezszym przebiegiem choroby. Obecno$¢ czynnika reumatoidalnego klasy IgG
wykrywa sie takze u znacznej liczby osob zdrowych , IgM, IgA, IgG i IgE u chorych na
toczen rumieniowaty ukfadowy, IgA u okofo 80% chorych z zespotem Sjogrena, a IgE
u chorych z astma oskrzelowa. Wiele badan wskazuje na korelacje miedzy poziomem
czynnikow reumatoidalnych klasy IgM i IgA a aktywnoscig choroby i obecnoscig kraza-
cych komplekséw immunologicznych. Réwnoczesny podwyzszony poziom IgA i IgM
RF jest charakterystyczny dla reumatoidalnego zapalenia stawdw i rzadko wystepuje w
innych jednostkach chorobowych.
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Q.2 Przeciwciata pia CYTRULINOWANYCH BIAtEK ACPA (ANG,
ANTI-CITRULLINATED PROTEIN ANTIBODIES)

Przeciwciala te wystepuja pod réznymi nazwami: czynnik anty-perynuklearny APF
(ang. antiperinuclear factor) , przeciwciala antykeratynowe AKA (ang. antikeratin an-
tibodies), antyfilagrynowe AFA (ang. anti filaggrin antibodies), przeciwciata anty-Sa
(antygenem jest cytrulinowana wimentyna), przeciwciata dla cyklicznych cytrulinowa-
nych peptydéw anty-CCP, przeciwciala anty-CEP 1 (antygenem dla tych przeciwciat
jest cytrulinowana a enolaza). Nalezy jednak pamietac, Ze sa to przeciwciala reagujace
z tym samym, badZz podobnym epitopem. Wszystkie wymienione nazwy funkcjonuja
w literaturze do dzi$, poniewaz lacza sie one z okreslonymi technikami diagnostycz-
nymi stuzagcymi do wykrywania tych przeciwcial. Dzi§ wiemy juz, ze antygenem dla
wszystkich wymienionych przeciwciat jest cytrulina, aminokwas powstajacy w wyni-
ku posttranslacyjnej modyfikacji, przeprowadzanej przez enzym deiminaze peptydy-
loargininowg (PAD), przeksztalcajacg L-argininge w L-cytruline. Obecnos¢ przeciwciat
anty-CCP IgG jest wykrywana wg. roznych badan u 48-85% chorych na reumato-
idalne zapalenie stawdw, ponadto u 44% chorych z palindromicznym reumatyzmem,
9% chorych na toczen rumieniowaty ukladowy, 7-8% chorych na tuszczycowe zapalenie
stawow, 5% chorych z zespolem Sjégrena oraz u chorych na mlodziencze idiopatyczne
zapalenie stawow, zesztywniajace zapalenie stawow kregostupa i u 0-2% osob zdrowych.
Podwyzszony poziom przeciwcial anty-CCP moze korelowa¢ z aktywnoscig choroby,
zmianami w obrazie radiologicznym, podwyzszonym poziomem CRP i RF. Co cieka-
we retrospektywne badania duzej ilosci surowic wykazaly, ze obecno$¢ przeciwciat dla
cytrulinowanych biatek moze wyprzedza¢ wystapienie symptomdéw RZS nawet o kilka
lat. Kolejnym parametrem pomocnym we wczesnej diagnostyce reumatoidalnego za-
palenia stawdw sg przeciwciala anty-carP (ang. anti carbamylated protein antibodies)
reagujace z homocytruling, powstalag w wyniku modyfikacji chemicznej pod wpltywem
cyjanianu przeksztalcajacego lizyne w homocytruling. Do wzmozonej karbamylacji do-
chodzi najprawdopodobniej w ogarnietej stanem zapalnym blonie maziowej stawow,
pod wplywem mieloperoksydazy (MPO) uwalnianej przez aktywowane neutrofile.
MPO posiada zdolnos¢ przeksztalcania tiocyjanianu w cyjanian, co z kolei prowadzi
do nasilenia karbamylacji. Przeciwciata anty-carP wykryto u 39- 45% chorych na RZS,
w tym u 30% ACPA ujemnych. Ich obecnos¢ wigze si¢ z bardziej zaawansowanymi
zmianami radiologicznymi, posiadajg takze dodatnig warto$¢ predykcyjng — moga po-
jawia¢ sie na wiele lat przed objawami choroby i w polaczeniu z bélami stawdw moga
wskazywac na pdzniejszy rozwoj reumatoidalnego zapalenia stawow.

[O. DIAGNOSTYKA ZESPOEU ANTYFOSFOLIPIDOWEGO

Zespol antyfosfolipidowy APS ( ang. antiphospholipid syndrome) to zespot objawdw
wywolanych przez autoprzeciwciala reagujace z biatkami zwigzanymi w kompleksy
z ujemnie natadowanymi fosfolipidami, ktore biorg udziat w procesie krzepniecia krwi
gltéwnie z $32-glikoproteing I i protrombing
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[O. . KRYTERIA LABORATORYINE ZESPOFU ANTYFOSFOLIPIDOWEGO
(Mivakis S 1 wsp. 2006)

1. Antykoagulant toczniowy (LAC) obecny w osoczu (wykryty zgodnie z zaleceniami ISTH)

2. Przeciwciala antykardiolipinowe (aCL) w klasie IgG lub IgM obecne w surowicy
lub osoczu w stezeniu >40 GPL/MPL lub >99 percentyla wykrywane standardowa
metodg ELISA

3. Przeciwciala przeciwko $32-glikoproteinie I w klasie IgG lub IgM obecne w surowi-
cy lub osoczu w stezeniu >99 percentyla wykrywane standardowg metoda ELISA

Wymienione oznaczenia muszg by¢ wykonane przynajmniej dwukrotnie w odstepie
co najmniej 12 tygodniowym, w okresie nie diuzszym niz 5 lat. Badania na obecnos¢
LAC nie mozna wykonywac u pacjentéw, leczonych antykoagulantami. Przeciwciala
antykardiolipinowe wykrywane u 80-90% pacjentéw z zespolem antyfosfolipidowym
posiadajg niestety Srednig swoisto$¢, poniewaz obecne sg takze w surowicach chorych
na ukladowe choroby tkanki tacznej, choroby infekcyjne (trad, kita, borelioza, wiruso-
we zapalenie watroby typu B i C, AIDS), choroby pasozytnicze i 2-5 % 0s6b zdrowych.
Po 70 roku zycia odsetek osob aCL dodatnich osiaga 50%. Przyczyna falszywie dodat-
nich wynikéw w klasie IgM, moze by¢ takze obecnos¢ w badanej surowicy czynnika
reumatoidalnego lub krioglobulin. Przeciwciata anty-B2 glikoproteina I wykazuja duza
swoisto$¢ dla APS, u 3-10% chorych sg jedynymi obecnymi przeciwcialami anty-fosfoli-
pidowymi, sa ponadto niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia zakrzepicy i utraty
cigzy. Wspotwystepowanie anty- B2GP I i LAC jeszcze bardziej zwieksza to ryzyko.

Przyszlos¢ diagnostyki APS to wykazujace duza swoistos¢ w stosunku do objawdw
przeciwciala przeciw kompleksowi fosfatydyloseryna-protrombina (ang. anti-phospha-
tidylserine/prothrombin antibodies - a-PS/PT) w klasie IgG i/lub IgM oraz domenie I {32
glikoproteiny I. Wlaczenie tych nowych markeréw serologicznych do kryteriéw labora-
toryjnych zespotu antyfosfolipidowego wydaje si¢ tylko kwestig czasu. Jak wykazaly do-
tychczasowe badania obecnos¢ przeciwciat przeciwko kompleksowi PS/PT bardzo $ci-
$le koreluje z obecnoscig LAC. Podwyzszony poziomem przeciwcial przeciw domenie
I 32 glikoproteiny I wigze sie z wysokim ryzykiem wystapienia zakrzepicy i poronien.

Oprocz przeciwcial $cidle zwigzanych z patogeneza uktadowych choréb tkanki tacznej,
oznaczane sg takze autoprzeciwciata, ktére s3 pomocne w diagnozowaniu autoimmuni-
zacyjnych chordb wspottowarzyszacych. Do takich przeciwcial naleza: przeciwciata dla
cytoplazmy neutrofili, dla blony podstawnej klebuszkow nerkowych oraz calego panelu
przeciwcial powigzanych z autoimmunizacyjnymi chorobami watroby.

|'|. PRZECIWCIALA DLA CYTOPLAZMY LEUKOCYTOW OBOJET-
NOCHEONNYCH ANCA (ANG. ANTI-NEUTROPHIL CYTOPLASMIC AN-
TIBODIES)
Ze wzgledu na obraz uzyskany w badaniu metodg immunofluorescencji posredniej na

leukocytach obojetnochlonnych utrwalonych alkoholem etylowym wyrézniamy 2 typy
tych przeciwcial: cytoplazmatyczny - cANCA i okotojadrowy - pANCA (ang. perinuc-
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lear). Antygenem docelowym dla przeciwcial cANCA jest obecna w ziarnistosciach
azurofilnych proteinaza-3 (29KDa proteinaza serynowa), natomiast dla przeciwciat
pANCA swoistym antygenem jest wystepujaca takze w ziarnistosciach azurofilnych
mieloperoksydaza (MPO). Dodatkowym utrudnieniem w diagnostyce ANCA jest
wystepowanie tzw. atypowych ANCA, ktére dajg typ $wiecenia podobny do c/pAN-
CA, ale antygenami docelowymi sa dla nich: elastaza, katepsyna G, lizozym obecne w
ziarnistosciach azurofilych oraz laktoferyna i biatko BPI (przeciwciala te opisywane sa
niekiedy jako formalino-ujemne). Wystepowanie tych przeciwcial zwigzane jest z inny-
mi jednostkami chorobowymi, dlatego konieczna jest dalsza swoista diagnostyka przy
uzyciu metod immunoenzymatycznych i immunochemicznych. Przeciwciata z ozna-
czong swoisto$cig okresla sie jako PR3-ANCA i MPO-ANCA, wystepuja one niekiedy
u chorych na ukladowe choroby tkanki tacznej, u ktérych pojawiaja sie takze zmiany
naczyniowe. Wsrdd zapalen drobnych naczyn wyroznia si¢ zapalenie zwigzane z prze-
ciwcialami przeciw cytoplazmie neutrofili AAV (ang. ANCA-associated vasculitis), do
choréb tych zaliczamy: ziarniniakowatos$¢ z zapaleniem naczyn (dawniej ziarniniako-
wato$¢ Wegenera), eozynofilowg ziarniniakowatos¢ z zapaleniem naczyn (dawniej ze-
spot Churga-Straussa) i mikroskopowe zapalenie naczyn.

Tabela 8. Czesto$¢ wystepowania przeciwciat ANCA w AAV

Jednostka chorobowa PR3-ANCA (%) MPO-ANCA (%)
Ziarniniakowatos¢ z zapaleniem naczyn 80-95 5-20
Eozynofilowa ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn | 35 40
Mikroskopowe zapalenie naczyn 35 40-80

Zrédto: Wiatr E, Gawryluk D. Pierwotne systemowe zapalenie naczyn zwigzane z przeciwciatami przeciwcytoplazma-
tycznymi (ANCA) - rekomendacje diagnostyczne i lecznicze. Pneumono. Alergol. Pol. 2013; 81: 479-491.

Ryc. 28. cANCA Ryc. 29. pANCA

Sa to przeciwciala skierowane przeciw fancuchom a kolagenu typu IV, wystepujace-
go w blonie podstawnej naczyn wlosowatych klebuszkow nerkowych i pecherzykow
plucnych. W wyniku dzialania tych autoprzeciwcial dochodzi do rozwoju gwattownie
postepujacego klebuszkowego zapalenia nerek i krwotokéw z pecherzykéow ptucnych
objawiajgcych si¢ krwiopluciem i zwi¢kszong pojemnoscig dyfuzyjng dla tlenku wegla.
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Zespot tych objawow opisal w 1919 roku amerykanski patolog Ernest Goodpastur, stad
nazwa ,,Zespol Goodpastura’.

Ryc. 30. anty-GBM

| 3. DIAGNOSTYKA AUTOIMMUNIZACYJINYCH CHOROB WATROBY

Obecnos¢ okreslonych przeciwcial przeciwjadrowych (np.: AMA, nuclear dots, anty-
-Ro52) moze wskazywac na wystepowanie autoimmunizacyjnych choréb watroby, takich
jak: autoimmunizacyjne zapalenie watroby typu I, II i III (AIH I, I, III ang. autoimmune
hepatitis), pierwotna marsko$¢ zotciowa watroby (PBC ang. primary biliary cirrhosis) i
pierwotne stwardniajgce zapalenie drég zétciowych (PSC ang. primary sclerosing cholan-
gitis). Klasyczng metoda diagnostyki autoimmunizacyjnych choréb watroby i drég zo61-
ciowych jest immunofluorescencja posrednia. Mozna w ten sposdb oznaczy¢ przeciwciala
przeciw miesniom gltadkim ASMA (ang. autoantibodies against smooth muscle), prze-
ciwciala przecimikrosomalne anty-LKM (ang. liver kidney microsomes) i przeciwciala
anty-mitochondrialne AMA. Przeciwciala przeciw migsniom gltadkim ASMA spotykane
sg u chorych z autoimmunizacyjnym zapaleniem watroby typu I i w pierwotnym stward-
niajgcym zapaleniu drég zoétciowych. Substratem antygenowym do oceny tych przeciwciat
jest zoladek szczura, na ktorym obserwuje sie $wiecenie bfony mig¢$niowej, warstwy mie-
$niowej blony sluzowej i miedzygruczotowych wiokien kurczliwych. Gléwnym antyge-
nem jest F-aktyna, ale niestety spotyka si¢ takze przeciwciata ASMA niereagujace z tym
antygenem. Przeciwciata przeciwmitochondrialne AMA ocenia si¢ przy uzyciu skrawkow
nerki szczura, w przypadku ich obecnosci, obserwuje si¢ $wiecenie pierwszo- i drugo-
rzedowych kanalikéw nerkowych. Przeciwciala AMA wystepuja u chorych z pierwotng
marskoscig zélciowa watroby, a niekiedy w réznych chorobach reumatycznych.

Ryc. 31. ASMA (substrat antygeno- Ryc. 32. AMA (nerka szczura)
wy zotadek szczura)




DIAGNOSTYKA LABORATORYJINA AUTOPRZECIWCIAE... [115]

Ryc. 33. Anty-LKM - wa- Ryc. 32. nty-LKM - nerka Przeciwciala  przeciwmikroso-
troba szczura szczura malne anty-LKM ocenia si¢ na
skrawkch nerki szczura gdzie do-
datnie surowice daja $wiecenie
kanalikéw proksymalnych, za$ na
watrobie szczura $wieci cytopla-
zma hepatocytow. Wyrdznia sie
trzy typy przeciwcial anty-LKM:
-LKM1, -LKM2, -LKM3, w au-
toimmunizacyjnym  zapaleniu
watroby wystepuja przeciwciala
anty-LKM1.

Dalsza diagnostyka choréb auto-

immunizacyjnych watroby wy-

maga zastosowania innych metod
pozwalajacych na ilo$ciowe osza-
cowanie miana przeciwcial i rozszerzenie panelu badanych autoprzeciwcial. Do takich
badan zalicza si¢ tzw. profile watrobowe — badanie wykonane metoda immunoblottin-
gu, gdzie na jednym pasku mozna oceni¢ polilosciowo obecno$¢ przeciwciat dla: AMA
M2, LKMI, Sp 100, gp210, SLA/LP (rozpuszczalne antygeny watroby) i LC-1 (‘antygeny
zawarte w cytozolu komoérek watroby), dla ilosciowego oznaczenia stezenia autoprze-
ciwcial nalezy zastosowa¢ metody immunoenzymatyczne lub immunochemiczne.

Tabela 9. Jednostka chorobowa versus swoisto$¢ antygenowa autoprzeciwciat

Jednostka chorobowa | Swoistos¢ antygenowa autoprzeciwciat

AlH typu | ANA, ASMA, anty-F-aktyna

AlH typu Il Anty-LKM 1 (wystepuje takze w zapalenie watroby typu C), anty-SLA/LP, LC-1

AlH typu Il Anty-SLA/LP

PBC AMA M2 (reaguja z podjednogtkq E2 kompleksu dehydrogenazy pirogronia-
nowej M2), ANA (anty-Sp 100 i anty-gp210)

PSC ANA, ASMA i pANCA (antygenem jest taricuch 53-tubuliny TBB5)

[ 4. POpsUMOWANIE

Ilo$¢ i réznorodnos¢ dostepnych obecnie testéw pozwala na przeprowadzenie zaréwno

ogolnych jak i bardzo szczegdtowych badan. Juz sama obecnos¢ autoprzeciwcial moze
potwierdza¢ badZz sugerowa¢ diagnoze kliniczng, poziom oznaczanych przeciwciat
moze wskazywaé na stopien nasilenia zmian chorobowych, opisywa¢ przebieg, ale tak-
ze mozliwos¢ pojawienia si¢ nawrotu choroby. Aby w pelni wykorzysta¢ mozliwosci
jakie obecnie daje diagnostyka laboratoryjna, dokonujac wyboru zlecanych badan na-
lezy zwroci¢ uwage na ich czulos$¢ i swoisto$¢, ilos¢ uzyskanych danych oraz technike
zastosowana do ich wykonania.

W pracy wykorzystano zdjecia wtasne, pochodzqce z publikacji: Chan E K L, Damoiseaux J, Carballo O G
et al.: Report of the first international consensus on standardized nomenclature of antinuclear antibo-
dy HEp-2 cell patterns 2014-2015.Hypothesis and Theory.2015,6:1-13 oraz zdjecia udostepnione dzieki
uprzejmosci firmy Euroimmun.
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RozpziAat 8
Cytotoksycznose

Anna Radzikowska

[. WsTEP

Nadrzedng funkcja ukladu immunologicznego jest obrona organizmu przed czyn-
nikami patogennymi, oraz udzial w nadzorze immunologicznym, czyli odpornosci
przeciwnowotworowej. Cytotoksycznos¢ to szereg mechanizmow, ktore prowadza do
eliminacji komorek zakazonych patogenami wewnatrzkomérkowymi (bakterie, wiru-
sy, pierwotniaki, grzyby), komorek nowotworowych, komoérek przeszczepow alloge-
nicznych, a takze w niektorych sytuacjach komoérek prawidlowych (autoimmunizacja,
reakcje nadwrazliwoséci). Mechanizmy cytotoksyczno$ci wykorzystywane sg réwniez
w odpornosci przeciwpasozytniczej, gdzie celem ataku ze strony komorek efektorowych
staja sie organizmy wielokomoérkowe jak na przyklad: przywry Schistosoma, czy larwy
Trichinella spiralis.

2. KOMORKI EFEKTOROWE

Komoérkami zdolnymi do wywierania efektu cytotoksycznego w stosunku do szeregu
réznych komorek docelowych sg przede wszystkim cytotoksyczne limfocyty T CD8*
(cytotoxic T lymphocytes — CTL) i komorki NK, a takze limfocyty NKT, limfocyty Ty3,
neutrofile, monocyty/makrofagi, eozynofile. W mechanizmie cytotoksycznoéci komoér-
kowej zaleznej od przeciwcial (ADCC) moga uczestniczy¢ réwniez plytki krwi.

3. Komorkl NK

Komoérki NK stanowig subpopulacje limfocytéw powigzanych z mechanizmami odpor-
nosci nieswoistej. Nazwa tych komorek (natural killers - NK) pochodzi od ich zdolnosci
do spontanicznego zabijania komdrek nowotworowych i komérek zakazonych wirusa-
mi. Komérki NK roéznicujg sie i dojrzewaja gtoéwnie w szpiku kostnym ze wspdlnych
z innymi limfocytami komoérek progenitorowych. Stwierdzono réwniez, ze czg$¢ komo-
rek NK moze powstawa¢ w grasicy, w obwodowych narzadach limfatycznych, a takze
w tkankach. IL-15 jest kluczowa cytoking dla réznicowania si¢ i dojrzewania, a takze
przezycia komoérek NK.

We krwi obwodowej cztowieka komorki NK stanowig ok 10%-15% wszystkich limfocy-
tow. Znaczna cze$¢ tych komorek ma fenotyp duzych ziarnistych limfocytow (large gra-
nular lymphocytes — LGL). Komorki NK nie posiadaja na swojej powierzchni ekspresji
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czasteczek typowych dla limfocytéow T (TCR, CD3), ani dla limfocytéw B (BCR, CD19,
CD20, Ig). W organizmie cztowieka wystepuja dwie gtéwne subpopulacje komorek NK,
réznigce si¢ ekspresja wielu markerow powierzchniowych. Okoto 90% krazacych we
krwi komoérek NK stanowig te, na ktérych powierzchni wystepuje umiarkowana eks-
presja czasteczki CD56 tj. subpopulacja CD56dim, za$ pozostate 10% to komorki od-
znaczajace si¢ wysoka ekspresjg CD56 czyli CD56bright.

Populacja CD56bright jest mniej dojrzala forma komodrek NK - posiada dluzsze te-
lomery niz CD56dim. Odznacza si¢ ponadto wigkszg zdolnoscig proliferacyjng, co
zwigzane jest z ekspresjg receptora o wysokim powinowactwie dla IL-2 i w zwigzku z
tym wrazliwo$cig tych komodrek na mate stezenia tej cytokiny. Populacja CD56bright
posiada na swojej powierzchni ekspresje rdznych czasteczek adhezyjnych i receptoréow
dla chemokin, ktdre umozliwiaja tym komoérkom zasiedlanie obwodowych narzadow
limfatycznych, gdzie s3 dominujgcg subpopulacja NK. Wykazano, Ze migrujg rowniez
do wielu miejsc zapalenia, na przyktad do blony maziowej pacjentow z reumatoidalnym
zapaleniem stawow (RZS). Komorki te wykazujg niskg (lub catkowity brak) ekspresje
czasteczki CD16 (FcyRIII), ktdra jest receptorem dla fragmentu statego tancucha ciez-
kiego (Fc) przeciwcial klasy IgG. Na ich powierzchni nie wystepuja, réwniez typowe dla
populacji CD56dim, receptory KIR (killer immunoglobulin-like receptor — KIR), nato-
miast obserwuje sie ekspresje receptordw CD94/NKG2A (szerzej o tych receptorach w
czedci poswieconej cytotoksycznosci komorek NK). Pod wptywem aktywacji komorki
NK CD56bright produkuja znaczne ilosci cytokin, takich jak: TNF-a, IFN-y, IL-5, IL-
10, IL-13, GM-CSE G-CSE. Odgrywaja zatem bardzo istotng role immunoregulacyjna,
wplywajac stymulujaco lub hamujaco na inne komoérki, zaréwno nalezace do odporno-
$ci wrodzonej, jak i nabytej.

Populacja CD56dim posiada w swojej cytoplazmie wiekszg ilos¢ ziarnistosci litycznych
(zawierajagcych m. in. perforyne i granzymy) i uwazana jest za bardziej cytotoksyczng
wobec komdrek docelowych. Komorki te odznaczaja si¢ wysoka ekspresja czasteczki
CD16 (FCyRIII) i receptorow KIR. Na ich powierzchni wystepuja w wigkszej ilo$ci tzw.
receptory naturalnej cytotoksycznosci NCR (natural cytotoxicity receptors — NCR) do
ktorych zaliczane sg: NKp30, NKp46 i NKp44. Komoérki CD56dim pod wptywem sty-
mulacji produkuja znaczne ilo$ci IFN-y. Komérki NK CD56dim wykazujg ekspresje
czasteczek adhezyjnych i receptorow dla chemokin, ktére warunkuja ich migracje do
miejsc zapalenia. Podzial na bardziej i mniej cytotoksyczne komdrki NK jest ostatnio
kwestionowany, poniewaz obie subpopulacje na skutek aktywacji i w odpowiednich wa-
runkach sg w stanie wywiera¢ efekt cytotoksyczny i produkowac duze ilosci cytokin. Ma
to ogromne znaczenie, gdyz potencjalnie ta sama populacja komérek NK reagujac na
zmieniajace si¢ mikro$rodowisko (cytokiny, ekspresja ligandéw, rodzaj komorki doce-
lowej) moze przyczynia¢ si¢ do gwaltownej odpowiedzi immunologicznej. Podsumo-
wujac, mozna stwierdzié, ze fenotyp, ktory najlepiej opisuje obecne w krwi cztowieka
komorki NK to: CD3-, CD56 bright/dim, CD16%/-, NKp46*, NKp30*, (NKp44* po ak-

tywaciji).
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4. LimrocyTry NKT

Limfocyty NKT powstaja gtéwnie w grasicy. Stanowig niewielki odsetek limfocytéow
krwi obwodowej, ponizej 1%. Zalicza si¢ je do elementéw odpornosci nieswoistej. La-
cza w sobie cechy limfocytéw T i komédrek NK. Posiadajg na swojej powierzchni TCR,
ale réwniez typowe dla komorek NK receptory KIR, gléwnie wykazujace wlasciwosci
hamujace. Wyrézniamy dwa rodzaje tych komorek: limfocyty NKT typu II (liczniejsze)
i limfocyty NKT typu I. Limfocyty NKT typu I stosuja ograniczong rearanzacje gendw
dla TCR. Najczesciej do syntezy ich receptora dla antygenu uzywane sa segmenty Va24
i VBIIL. Limfocyty NKT rozpoznaja gléwnie antygeny o charakterze lipidow, takie jak
fosfolipidy, glikolipidy i gangliozydy prezentowane im przez czasteczki CD1d. Anty-
geny te moga pochodzi¢ z drobnoustrojéw np. Streptococcus pneumoniae, ale takze z
wlasnych komorek. Stymulowane antygenem komoérki NKT produkuja znaczne iloéci
cytokin: INF-vy, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-22, TNF-a, GM-CSE. Cytokiny te moduluja
odpowiedz immunologiczna komoérek NK, limfocytow T i B. Limfocyty NKT syntety-
zuja perforyne i granzymy, a takze FasL. Moga eliminowac¢ komérki docelowe na drodze
cytotoksycznosci zaleznej od ziarnistosci i cytotoksycznoéci powigzanej z receptorami
dla czynnikéw z rodziny TNE Najwazniejszg funkcja tych komorek jest jednak immu-
noregulacja, a zaburzenia ich funkcji moga prowadzi¢ do rozwoju autoimmunizacji. Ich
wplyw na odporno$¢ przeciwnowotworowg jest dwojaki, w zalezno$ci od mikrosrodo-
wiska mogg hamowa¢ lub stymulowa¢ progresje nowotworu.

5. Cyroroksyczne LiMrocyTy T CD8*

Cytotoksyczne limfocyty CD8*, w skrocie CTL (cytotoxic T lymphocytes — CTL), sa ele-
mentem odpornosci swoistej. Uczestniczg glownie w odpowiedzi przeciw patogenom
wewnatrzkomérkowym i odpornosci przeciwnowotworowej. Efektorowe CTL, a wiec
zdolne do rozpoznawania i zabijania komorek docelowych, powstaja z aktywowanych,
gléwnie w weztach chlonnych, prekursorowych form (pCTL) — naiwnych limfocytow T
CD8*. Naiwne limfocyty CD8" nie posiadajg w swojej cytoplazmie ziaren litycznych i nie
wywierajg efektu cytotoksycznego. W wezle, naiwny limfocyt T CD8* wigze poprzez swoj
receptor TCR antygen powigzany z czasteczkami MHC kl I prezentowany przez profesjo-
nalng komorke APC (antigen presenting cell - APC), najczesciej komorke dendrytyczna.
Sa to gldéwnie antygeny pochodzace z patogenéw namnazajacych si¢ wewnatrzkomorko-
wo lub z komdrek nowotworowych. Jest to pierwszy z 3 niezbednych do aktywacji lim-
focytu sygnaldow. Nastepnie limfocyt ulega kostymulacji na skutek interakeji czasteczek
CD28 w blonie limfocytu z czasteczkami B7.1 lub B7.2 na powierzchni komoérki APC.
Pod wplywem cytokin takich jak IL-2, IL-12, IFN-y, produkowanych przez komérki APC
lub inne komérki obecne w wezle np. limfocyty CD4"*, dochodzi do proliferacji i zroz-
nicowania si¢ dziewiczych limfocytdw cytotoksycznych w dojrzate i funkcjonalne CTL.
Powstate w ten sposdb cytotoksyczne limfocyty T migruja nastepnie do miejsc zapalenia,
gdzie mogg efektywnie rozpoznawac i eliminowac komorki docelowe.

Warto zauwazy¢, ze wiekszo$¢ jadrzastych komdrek organizmu wykazuje na swojej
powierzchni ekspresje MHC klasy I, a wiec zdolne sa do prezentowania endogennych
biatek, z ktérych cze$¢ pochodzi z namnazajacych si¢ wewnatrzkomorkowo patogenow.
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Dzigki temu zakazone komorki sg efektywnie zabijane przez posiadajace odpowiedni
receptor dla antygenu TCR limfocyty CTL. Cytotoksyczne limfocyty moga tez rozpo-
znawac obce czgsteczki MHC klasy I, jak ma to miejsce w przypadku przeszczepdw
allogenicznych, co moze w efekcie prowadzi¢ do odrzucania przeszczepu.

6. MECHANIZMY CYTOTOKSYCZNOSCI LIMFOCYTOW

Wirod limfocytow zdolnych do wywierania efektu cytotoksycznego nalezy wymienié:
cytotoksyczne limfocyty CD8*, komoérki NK, limfocyty NKT, limfocyty Ty$, oraz nie-
ktore limfocyty CD4*, gléwnie subpopulacji Thl. Limfocyty dysponujg dwoma typa-
mi mechanizmdw, ktorymi zabijaja komorki docelowe. Pierwszy z nich okreslany jest
jako mechanizm zalezny od ziarnistosci cytolitycznych, drugi zwigzany jest z recepto-
rami dla czgsteczek nadrodziny TNF (Rycina 1). Limfocyt zabijajac zainfekowang lub
transformowang komorke moze postuzy¢ sie obydwoma mechanizmami jednoczesénie.
Limfocyty eliminujac komorke docelowg indukujg w niej $mier¢ na drodze apoptozy.
Programowana $mier¢ komorki powigzana jest z kilkoma szlakami wewnatrzkomorko-
wymi, z ktdrych jednym z wazniejszych jest szlak aktywacji kaskady kaspaz.

Ryc. 1. Mechanizmy cytotoksycznosci limfocytow
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/. MECHANIZM ZABIJANIA ZWIAZANY 7 UWOLNIENIEM ZAWARTOSC
ZIAREN CYTOLITYCZNYCH

Ziarna lityczne limfocytow i komorek NK sg czesto okreslane jak wyspecjalizowane
lizosomy wydzielnicze. Zawierajg cytolityczne bialka takie jak: perforyne, granzymy,
granulizyne, a takze bialko TIA-1, oraz lizosomalne enzymy np.: katepsyny, hydrolazy.
W ziarnisto$ciach tych ponadto zmagazynowane sg FasL i TRAIL. Czynniki te sa zdol-
ne do bezposredniego uszkodzenia komoérki docelowej, co wykazano w testach in vitro.
O ile w limfocytach CD8* ekspresja tych ziarnistosci jest indukowana uprzednia akty-
wacja, o tyle komorki NK sg w nie konstytutywnie wyposazone. Kluczowym warun-
kiem wystgpienia mechanizmu cytotoksycznego jest oczywiscie rozpoznanie komorki
docelowej przez komorke efektorowa. Rozpoznanie to ma charakter swoisty w przy-
padku limfocytéw Tc, ktore rozpoznaja kompleks antygen-MHC klasy I na komérce
docelowej poprzez kompleks receptorowy TCR/CD3/CD8. Pomiedzy limfocytem a ko-
morka docelowy tworzy sie tzw. synapsa immunologiczna lityczna. W jej obwodowej
domenie znajdujg si¢ czasteczki adhezyjne stabilizujace powstate polaczenie miedzy
komoérkami, za§ w czesci centralnej wyréznia sie domeny sygnalizacyjna i wydzielnicza.
W domenie sygnalizacyjnej znajduja si¢ receptory warunkujace rozpoznanie komorki
docelowej, zas w czesci wydzielniczej dochodzi do uwolnienia zawartosci ziarnistosci
cytolitycznych. Po rozpoznaniu komoérki docelowej limfocyt ulega aktywacji. Dochodzi
wowczas do zjawiska zwanego polaryzacjg, ktére polega na reorganizacji w ultrastruk-
turze limfocytu zwigzanej z przemieszczeniem si¢ ziarnisto$ci cytotoksycznych z udzia-
fem centrum organizacji mikrotubul (MTOC) i aparatu Golgiego w kierunku synapsy
immunologicznej. Polaryzacja jest niezbedna do zajscia efektu cytotoksycznego. Na-
stepnie dochodzi do uwolnienia (egzocytozy) zawartosci ziarnistosci cytotoksycznych
w kierunku komorki docelowej. Proces degranulacji wydaje si¢ zaleze¢ od wewnatrzko-
moérkowego wzrostu jonéw wapnia. Uwolnione z ziarnisto$ci substancje cytotoksyczne
indukujg $mier¢ komorki na drodze apoptozy. Limfocyt za$ odlacza si¢ od komorki
docelowej i po okresie niezbgdnym do odtworzenia zawartosci ziaren cytolitycznych,
jest zdolny do rozpoznawania i eliminowania kolejnej komorki docelowe;j.

Wirdd czynnikéw cytotoksycznych limfocytéw, uwolnionych podczas degranulacji
ziarnistosci, bardzo istotng role odgrywa perforyna. Jest to glikoproteina majaca zdol-
no$¢ wbudowywania si¢ w blone komoérki docelowej, gdzie polimeryzuje i tworzy ka-
naly. Perforyna faczy si¢ w blonie cytoplazmatycznej komorki z fosfatydylocholina, do
ktorej ma silne powinowactwo. Utworzone przez perforyne pory maja $rednice ok. 14
nm, co umozliwia swobodny doptyw i wyplyw jonow, wody, a nawet polipeptydow do
i z wnetrza komorki. W komoérce dochodzi do zaburzenia integralnosci i nieprawidlo-
wej gospodarki mineralnej, a w efekcie do szoku tonicznego. Naptywajace do komorki,
przez utworzone kanaly poliperforynowe, jony wapnia aktywujg endonukleazy, ktdre
z kolei degraduja DNA komorki. Perforyna jest niezbedna do zajscia efektu cytotok-
sycznego. Mutacja genu dla perforyny lezy u podstawy niektérych choréb. Przykladem
takiej jednostki chorobowej jest rodzinna posta¢ hemafagocytarnej limfohistiocytozy,
w ktdrej brak wytwarzania perforyny wiaze sie z uposledzeniem cytotoksycznych funk-
¢ji komorek NK i CTL, w efekcie dochodzi do nieprawidtowej formy reakcji immuno-
logicznej, wielonarzadowego rozrostu i masowej aktywacji makrofagow.
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Granzymy, kolejny niezbedny mediator reakeji cytotoksycznej, to enzymy z rodzaju
proteaz serynowych. Po uwolnieniu z limfocytu przedostajg si¢ do komorki docelowe;j.
Przez dlugi czas uwazano, ze granzymy wnikaja do komorki poprzez poliperforynowe
kanaty w blonie komdrkowej. Jednakze $rednica tych poréw jest za mala, aby tak duze
bialka mogly sie przez nie przedosta¢. Obecnie przyjmuje si¢, ze granzymy, razem z in-
nymi czynnikami cytotoksycznymi dostaja si¢ do wnetrza komoérki na drodze endocy-
tozy uszkodzonych przez perforyne fragmentéw blony komoérkowej. Po internalizacji,
perforyna tworzy pory w blonie powstalego endosomu, uwalniajac jego zawarto$¢ do
wnetrza komorki docelowej. Innym sugerowanym mechanizmem przedostawania si¢
granzymow do wnetrza komorki jest ich wigzanie sie do wystepujacych na powierzch-
ni komorki receptoréow MPR (receptory dla mannozo-6-fosforanu) lub niektérych
glikozoaminoglikanéw blony komoérkowej. Utworzone kompleksy sa nastepnie inter-
nalizowane do wnetrza komoérki na drodze endocytozy. Perforyna uszkadzajac blone
endosomu przyczynia sie do wycieku zwartych w nim czynnikéw do cytoplazmy ko-
morki. W komorce docelowej granzymy indukuja proteolize bialek jadrowych i cytopla-
zmatycznych (w tym bialek cytoszkieletu), uszkadzaja mitochondria, przyczyniaja sie
do wytworzenia wolnych rodnikow, a takze aktywujg bezposrednio niektdre kaspazy.
Najlepiej poznano dziatanie granzymu A i granzymu B. Granzym B bezposrednio in-
dukuje apoptoze w komorce aktywujac kaspazy 3, 7, 8 i 10. Ponadto powoduje proteolize
proapoptotycznego bialka Bid, ktére uszkadza blone mitochondriéw i indukuje szlak apo-
ptotyczny powigzany z mitochondriami. Wykazano, ze razem z granzymem A inaktywuje
niektdre enzymy naprawcze dla DNA. Granzym A uszkadza niektére biatka jadrowe np.:
nukleoine odstaniajgc DNA na dzialanie endonukleaz. Postuluje sig, ze granzymy moga
hydrolizowa¢ niektdre skladniki macierzy pozakomoérkowej. Przypisuje si¢ im role w de-
gradacji agrekanu w stawie pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow.

Innym charakterystycznym dla CTL skladnikiem ziaren jest granulizyna, ktéra ma
zdolno$¢ wiazania si¢ z blonowymi lipidami. Granulizyna uszkadza blony komoérko-
we i doprowadza do tzw. szoku osmotycznego w komdrce. W obecnosci jonéw wapnia
niszczy blony mitochondridéw, uwalniajac cytochrom C i indukujagc produkeje wolnych
rodnikéw. Granulizyna indukuje szlak apoptotyczny w komoérce aktywujac kaspaze 9.
Wykazano, ze jest cytotoksyczna w stosunku do wielu bakterii gram-ujemnych i gram-
-dodatnich, niektorych grzybow, pasozytow, a takze komoérek nowotworowych.

W ziarnistosciach limfocytdw cytotoksycznych znajduje si¢ rowniez biatko TIA-1, kto-
re bezposrednio uszkadza DNA namnazajacych si¢ wewnatrzkomdrkowo patogendw,
w szczegolnosci wirusow. W limfocytach cytotoksycznych istnieja mechanizmy bronia-
ce komorke przed jej wlasnymi substancjami cytotoksycznymi.

8. MECHANIZM ZABIJANIA ZWIAZANY 7 RECEPTORAMI DLA CZASTE-
CZEK NADRODZINY TNF

Indukcja apoptozy w komorce docelowej na drodze tego mechanizmu zalezy od obec-
nosci receptoréw dla czasteczek z rodziny TNF w blonie komérki docelowej i ekspresji
ich ligandow przez komorki efektorowe. Podstawowymi ligandami w tym typie cyto-
toksycznosci sg FasL, TRAIL i TNF-a. Czasteczki z nadrodziny TNF wystepuja naj-
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czesciej w formie trimerdw jako bialka blonowe. Niektére moga by¢ uwalniane z po-
wierzchni komoérki w nastepstwie ciecia przez odpowiednie metaloproteinazy. Uwaza
sie jednak, ze formy blonowe s3 znacznie efektywniejsze w indukeji apoptozy niz formy
rozpuszczalne. Receptory dla tych czynnikéw posiadajg wewnatrzkomorkowa dome-
ne $mierci, do ktorej przylaczaja sie¢ odpowiednie biatka adaptorowe inicjujace szlak
kaskady kaspaz. Wsrdd tych receptoréw najwazniejsze to: Fas (ligand-FasL), TNFRI,
rzadziej TNFRII (ligand-TNF-a), DR4 i DR5 (ligand-TRAIL). Ekspresja tych recepto-
réw jest dosy¢ powszechna na wielu réznych typach komorek. Nalezy podkreslié, ze tak
jak w przypadku mechanizmu zwigzanego z ziarnisto$ciami, tak i tu najpierw docho-
dzi do rozpoznania komdrki docelowej przez limfocyt. Dopiero po aktywacji komoérki
efektorowej dochodzi do interakcji pomiedzy czgsteczkami z nadrodziny TNF w btonie
limfocytu z ich receptorami na eliminowanej komoree.

FasL produkowany jest przede wszystkim przez limfocyty T, komorki NK, a takze lim-
focyty NKT. FasL jest magazynowany w ziarnisto$ciach cytotoksycznych limfocytéw,
a po aktywacji komorki i egzocytozie ziarnistosci lokuje si¢ na powierzchni btony ko-
morkowej. Ekspresja receptora Fas wystepuje na wielu komorkach, w tym na aktywo-
wanych limfocytach. FasL indukuje apoptoze komdrek nowotworowych i komoérek za-
kazonych wirusami. Jedng z najwazniejszych funkeji FasL jest wygaszanie nadmiernej
lub nieprawidtowej odpowiedzi immunologicznej poprzez eliminowane aktywowanych
lub autoreaktywnych limfocytéw T i B. Jest to zarazem gléwny mechanizm cytotoksycz-
nosci limfocytéw CD4* (Thl). Ekspresje FasL stwierdza sie¢ na komoérkach narzadow
uprzywilejowanych immunologicznie, np. siatkéwki czy jadra. Podczas infekeji, FasL
na tych komoérkach moze indukowa¢ apoptoze naciekajacych narzad limfocytow, chro-
nigc go przed zniszczeniem.

Kolejng wazna czasteczka w tym mechanizmie cytotoksycznosci jest TRAIL. Cytokina
ta produkowana jest przez komoérki NK, CTL i makrofagi. Wigzac si¢ z receptorami
DR4 i/lub DR5 indukuje w komoérce apoptoze. Podobnie do FasL jest odpowiedzialny
za negatywna regulacje odpowiedzi immunologicznej (eliminacja aktywowanych lim-
focytéw). TRAIL bierze udzial w zabijaniu przez CTL, komérki NK i makrofagi ko-
morek zakazonych i komoérek nowotworowych. Wiele komérek nowotworowych jest
bardzo wrazliwych na dzialanie TRAIL.

TNF-a produkowany jest przez aktywowane limfocyty T i komorki NK. Jego gtéwnym
zrodlem sg monocyty i makrofagi. Receptory dla TNF wystepuja na wiekszosci jadrza-
stych komérek organizmu. Potencjalnie wiele zakazonych komoérek rozpoznanych przez
komorki efektorowe moze by¢ eliminowana na drodze apoptozy indukowanej przez TNE

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze limfocyt cytotoksyczny nie zabija komorki doce-
lowej, ale namawia ja skutecznie, zeby popetnita samobojstwo.

Q. AKTYWACJA | MECHANIZMY CYTOTOKSYCZNOSCI KOMOREK NK
Komoérki NK posiadaja na swojej powierzchni wiele réznych receptoréw. Czes$¢ z nich
indukuje aktywacje komoérek NK, a cze$¢ ja hamuje. Komdrki NK nie posiadajg an-
tygenowo-specyficznych TCR, ani BCR. Najwazniejszg role w regulowaniu aktywacji
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komorek NK przypisuje sie dwoém rodzinom receptoréw obecnych na powierzchni tych
komorek. Pierwsza z nich to biatka nalezace do nadrodziny czasteczek immunoglobu-
linopodobnych tzw. receptory KIR (killer immunoglobulin-like receptor — KIR). Druga
rodzina to receptory lektynowe bedace na ogét heterodimerem ztozonym z czasteczki
CDY%4 i odpowiednio czasteczek NKG2A, NKG2B, NKG2C. Wyjatkiem jest homodimer
NKG2D. W obu grupach tych receptoréw znajduja sie takie, ktore indukuja i takie ktdre
hamuja aktywacje komodrek NK.

Receptory KIR rozpoznaja wlasne czasteczki MHC klasy I: HLA-A, HLA-B i HLA-C.
Wystepuja w dwdch postaciach: pierwszej z dtugim tancuchem cytoplazmatycznym za-
wierajagcym sekwencje ITIM (immune receptor tyrosin-based inhibition motif - ITIM),
przekazujgcej sygnal hamujacy, i w drugiej z krétkim tancuchem cytoplazmatycznym,
ktéra po zwigzaniu odpowiednich bialek adaptorowych indukuje aktywacje komorek
NK. Przyktadem mogg by¢ receptory KIR2DL1, KIR3DL2 (hamujace) i KIR2DSI,
KIR3DS2 (aktywujace). Formy aktywujace i hamujgce receptoréw KIR wykazujg duza
homologie czesci pozakomoérkowej. KIR aktywujace wiazg czasteczki MHC klasy I ze
znacznie nizszym powinowactwem niz formy hamujace tych receptoréw. Prawdopo-
dobnie ligandami dla nich mogg by¢ bezposrednio jakie$ biatka wirusowe lub biatka
indukowane stresem komérkowym. Do receptoréw KIR wlacza sie rowniez tzw. recep-
tory naturalnej cytotoksyczno$ci-NCR (natural cytotoxicity receptor - NCR). Nalezg do
nich biatka NKp30, NKp46, NKp44. Ligandy dla tych receptordw nie sg jeszcze do kon-
ca poznane. Wykazano, ze NKp46 i NKp44 moga bezposrednio wigza¢ hemaglutynine
wirusa grypy, a takze niektore peptydoglikany. Ligandem dla NKp30 mogg by¢ biatka
stresu komoérkowego H6B7, a takze biatka wirusa CMV. Sg to receptory o charakterze
aktywujacym. W populacji ludzkiej obserwuje si¢ znaczne zréznicowanie w ekspresji
receptoréw KIR, zaréwno pod wzgledem poziomu ekspresji na komorce, a takze duzego
polimorfizmu genéw dla KIR.

Receptory lektynowe rozpoznaja nieklasyczne czasteczki MHC klasy I takie jak HLA-E
Najczesciej jest to HLA-E, ktére prezentuje peptydy liderowe pochodzace z klasycz-
nych czasteczek MHC kl. I. Receptory CD94/NKG2A i CD94/NKG2B maja charakter
hamujacy, a CD94/NKG2C i NKG2D aktywujacy. Ligandami dla NKG2D sg czasteczki
powigzane z gléwnym ukladem zgodnosci tkankowej takie jak: MICA, MICB, ULBP.
Biatka te nie wystepuja na prawidtowych komérkach, lecz syntetyzowane sa de novo
lub indukowane na komdrkach poddanych stresowi. Stres ten moze wynika¢ m.in.:
z uszkodzenia DNA w komorce, dzialania wolnych rodnikéw, infekcji wirusowej, trans-
formacji nowotworowej.

Na powierzchni komoérek NK sg zatem receptory, ktdre rozpoznajg ekspresje czasteczek
MHC klasy I, badz ich brak lub spadek ich ekspresji, a takze wykrywaja obecnos¢ anty-
genow powierzchniowych nieprawidtowych komérek. Aktywacja komoérek NK zalezy
od balansu pomiedzy sygnatami aktywujacymi i hamujacymi (Rycina 2). W normal-
nych warunkach ekspresja receptoréw hamujacych na komoérkach NK i ich ligandéw
na komorkach jest wystarczajaca, aby skutecznie hamowa¢ aktywacje komorek NK.
Mechanizm ten chroni prawidtowe komoérki organizmu przed zabiciem przez komoérki
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podczas infekcji réznymi typami wiruséw, szczegdlnie z grupy Herpes (np.
CMV, EBV), czesto obserwuje si¢ obnizanie lub nawet znoszenie -ekspre-
sji MHC kl. T na zakazonych komérkach. Woéwczas na takich komoérkach po-
jawiaja si¢ bialka indukowane infekcja i komorki te moga zostaé rozpoznane
i wyeliminowane przez komérki NK. Powyzsze obserwacje daly poczatek nowej teo-
rii okre$lajacej sposdb aktywacji komorek NK czyli hipotezy ,altered-self” (dostow-
nie: zmienionego siebie). Wedtug niej przewaga sygnatéw aktywujacych wynikajacych
z rozpoznania nieprawidlowych bialek - indukowanych stresem, i przy nawet prawidto-
wej ekspresji czasteczek MHC kl. I, moze doprowadzi¢ do zaindukowania cytotoksycz-
no$ci komorki NK. Zjawisko to nabiera szczegdlnej istotnosci w tzw. nadzorze immu-
nologicznym czyli odpornosci przeciwnowotworowej. Cytotoksyczne limfocyty CD8*
sg w stanie eliminowac¢ tylko takie komdrki nowotworowe, ktére posiadajg na swojej
powierzchni prawidlowa ekspresje MHC kl. I prezentujacych antygeny powigzane z no-
wotworem. Tymczasem na wielu komoérkach nowotworowych dochodzi do obnizenia
lub nawet zniesienia ekspresji tych czasteczek, za to do pojawienia si¢ nowych biatek nie
wystepujacych na komérkach prawidlowych. Wowczas do akeji wkraczajg komérki NK.
Jednym z lepiej poznanych receptoréw uczestniczacych w rozpoznawaniu komoérek no-
wotworowych przez komorki NK jest czasteczka NKG2D. Ligandy dla tego receptora,
np.: MICA, MICB pojawiajg sie czesto na komodrkach nowotworowych, a nie wystepuja
na komoérkach prawidlowych. Komorki NK i limfocyty CD8* uzupelniajg sie wiec w
odpornosci przeciwnowotworowe;j.
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Komorki NK wyposazone sa jeszcze w wiele innych receptoréw mogacych indukowac
ich aktywacje. Przykladem jest czasteczka CD16 (FcyRIIIA) warunkujgca udzial komo-
rek NK w reakcji ADCC. Wigkszo$¢ sposrdd tych receptorow przekazuje sygnal o cha-
rakterze kostymulujacym. Nalezg do nich na przyktad czasteczki adhezji komoérkowej
(LFA-1), receptory TLR (TLR9, TLR2, TLR5, TLR3).

10. MECHANIZM CYTOTOKSYCZNOSCI KOMORKOWEJ ZALEZNEJ OD
przeCciuciae (ADCC)

Wiele z komorek zdolnych do wywierania efektu cytotoksycznego posiada na swojej
powierzchni receptory dla fragmentéw Fc (FcR) przeciwcial. Wérdd nich mozna wy-
mieni¢: komoérki NK, limfocyty Ty$, niektére limfocyty NKT, monocyty/makrofagi,
neutrofile, eozynofile. Receptory Fc wystepuja takze na trombocytach. W sytuacji,
w ktorej przeciwcialo wiaze/optaszcza jaki$ antygen na komorce docelowej, posiadaja-
ca odpowiedni receptor dla fragmentu Fc komorka efektorowa moze zwigza¢ to prze-
ciwcialo i po aktywacji, wyeliminowa¢é komdrke docelowa (Rycina 3). Zatem swoisto$¢
w reakcji ADCC zapewniajg przeciwciala, a komorki efektorowe warunkuja efekt cy-
totoksyczny. Ze wzgledu na wystepowanie kilku klas przeciwcial istnieja odpowiednio
rézne receptory dla fragmentéw Fc tych przeciwcial. Ekspresja tych receptoréow zalezy
od typu komorki i jej aktywaciji.

Ryc. 3. Cytotoksycznos$¢ komdrkowa zalezna od przeciwciata (ADCC)

Komorka efektorowa Komorka docelowa

Mediatory cytotoksyczne

= A
N

Antygen
Receptor FcR

(a,y,€)

Immunoglobulina

Uwaza sig, ze najwazniejszym receptorem uczestniczacym w mechanizmie ADCC jest
czasteczka CD16 (FcyRIIIA). Ekspresje tego receptora wykazano m.in.: na neutrofi-
lach, makrofagach, komoérkach NK, limfocytach NKT, eozynofilach, limfocytach Ty8.
FcyRIIIA wigze fragmenty Fc przeciwciat klasy IgG, gléwnie IgG1 i IgG3. Komorki NK,
limfocyty NKT, oraz limfocyty Tyd aktywowane za posrednictwem FcyRIIIA moga
skutecznie eliminowa¢ komorki zakazone wirusami lub komdrki nowotworowe, kto-
rych powierzchniowe antygeny zostaly oplaszczone przez swoiste przeciwciala klasy
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IgG.

Aktywacja komorek zernych poprzez FcR umozliwia im nie tylko skuteczng imuno-
fagocytoze drobnoustrojow i niszczenie ich wewnatrzkomdrkowo, ale réwniez udziat
w mechanizmie ADCC skierowanym przeciwko komdrkom zakazonym wirusami, ko-
moérkom nowotworowym, pasozytom. Wowczas cytotoksyczne mediatory mogg by¢
uwalnianie na zewnatrz komorki. Mechanizm ADCC ma wigc ogromne znaczenie
w reakcjach skierowanych przeciwko pasozytom wielokomérkowym, gdzie zjawisko
fagocytozy nie moze mie¢ miejsca. Przykladem FcR aktywujgcego eozynofile, ale tak-
ze makrofagi, jest rozpoznajacy czasteczki IgE receptor FceRI. Przeciwciata klasy IgE
wigza si¢ do antygenéw powierzchniowych wielu robakéw pasozytniczych, np. przywr
z rodzaju Schistosoma. Aktywowane poprzez FceRI ezoynofile i makrofagi wydzielaja
szereg cytotoksycznych mediatorow, ktore uczestnicza w uszkadzaniu i zabijaniu paso-
zytéw. Innym receptorem wigzacym IgE i uczestniczacym w reakcjach ADCC skiero-
wanych przeciwko pasozytom jest FceRIL. Ekspresje tego receptora stwierdza si¢ miedzy
innymi na powierzchni monocytéw, makrofagdw, eozynofilow i plytek krwi. Receptor
FcaRI wigze przeciwciala klasy IgA, obecne gléwnie w kompleksach immunologicz-
nych (antygen-przeciwcialo). Jego ekspresje wykryto na powierzchni wielu leukocytow.
Aktywowane poprzez ten receptor makrofagi i neutrofile nabieraja wlasciwosci cyto-
toksycznych wobec komodrek nowotworowych, szczegélnie pochodzenia nablonkowe-
go, a takze w stosunku do niektdrych pasozytow. Receptor FcaRI uczestniczy w reakcji
ADCC eozynofiléw przeciwko organizmom pasozytniczym. W odpowiedzi przeciwpa-
sozytniczej wspomagajaco dzialaja rowniez skltadowe aktywacji dopelniacza C3b/ic3b,
dla ktérych na komoérkach zernych wystepuja receptory. Aktywujaco na makrofagi,
monocyty i neutrofile wplywajg rowniez FcyRI i FcyRII wigzace IgG. Przeciwciata IgG
uczestniczg w reakcjach niszczenia obcych erytrocytéw (reakcja poprzetoczeniowa)
przez monocyty i makrofagi. Jest to zjawisko zaliczane do mechanizméw nadwrazliwo-
$ci typu I, o ktérym szerzej ponize;j.

[ . MECHANIZMY CYTOTOKSYCZNOSCI KOMOREK ZERNYCH

Podstawowy mechanizm eliminowania patogenéw przez komorki zerne polega oczywi-
$cie na fagocytowaniu tych mikroorganizméw i w nastepstwie niszczeniu ich wewnatrz
komorki. Komorki zerne wytwarzaja szereg silnie toksycznych mediatoréw, ktére na
skutek aktywacji komérki moga by¢ wydzielone réwniez pozakomdrkowo. Cytotok-
sycznos$¢ komorek zernych moze by¢ indukowana na drodze reakcji ADCC, pod wpty-
wem wielu cytokin i chemokin, a takze poprzez tzw. receptory rozpoznajace wzorce
(pattern recognition receptor - PRR). Do aktywujacych receptoréw PRR nalezg miedzy
innymi tzw. receptory Toll-podobne czyli TLR. Receptory PRR rozpoznajg czasteczki
charakterystyczne dla wielu drobnoustrojow niezbedne do ich przezycia (pathogen-as-
sociated molecular patterns — PAMP), ale takze alarminy (danger-associated molecular
patterns — DAMP). Alarminy produkowane sg i wydzielane przez komoérki na skutek
ich uszkodzenia. Do czasteczek DAMP zaliczane sg na przyktad bialka szoku cieplnego
pojawiajace sie na komorkach poddanych stresowi, zakazonych lub nowotworowych.
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Cytokinami aktywujacymi makrofagi/monocyty sa: przede wszystkim IFN-y, ale takze
GM-CSE, MIF, M-CSE, TNF-a, oraz chemokiny np.: CCL-2 i CCL3. Eozynofile akty-
wowane s3 przez eotaksyny, IL-3, IL-5, GM-CSE CCLS5. IL-8, G-CSE, GM-CSF i CXC
aktywuja neutrofile. Cytokiny pobudzaja w komorkach mieloidalnych produkcje me-
diatoréw cytotoksycznych. Po aktywacji komorki Zerne nabieraja zdolnosci do zabijania
komorek nowotworowych, komoérek zakazonych patogenami wewnatrzkomoérkowymi
i wielu pasozytow.

Substancje cytotoksyczne komoérek mieloidalnych mozemy podzieli¢ na mediatory tle-
nowe i pozatlenowe. Mediatory tlenowe sg wysoce toksyczne dla wielu patogendw, pa-
sozytéw i komoérek nowotworowych. Produkowany przez neutrofile nadtlenek wodoru
uczestniczy w zabijaniu przez te komorki larw Trichinella spiralis. Wytwarzany przez
makrofagi, pod wplywem aktywacji IFN-y, tlenek azotu jest toksyczny dla wielu roba-
kéw pasozytniczych, ale rowniez dla komoérek nowotworowych. Do innych mediato-
réw tlenowych komorek zernych naleza: rodniki hydroksylowe, perooksyazotyny, kwas
podchlorawy i chloraminy. Wéréd mediatoréw pozatlenowych na szczegdlng uwage
zastuguja gtéwne biatko zasadowe eozynofilow (MBP), biatko kationowe eozynofilow
i neurotoksyna EDN, wydzielane przez eozynofile podczas reakcji ADCC przeciwko
wielu pasozytom. Substancje te sa toksyczne dla przywr np.: Schistosoma mansoni,
nicieni np.: Trichinella spiralis, i pierwotniakéw np.: Trypanosoma cruzi. Inne inte-
resujace mediatory cytotoksycznosci komorek mieloidalych to defensyny. Defensyny
produkowane sg przez neutrofile i makrofagi. Sg to biatka kationowe, ktére niszcza ko-
morke docelowg wbudowujac sie w btony komoérkowe i tworzgc kanaly. Uczestnicza
w odpowiedzi immunologicznej przeciwko bakteriom, grzybom, pasozytom, a takze
komorkom nowotworowym. Defensyny niszczg réwniez wirusy okryte otoczka. Pro-
dukowane przez aktywowane monocyty/makrofagi TNF-a i TRAIL moga indukowac
apoptoze komorek posiadajgcych na swojej powierzchni receptory dla tych cytokin.

| 2. UpziAt CYTOKIN | CHEMOKIN W MECHANIZMACH CYTOTOK-
SYCZNOSCI

Niektore cytokiny, takie jak wspomniane wczesniej biatka nalezace do nadrodziny TNF
tj. TNFa, FasL czy TRAIL, sg zdolne do wywierania bezpoéredniego efektu cytotok-
sycznego wobec komorek docelowych, poprzez wigzanie si¢ do swoistych receptoréow
obecnych na powierzchni tych komoérek i indukowania sygnatu inicjujacego $mier¢ ko-
morki na drodze apoptozy. Jednakze rola cytokin w mechanizmach cytotoksyczno$ci
sprowadza si¢ gléwnie do ich regulacyjnego wplywu, jaki wywieraja na komorki uktadu
immunologicznego. Dziatanie to moze mie¢ charakter aktywujacy komorki efektoro-
we, przyciagajacy je do obwodowych narzadéw limfatycznych i/lub do miejsca zapa-
lenia, wzmagajacy cytotoksycznos¢ komorek, ale i hamujgcy, wygaszajacy odpowiedz.
I tak na przyktad, IL-2 jest niezbedna do ostatecznej aktywacji i pobudzenia proliferacji
cytotoksycznych limfocytow CDS8, nasila cytotoksyczno$¢ limfocytéow CTL i komorek
NK. IL-12, IL-18 i IL-21 aktywujg komdrki NK i limfocyty CTL, a takze stymuluja ich
cytotoksycznos¢.
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Szczegblng role w regulowaniu mechanizméw cytotoksycznych mozna przypisa¢ IF-
N-y. IFN-y produkowany jest przez aktywowane komdrki NK i limfocyty Thl, a tak-
ze limfocyty NKT. Wzmaga cytotoksycznos¢ CTLs i komoérek NK, jest réwniez naj-
silniejszym aktywatorem makrofagdéw. Stymulowane interferonem makrofagi nie tylko
skuteczniej fagocytuja mikroorganizmy, ale przede wszystkim staja si¢ cytotoksyczne
wobec, na przyklad, komdrek nowotworowych. IFN-y stymuluje makrofagi do pro-
dukcji reaktywnych zwigzkow tlenowych, miedzy innymi zwiekszajac w nich ekspre-
sje indukowanej syntetazy tlenku azotu. Ponadto IFN-y wzmaga ekspresje czasteczek
MHC klasy I i MHC klasy I na komdrkach, przyczyniajac si¢ posrednio do wzmozonej
prezentacji antygenow komorkom efektorowym. Jest to zjawisko korzystne w aspekcie
cytotoksycznosci limfocytéw T, natomiast obnizajace zdolno$¢ komorek NK do roz-
poznawania komodrek docelowych. Interferon pobudza réwniez ekspresje czasteczek
kostymulacyjnych CD80 (B7.1) i stymuluje krzyzowa prezentacje antygendéw. Wykaza-
no, ze interferon dziala réwniez bezposrednio i posrednio na komoérki nowotworowe.
Pierwszy z wymienionych sposobow dziatania interferonu na komoérki nowotworowe
polega glownie na hamowaniu proliferacji tych komoérek, a drugi na zwiekszaniu eks-
presji antygendw zwigzanych z nowotworem.

Cytokinami, ktére dziatajg hamujaco na wiele z mechanizmoéw cytotoksycznosci, sa
TGF-B, IL-4 i IL-10. Wydzielane przez aktywowane komoérki NK i limfocyty CTL che-
mokiny: CCL3 (MIP1la), CCL4 (MIP1f) i CCL5 (RANTES) przyciagaja inne komoérki
do miejsca zapalenia, amplifikujagc odpowiedz zapalna.

| 3. REAKCJE NADWRAZLIWOSCI TYPU ]

Mechanizmy cytotoksycznosci komérkowej i indukowanej przeciwcialami (antibody
dependent cellular cytotoxicity - ADCC) na ogdl skutecznie chronig organizm przed
niekontrolowanym rozwojem infekcji. Stojg na strazy w odpornosci przeciwnowo-
tworowej. Niekiedy jednak dochodzi do nieprawidtowej formy reakeji cytotoksycznej,
w ktorej celem ataku stajg sie prawidtowe komorki organizmu, na powierzchni ktérych
pojawily sie nowe antygeny, méwimy wéwczas o nadwrazliwo$ci/autoimmunizacji.

W reakcji nadwrazliwosci typu II dochodzi do uszkodzenia lub zabicia komorek na
drodze: cytotoksycznoéci komorkowej zaleznej od przeciwcial (ADCC), cytotoksycz-
nosci przeciwcial z udzialem dopelniacza (CDC), a takze indukowanej przeciwcialami
dysfunkcji komoérek. Typowym przyktadem reakeji nadwrazliwosci typu II jest reakcja
poprzetoczeniowa, w ktdrej niszczone sg obce pod wzgledem ukltadu ABO gospodarza
erytrocyty. Przeciwciala gléwnie klasy IgM wiazg obce antygeny krwinkowe, indukujac
szlak aktywacji dopelniacza i w efekcie lize erytrocytu. W niszczenie krwinek czerwo-
nych w tym mechanizmie moga by¢ réwniez zaangazowane komorki posiadajace od-
powiednie receptory Fc. Innym klasycznym przykladem reakcji nadwrazliwosci typu II
sg tzw. cytopenie polekowe. Niektdre leki, szczegdlnie przy dlugim stosowaniu, moga
zachowywac sie jak hapteny, wigzac si¢ do komorek lub ich fragmentéw, indukuja po-
wstawanie nowych antygenow przeciwko, ktérym syntetyzowane sg przeciwciata. W
efekcie, lek powigzany z blong komoérkows jest wigzany przez przeciwciata, a komoér-
ka ulega lizie na drodze CDC. Cytopenie polekowe dotycza gléwnie komorek krwi i
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szpiku. Innymi przykladami reakcji nadwrazliwosci typu II sa konflikt serologiczny i
anemia hemolityczna.

Niektore zjawiska autoimmunizacyjne wiaczane sg w ten typ nadwrazliwosci, np.: ma-
toplytkowos¢ autoimmunizacyjna, zespél Goodpasturea. W maloplytkowosci auto-
immunizacyjnej przeciwciala skierowane przeciwko plytkom krwi indukujg ich nisz-
czenie na skutek CDC lub ADCC. Przykladem dysfunkcji komorkowej indukowanej
przeciwcialem jest miastenia. W schorzeniu tym autoprzeciwciala wigza sie z recepto-
rami acetylocholiny, zaburzajac transmisje sygnatu i ostabiajac funkcje mie$ni. Innym
przykladem, zaburzania funkcji narzadu przez przeciwciala jest nadczynno$é¢ tarczycy
w chorobie Graves-Basedowa.

Niekiedy przeciwciala wigzg antygeny pozakomorkowe np.: macierzy pozakomoérko-
wej, blony podstawnej, wowczas w niszczenie narzagdéw zaangazowane sg aktywowane
monocyty i makrofagi, CTL, neutrofile. Komorki te ulegaja aktywacji pod wpltywem
mediatorow uwalnianych na drodze kaskady aktywacji dopetniacza. W zespole Good-
pasture’a powstaja przeciwciala skierowane przeciwko wiéknom kolagenowym blony
podstawne;j.

[ 4. Upziat MECHANIZMOW CYTOTOKSYCZNOSCI W PATOGENEZIE
CHOROB REUMATYCZNYCH

W wielu schorzeniach reumatycznych obserwuje sie zaburzenia w funkcjonowaniu
komorek zdolnych do wywierania efektu cytotoksycznego. Takie zmiany mogg leze¢
u podstawy tych choréb lub amplifikowaé¢ nieprawidtows reakcje immunologiczng
przyczyniajac si¢ do podtrzymywania kaskady autoimmunizacji.

W niektorych schorzeniach reumatycznych np.: uktadowym mlodzienczym idiopatycz-
nym zapaleniu stawow (uUMIZS), reumatoidalnym zapaleniu stawow (RZS), tuszczyco-
wym zapaleniu stawow (LZS), zespole Sjogrena (SS) dochodzi do spadku ilosci krazacych
komorek NK. Wykazano, ze komorki te migrujg do lokalnych miejsc zapalenia. Dochodzi
na nich do wzrostu ekspresji niektdrych receptoréw dla chemokin i czasteczek adhezji
komorkowej warunkujacych zasiedlanie zapalnie zmienionych tkanek. U pacjentéw z
RZS w blonie maziowej preferencyjnie gromadza si¢ komorki NK, z czego wigkszos¢ bo
nawet okolo 60% stanowi subpopulacja CD56bright. Komorki te posiadajg na swojej po-
wierzchni markery aktywacji CD69 i NKp44. Niektorzy autorzy sugeruja, ze komorki NK
pojawiajg si¢ w stawie juz na bardzo wczesnym etapie zapalenia i mogg stanowi¢ 20%
wszystkich limfocytéw plynu stawowego. W blonie maziowej w RZS komorki NK CD-
56bright kolokalizujg z makrofagami CD14*. Pod wplywem obecnych w stawie cytokin,
szczegOlnie IL-15, IL-12 i IL-18 komorki te ulegajg aktywacji. W badaniach in vitro, w wy-
niku bezposredniego kontaktu, z udzialem czgsteczek kostymulujacych CD40 i CD40L,
a takze pod wplywem produkowanej przez makrofag IL-15, komorki NK produkuja
znaczne ilosci GM-CSE, ktdry z kolei indukuje réznicowanie makrofagéw w mieloidalne
komorki dendrytyczne. Takie mieloidalne komérki dendrytyczne sg zdolne do prezento-
wania antygendw limfocytom T, najprawdopodobniej autoantygenow. Aktywowane na
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tej drodze limfocyty Th1 moga produkowac IFN-y, ktdry z kolei pobudza makrofagi i ko-
morki NK, podtrzymujac chroniczng reakeje zapalng. W jeszcze innych badaniach wyka-
zano, ze obecne w blonie maziowej w RZS komodrki NK CD56bright pod wptywem TNFa
(wydzielanego przez makrofagi) produkujg RANKL i MCS-E. Sg to cytokiny, ktdre maja
kluczowe znaczenie dla dojrzewania, réznicowania i aktywacji osteoklastow. Komoérki NK
RANKL*MCS-F* znajduja sie w bezposrednim kontakcie z monocytami CD14*. Monocy-
ty ulegajg aktywacji pod wptywem IFN-y syntetyzowanego przez komdrki NK. Na mono-
cytach obecne sg ponadto receptory dla RANKL i MCS-E Na skutek interakcji obu typow
komorek makrofagi CD14* réznicujg si¢ w osteoklasty. Osteoklasty to komorki odpowie-
dzialne za degradacje kosci i postepujaca destrukcje stawu w RZS. Dodatkowo, obecne w
blonie maziowej komérki NK CD56bright produkujg znaczne ilosci IL-22, ktéra z kolei
stymuluje proliferacje synowiocytéw fibroblastycznych. Na synowiocytach i monocytach
obecnych w blonie maziowej w RZS stwierdza si¢ ponadto ekspresje MICA, MICB, ULBP.
Obecne w stawie mikrosrodowisko sprzyja indukeji ekspresji takich biatek indukowanych
stresem, przyczyniajac sie do wzmozonej aktywacji komoérek NK z udziatem receptora
NKG2D. Takie aktywowane komoérki NK sg potencjalnie zdolne do zabijania synowio-
cytow fibroblastycznych i/lub innych komorek. Na tej podstawie powstata nowa hipoteza
o protekcyjnej funkcji komoérek NK CD56bright w RZS. Wymaga ona jednak dalszego
potwierdzenia.

W uMIZS czesto dochodzi do spadku krazacych we krwi komoérek NK, ale réwniez do
obnizenia aktywno$ci cytotoksycznej komoérek NK i CTL. Drugie zjawisko przypisuje
sie zaburzeniom ekspresji genu dla perforyny. Aktywowane CTL i NK, nie sg w pelni
funkcjonalne, nie moga wywiera¢ efektu cytotoksycznego, ale produkuja znaczne ilo-
$ci cytokin prozapalnych. Dochodzi do wzmozonej aktywacji makrofagéw. W uMIZS
u okoto 7% pacjentéw moze odchodzi¢ do rozwoju zjawiska MAS (macrophage activa-
tion syndrome).

Rosnie liczba doniesien wskazujacych na role okreslonych receptoréw KIR o charakterze
aktywujacym w przebiegu wielu choréb autoimmunizacyjnych. Na przyktad jednocze-
sna obecno$¢ receptora KIR3DS1 i jego ligandu HLA-Bw4-801 predysponuje do rozwoju
m.in.: LZS, tuszczycy, spondyloartropatii, a takze RZS. W sklerodermie niekorzystnie ro-
kuje obecno$¢ receptora KIR2DS2 przy jednoczesnym braku odpowiednika hamujacego
KIR2DL2. Do rozwoju LZS predysponuje ekspresja KIR2DS1 lub KIR2DS2 i brak ligan-
dow hamujacych dla receptoréw KIR2DL1/KIR2DL2. Najprawdopodobniej obnizenie
lub brak ekspresji odpowiednich ligandéw hamujacych powoduje spadek hamowania ko-
morek NK, ktore ulegaja aktywacji. Aktywowane komoérki NK nastepnie poprzez chocby
rodzaj produkowanych cytokin stymulujg kolejne komoérki kaskady autoimmunizacyjne;.

U pacjentéw z wezesnym RZS, szczegdlnie seropozytywnych, obserwuje si¢ niekiedy
wzrost granzymu B w surowicy. U takich pacjentdw poziom granzymu B jest jeszcze
bardziej podniesiony w plynie stawowym i blonie maziowej. Granzymowi B przypisuje
sie wowczas udzial w degradacji agrekanu, co koreluje z wczesng erozjg stawow.

W do$wiadczeniach in vitro wykazano, ze limfocyty NKT poprzez wydzielany IFN-y sa
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w stanie hamowa¢ proces osteoklastogenezy, obnizajac w osteoklastach ekspresje nie-
ktorych genéw, w tym TRAP (typowy marker osteoklastow), receptora dla kalcytoni-
ny (CTR), OSCAR (osteoclast-assosciated receptor), katepsyny K. W RZS stwierdzono
defekt w produkeji IFN-y przez limfocyty NKT obnizajacy zdolnos¢ tych komorek do
hamowania procesu osteoklastogenezy.

W wielu chorobach reumatycznych, w tym: LZS, ZZSK, RZS, MIZS, obserwuje si¢
wzrost odsetka krazacych limfocytéw CD4* CD28-. Uwaza sie, Ze te nietypowe lim-
focyty moga podtrzymywac, a nawet indukowa¢ chroniczng reakcje zapalng w tych
schorzeniach. Brak ekspresji czasteczki kostymulacyjnej na tych komorkach wynika
z hamowania transkrypcji genu przez TNF-a. Terapie anty-TNF-a znaczgco obnizaja
odsetek tych limfocytéw. Limfocyty CD4*CD28- nie ulegajg typowej kostymulacji. Sg
oporne na apoptoze. Wykazuja ekspresje markeréw komorek pamieci tj. CD45RO. O
ich nietypowosci $wiadczy ponadto zdolnos¢ do produkcji perforyny i granzymoéw.
W badaniach in vitro wykazano, ze limfocyty te sg cytotoksyczne w stosunku do ko-
morek $rédblonka. Ich obecnos¢ koreluje z objawami pozastawowymi w RZS (Felty’s
syndrome, vasculitis). Komorki te majg na swojej powierzchni ekspresje wielu niety-
powych receptordw, ktdre wydajg si¢ mie¢ wieksze znaczenie w aktywacji tych komo-
rek niz receptor TCR. Wsréd nich mozna wymieni¢ KIR2DS2, TLR2, TLR4, NKG2D.
W zmienionym zapalnie stawie obecne sg ligandy dla tych receptoréw. Aktywowane
limfocyty CD4'CD28- produkujg znaczne ilosci TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4. Komorki
te posrednicza w nakrecaniu ,,blednego kota” reakeji zapalne;j.

Zaburzenia funkcji mechanizméw cytotoksycznych wydajg sie mie¢ znaczenia w am-
plifikacji nieprawidlowej reakcji immunologicznej w wielu chorobach reumatycznych.

[ 5. POpsumMOWwANIE

Ukfad odpornoséciowy czlowieka dysponuje szeregiem mechanizméw prowadzacych do
skutecznej eliminacji komoérek docelowych, stanowiacych zagrozenia dla organizmu.
Roéwnolegle zostaly wyksztalcone mechanizmy chronigce komérki prawidlowe przed
zniszczeniem ze strony komorek efektorowych. Niekiedy dochodzi jednak do nadmiernej
amplifikacji i nieprawidtowej formy odpowiedzi immunologicznej co, w konsekwencji,
moze prowadzi¢ do rozwoju reakcji nadwrazliwosci i/lub autoimmunizacji.

[6. PisMiENNICTIWO

1. Gofab J., Jakébisiak M., Lasek W., Stoktosa T.: Immunologia. Wydawnictwo Naukowe PWN 2014.

2. Moretta L., Montaldo E., Vacca P, Del Zotto G, et al.: Human Natural Killer: origin, receptors,
function, and clinical applications. Int Arch Allergy Immunol 2014, 164:253-264.

3. Krzewski K, Coligan J.E.: Human NK cell lytic granules and regulation of their exocytosis. Fron-
tiers in Immunlogy 2012; 3, Article 335.

4. KindtT.J. Goldsby R.A., Osborne B.A.: Immunology. Kuby, 6th edition, W.H. Freeman and Com-
pany, New York, 2007.

5. Coico R, Sunshine G.: Immunology: A short course. 6th edition, Wiley-Blackwell 2009.

6. Fogel L.A, Yokoyama W. M., French A. R.: Natural killer cells in human autoimmune disorders.
Arthritis Research & Therapy 2013, 15: 216.



[137]

Rozpziat 9
Uktad dopetniacza

Magdalena Massalska

|. CHARAKTERYSTYKA OGOLNA

Uktad dopelniacza tworzg biatka efektorowe, regulacyjne i receptory biorace udziat
w obronie przeciwzakaznej gospodarza (w sumie okoto 60 biatek surowicy i ptyndw
tkankowych). Nazwa (complement — dopelniacz, komplement) okresla termo-labilny
sktadnik surowicy, ,,uzupetniajacy” funkcje przeciwcial. Charakteryzuje si¢ obecnoscia
dwdch mechanizméw: amplifikujacego (bialka sa obecne w postaci nieaktywnych zy-
mogenow, aktywowanych w wyniku integracji z innymi biatkami) oraz samokontroli
(obecnos$¢ czasteczek regulujacych). Wraz z komoérkami zernymi uktad ten nalezy do
najstarszych filogenetycznie mechanizméw odpornosci nieswoistej. Uktad dopelniacza
odpowiada za wiele waznych mechanizméw efektorowych odpowiedzi immunologicz-
nej, a wiekszo$¢ bialek nalezacych do tego ukladu wywiera swoj efekt na blone komor-
kowa. Badania ostatnich lat sugeruja, ze uklad dopelniacza jest nie tylko centralnym
regulatorem proceséw odpornosci wrodzonej i nabytej, ale bierze udzial w ukierunko-
wanym rozwoju komdorek i tkanek, ich homeostazie i procesach naprawczych.

Do gtéwnych funkeji uktadu dopelniacza naleza:

o obrona przeciwzakazna: chemotaksja i aktywacja leukocytéw, zabijanie komoérek
bakteryjnych i jadrzastych zakazonych,

o wspOlpraca odpowiedzi swoistej i nieswoistej: wzmaganie odpowiedzi humoral-
nej (biatka dopelniacza C3b i C4b polaczone kompleksem antygen-przeciwcialo
(Ag-Ab) wigzane przez receptory CR2 na limfocytach B) oraz stymulacja rozwoju
pamieci immunologicznej (biatka dopelniacza C3b i C4b polaczone kompleksem
Ab-Ag wigzane przez receptory CR2 i CR3 na komoérkach dendrytycznych grudek),

o usuwanie komplekséw immunologicznych (Ag-Ab) oraz potencjalnie szkodliwych
czasteczek wlasnych, ulegajacych ekspresji przez uszkodzone czy umierajace ko-
morki (apoptotyczne i nekrotyczne).

Aktywacja kaskady dopelniacza przebiega trzema drogami: klasyczng, lektynows i al-
ternatywna (Rys. 1). Wszystkie trzy drogi spotykaja si¢ na etapie aktywacji biatka C3
i dalsze etapy prowadzace do powstania wieloczasteczkowego kompleksu biatkowego
atakujacego blone przebiegaja wspdlng droga. Kompleks atakujacy blone (membrane
attack complex - MAC) prowadzi do perforacji blony komdrkowej i ostatecznej $mierci
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komorki, na ktorej powstal. Istnieja mechanizmy z jednej strony sprzyjajace powstawa-
niu MAC na powierzchniach drobnoustrojow, co prowadzi do ich eliminacji, z drugiej
chronigce powierzchnie gospodarza przed atakiem MAC i $miercig. Aktywacja ukladu
dopelniacza moze prowadzi¢ do zniszczenia nie tylko komérek bakteryjnych i pasozyt-
niczych ale takze nowotworowych.

Gléwnym miejscem syntezy skladnikéw dopelniacza (z wyjatkiem Clq) jest watroba,
ale biatka te syntetyzowane sg tez przez niemal wszystkie komdrki ludzkiego organizmu:
monocyty, makrofagi, fibroblasty, neutrofile, limfocyty B i T, astrocyty i komorki glejowe
(w lokalnych miejscach zapalenia). Pierwotnym miejscem syntezy C1q sa komorki linii
mieloidalnej (makrofagi, monocyty, komdrki dendrytyczne) wywodzace si¢ ze szpiku ko-
stnego. Cytokiny prozapalne (IL-1, IL-6, TNF, IFN-y) indukujg miejscowy wzrost syntezy
skladnikéw dopelniacza przez makrofagi, fibroblasty i inne komorki. Z kolei podniesio-
ny poziom skfadnikéw ukladu dopetniacza moduluje produkcje cytokin przez komorki
ukfadu odpornosciowego, co dowodzi obecnosci petli zwrotnej wzajemnej kontroli.

Ryc. 1. Trzy drogi aktywacji kaskady dopetniacza: klasyczna, lektynowa i alternatywna.

klasyczna

kompleksy immunologiczne
CRP, SAP, PTX3 —* .

cukry na powierzchni —»
mikroorganizméw @ @C5 C6, C7,C8, C9 .
T
bakteryjny LPS C5b-9
czynnik B

czynnik D
properdyna

2. KLASYCZNA AKTYWACJA KASKADY DOPEENIACZA

Bialka dopelniacza nie rozpoznajg precyzyjnie antygenéw i w klasycznej drodze akty-
wagcji uklad dopelniacza aktywowany jest przez przeciwciala rozpoznajace Ag z wyso-
ka specyficznoscig, co stanowi przyklad wspdtpracy miedzy swoistymi i nieswoistymi
mechanizmami odporno$ci. Gléwnymi aktywatorami drogi klasycznej sa kompleksy
immunologiczne (immunological complexes — IC) tworzone przez przeciwciata (antibo-
dies — Abs) klasy IgM lub IgG zwiazane z antygenem. Sila aktywacji kaskady dopetnia-
cza jest rézna i zalezna od klasy przeciwcial, co mozna ogdlnie przedstawi¢ jako: IgM
>IgG3>IgG1>1gG2>>1gG4.

Clq niekiedy dziata jak czgsteczka rozpoznajaca wzorce, wowczas jest ona aktywowana
bez udzialu przeciwciat. Czynnikami aktywujacymi moga by¢ niektére wirusy i bakterie
oraz wlasne czasteczki. Drugg wazng grupa bialek bioracg udzial w indukeji dopetnia-
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cza na drodze klasycznej sa pentraksyny. Pentraksyny sa glikoproteinami, wyrdzniaja-
cymi si¢ obecnoscig domeny pentraksynowej (pie¢ monomerdw tworzacych pierscien)
w swojej czasteczce. Do krotkich pentraksyn naleza: bialko C reaktywne (C-rective pro-
tein — CRP) i surowiczy amyloid P (serum amyloid P - SAP). Pentraksyny nalezg do bia-
tek ostrej fazy, heterogennej grupy bialek osocza pelnigcej role we wrodzonej obronie
przeciw bakteryjnej. Biatka te syntetyzowane sa gtéwnie de novo w watrobie w wyniku
stymulacji przez bakterie lub cytokiny (IL-1, IL-6, TNE IFN-y) wydzielane przez akty-
wowane makrofagi i komorki NK, a stezenie ich gwaltownie rosnie po infekcji.

Trzecig grupe aktywatoréw drogi klasycznej stanowig komorki apoptotyczne i fragmen-
ty komoérkowe (cialka apoptotyczne, blony mitochondrialne, chromatyna). C1q jest nie
tylko opsoning komorek apoptotycznych, ale powoduje tez ich ,.ciche” usuniecie bez
indukcji zapalenia.

Antygeny na powierzchni drobnoustrojow dostajacych si¢ do naszych tkanek sg pre-
cyzyjnie rozpoznawane przez przeciwciala, rola czynnikéw nieswoistych - dopelniacza
i komorek zernych jest ich eliminacja. Proces aktywacji dopelniacza jest wyzwalany
przez wigzanie C1q (jednego z bialek dopelniacza, obecnego w surowicy) z jedng czg-
steczka IgM lub co najmniej dwiema czasteczkami IgG (znajdujacymi sie w odlegtosci
mniejszej niz 20 nm). Czasteczka C1q zbudowana jest z 6 takich samych podjednostek,
z ktorych kazda skfada sie z gtéwki i kolagenopodobnego ogonka. Clq laczy sie z frag-
mentem Fc przeciwciata zwigzanego na powierzchni komérki docelowej, co prowadzi
do zmiany konformacyjnej w obrebie Clr aktywujacej fragment Cls o wlasciwosciach
proteazy serynowej (wszystkie trzy podjednostki skladajg si¢ na czasteczke Clq). Cls
katalizuje rozklad kolejnych biatkowych sktadowych tworzacych kaskade dopelniacza
- C4 i C2. Kazda z czgsteczek rozpada si¢ na dwa fragmenty - a i b. Fragmenty po-
wstate w wyniku ich degradacji C4b i C2a wiazg si¢ z powierzchnig komoérki tworzac
na niej kompleks C4b2a o wtasciwos$ciach proteolitycznych, okreslany jako konwertaza
C3 drogi klasycznej. Miejscem katalitycznym tej konwertazy jest C2a. Uktad aktywacji
gdzie zmiana konformacyjna jednego skfadnika aktywuje wlasciwosci proteolityczne
kolejnego lub powoduje taczenie sie z innym sktadnikiem jest cechg charakterystyczna
ukladu dopelniacza. Biatko dopelniacza C3 jest biatkiem bardzo starym filogenetycznie
(obecnym juz u szkartupni i ostonic 700 mln lat temu) i wystepujacym w najwiekszym
stezeniu w ludzkiej surowicy. C1 i C3 maja wlasciwosci powolnej aktywacji spontanicz-
nej i atakowania niespecyficznie dostepnych powierzchni (komoérki wlasne w przeci-
wienstwie do obcych maja mechanizmy zabezpieczajace przed ta wlasciwoscia ukladu
dopelniacza). Inhibitor C1 kontroluje spontaniczng aktywacje C1, ale tylko gdy nie jest
ona inicjowana przez kompleks antygen-przeciwcialo.

Rozklad C3 na C3a i C3b jest najwazniejszym etapem aktywacji. Fragment C3b jest
bardzo reaktywny i moze si¢ wigza¢ kowalentnie do kazdej powierzchni, nawet wlasnej.
Przed uszkodzeniem powierzchni wlasnej chroni komoérki naszego organizmu obec-
no$¢ czasteczek regulatorowych. Po przylaczeniu C3b do kompleksu C4b2a powstaje
konwertaza C5 (C4b2a3b), katalizujgca rozklad C5 na C5a i C5b. Powstanie konwertazy
C5 konczy proces enzymatycznej aktywacji dopelniacza.
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Kolejne skiadniki dopelniacza taczace si¢ z C5bC6 podlegaja zmianom konformacyj-
nym (zmieniajg si¢ z czasteczek hydrofilnych w czasteczki pokazujace takze fragmenty
hydrofobowe) co pozwala im wbudowac si¢ w btone. Przylaczenie C8 do C5bC6C7 in-
dukuje tworzenie kanatéw w blonie komoérkowej, nazywanych kompleksami atakujg-
cymi btone (MAC). Z komorki uciekaja jony K* czy ATP a do komérki wplywa woda
ilizozym. Wrazliwe na MAC sg bakterie Gram-, niektdre wirusy, pierwotniaki i mykopla-
zmy (bakterie Gram* przed dziataniem dopelniacza chroni peptydoglikan). Brak jedne-
go ze skfadnikéw koncowej drogi dopelniacza powoduje niskg odpornos¢ na zakazenia
niektérymi bakteriami (dwoinka zapalenia opon mézgowych, dwoinka rzezaczki). Aby
zabi¢ jedng bakterie E. coli potrzeba od kilkudziesigciu do kilkuset komplekséw C5b-9.

3. AKTYWACJA DROGI ALTERNATYWNEJ | LEKTYNOWEJ DOPEENIACZA

Aktywacja kaskady dopelniacza na drodze alternatywnej nastepuje na skutek powolnej
aktywacji spontanicznej i dominuje ilosciowo nad droga klasyczng. Gdyby nie mecha-
nizmy obronne C3b moglby uszkadza¢ wlasne komorki, gdyz atakuje niespecyficznie
wszystkie komorki wokot. Jednak na powierzchniach wlasnych (nieaktywujacych)
czynnik H wiaze si¢ z C3b uwrazliwiajac go na inaktywacje przez czynnik I. Nie dzieje
sie tak na powierzchniach aktywujacych (nalezgcych do drobnoustrojow), ktére chro-
nig C3b przed degradacja proteolityczna i stabilizujg konwertaze C3. Takie wlasciwosci
wykazujg polisacharydy scian bakteryjnych, komorki zakazone wirusami (EBV, grypy,
odry) kompleksy immunologiczne z IgA, IgE, IgG, zymosan (ekstrakt $§cian komadrko-
wych drozdzy), a takze niektére linie nowotworowe, grzyby i pierwotniaki. Tak wiec
aktywacja drogi alternatywnej jest skutkiem braku naturalnego hamowania aktywacji,
zachodzacej spontanicznie. Aktywacja drogi alternatywnej inicjowana jest zwigzaniem
czynnika B z C3, co nastgpnie pozwala na rozlozenie czynnika B na Bb i Ba przez czyn-
nik D. Powstaje C3bBb - konwertaza C3 drogi alternatywnej, rozktadajaca kolejne C3.
Konwertaza ta jest stabilizowana przez properdyne, ktora zapewnia ochrone przed
czynnikami Ii H.

Aktywacja kaskady dopelniacza na drodze lektynowej jest indukowana poprzez zwig-
zanie biatka wiazacego mannoze (mannose binding lectin - MBL) do powtarzajacych sie
reszt cukrowych, obecnych gléwnie na powierzchni patogenéw. MBL wraz z biatkami
A i D surfaktantu plucnego i konglutyniny nalezy do kolektyn. Kolektyny charaktery-
zuja sie obecnosciag kolagenowych ogonkéw i domen o wlasciwo$ciach lektyn, wiaza-
cych okreslone cukry w glikoproteinach i glikolipidach. MBL wiaze fukoze, mannoze
i N-acetyl glukozamine na powierzchni mikroorganizméw. MBL jest strukturalnym
i funkcjonalnym homologiem Clgq, a proteazy serynowe zwigzane z MBL 1 i 2 (manno-
se-binding lectin-associated serum protease — MASP-1 i MASP-2) - homologami proteaz
Cls i Clr zwigzanych z C1q. Zwigzanie MBL i aktywacja MASP-1 i MASP-2 prowadzi
do ciecia C2, C3 i C4. Niedobér MBL skutkuje generalnie zmniejszong odpornoscia
przeciwzakazng i nawracajacymi infekcjami, cho¢ réwnoczesnie moze zwiekszy¢ od-
pornos¢ przeciw mikroorganizmom, ktore wykorzystuja optaszczenie przez dopelniacz
do wnikania przez receptory CR do naszych komoérek, takim jak pratki gruzlicy (Myco-
bacterium tuberculosis) czy pierwotniaki wywolujace leiszmanioze.
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4. RECEPTORY DLA SKEADNIKOW DOPEENIACZA

Skladniki dopelniacza moga stymulowa¢ inne komoérki do pelnienia odpowiednich
funkgji. Jest to mozliwe dzieki obecnosci receptoréw dla sktadnikéw dopetniacza (com-
plement receptor — CR) na réznych komorkach uktadu odpornosciowego. Do najwaz-
niejszych funkcji receptoréw dla dopelniacza nalezy: ulatwienie wigzania i fagocytozy
przez komorki zerne, hamowanie aktywacji dopelniacza, usuwanie komplekséw immu-
nologicznych.

Receptory CR1 (CD35) wystepuja w roznych ilosciach na wielu komérkach. Na po-
wierzchni granulocytéw obojetnochtonnych (neutrofili) liczba CR znacznie rosnie
w wyniku aktywacji, a neutrofile stajg si¢ komdrkami zdolnymi do wigzania czasteczek
oplaszczonych dopelniaczem. CR1 biorg udzial w fagocytozie. 85-90% wszystkich CR1
obecnych we krwi stanowig te obecne na erytrocytach (na poszczegdlnej komorce jest
ich niewiele, ale we krwi jest olbrzymia liczba erytrocytéw). Uczestniczg one w trans-
porcie komplekséw immunologicznych z krwioobiegu do rezydujacych monocytéw
i makrofagow w celu zniszczenia i/lub prezentacji antygenéw. Nieusuniete kompleksy
immunologiczne moglyby sie odklada¢ w nerkach i indukowa¢ ich uszkodzenie. IC sa
usuwane z erytrocytow gdy te przechodzg przez watrobe i $ledzione, potem erytrocyty
wracaja do krazenia. Przyleganie kompleksow do erytrocytéw to adherencja immuno-
logiczna. CR1 sg obecne takze na podocytach ktebuszkéw nerkowych (co sprzyja inak-
tywacji i usuwaniu kompleksow w nerce).

Receptory CR2 (CD21) sa obecne gléwnie na limfocytach B, ich obecno$¢ chroni te
komorki przed apoptoza i indukuje aktywacje poprzez tworzenie koreceptora limfocytu
B wraz z czasteczkami CD19 i CD81. Niektore antygeny staja si¢ nawet 10.000 razy bar-
dziej immunogenne na skutek potgczenia ze sktadnikami dopetniacza rozpoznawanymi
przez CR2 umozliwiajacymi krzyzowe wigzanie receptoréw BCR i CR2. CR2 ulegaja
ekspresji takze na folikularnych komdrkach dendrytycznych (folicular dendritic cells —
FDC), co umozliwia utrzymanie limfocytéw pamieci w grudkach limfatycznych.

Gléwng funkejg receptorow CR3 (CD18) wystepujacych na neutrofilach, monocytach
i makrofagach jest fagocytoza czasteczek lub komdrek wiazacych dopetniacz. CR3 cha-
rakteryzuje takze unikatowa wlasciwo$¢ wigzania LPS niektdrych bakterii. Receptory te
wykorzystywane sg przez pratki gruzlicy i HIV do wnikania do makrofagow.

5. ANAFILATOKSYNY

W wyniku ciecia sktadnikéw C3, C4 i C5 dopelniacza poza fragmentami ,,b” budujacymi
stopniowo odpowiednie konwertazy i ostatecznie MAC, powstaja fragmenty C3a, C4a
i C5a, nazwane anafilatoksynami. Anafilatoksyny powstale w duzych ilo$ciach moga
wywola¢ wstrzas anafilaktyczny. Najsilniejszg bioaktywnos¢ wykazuje C5a, najmniejsza
C4a, co zwigzane jest z czasem ich polowicznego rozpadu. C5a, C4a i C3a podlegaja
dziataniu karboksypeptydaz osoczowych, odcinajacych C-koncowe reszty argininowe.
Powstale C4a-desArg i C3a-desArg sa biologicznie nieaktywne. Duza aktywno$¢ C5a
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wynika ze znacznie wolniejszego jej rozktadu. Anafilatoksyny sg silnymi induktorami
zapalenia, a ich dzialanie skupia si¢ na aktywacji gtéwnie leukocytow, cho¢ dotyczy
takze innych komoérek. Wplyw na leukocyty obejmuje wzrost adhezji, agregacji, che-
motaksji, wydzielania reaktywnych form tlenu a takze uwolnienie enzymoéw lizosomal-
nych. Anafilatoksyny zwiekszajg wlasciwosci fagocytarne komorek zernych, stymulujac
na nich ekspresje CR1 i CR3. Stymulujg uwalnianie IL-1, IL-6 i TNF przez makrofagi,
a bedac czynnikiem chemotaktycznym dla neutrofiléw, nasilajg adchezje, degranulacje
i aktywacje wybuchu tlenowego przez te komorki. Wigzac sie z receptorami komorek
tucznych, stymuluja je do wydzielania histaminy, ktéra powoduje skurcz miesni glad-
kich i zwigksza przepuszczalnos¢ naczyn, co sprzyja szybszemu dotarciu komorek ukta-
du odpornosciowego do miejsca zapalenia. Anafilatoksyny stymulujg agregacje plytek
krwi i uwalnianie przez nie serotoniny, co stymuluje skurcz miesni gladkich.

O. REGULATORY AKTYWACI

Uktad dopelniacza podlega $cistej regulacji przez biatka hamujagce/regulacyjne. Ich dzia-
tanie obejmuje zdolno$¢ do spontanicznego rozkladu konwertazy C3 i C5 oraz czynne
mechanizmy dezaktywacji, zwigzane z blonami komdrkowymi lub obecne w plynach
tkankowych (gtéwnie surowicy), stuzace ochronie wlasnych tkanek. Pozytywnymi regula-
torami aktywnosci dopelniacza sg przeciwciata klasy IgG przeciw konwertazom C3 drogi
klasycznej i alternatywnej (czynniki nefrytyczne C3). Stabilizujg one konwertaze i wy-
dluzajq jej okres pottrwania, a ich nadmiar prowadzi do klebuszkowego zapalenia nerek.

Do negatywnych czynnikéw regulatorowych obecnych w blonie komérkowej naleza:

o czynnik przyspieszajacy rozklad (decay accelerating factor - DAF, CD55): po-
wszechnie wystepujacy na wielu komdrkach promotor dysocjacji i inhibitor asocja-
cji dla C4bC2a. Jest rowniez promotorem dysocjacji dla C3bBb drogi alternatywne;j.
W blonie jest umocowany poprzez facznik z glikofosfatydyloinozytolu co zapewnia
ruchliwos¢ i zwigksza jego efektywnos¢,

«  blonowy kofaktor biatkowy (membrane cofactor protein - MCP, CD46): obecny nie-
mal na wszystkich komorkach jadrzastych. Jest kofaktorem do cigcia przez czynnik
I (proteaza) czynnikéw C3b i C4b, co uniemozliwia powstawanie na powierzchni
konwertazy C3. Wigze C3b i C4b bedace w stanie wolnym lub obecne w konwerta-
zie. Jest rowniez receptorem komdrkowym dla wirusa odry,

o  protektyna (CD59): jest w blonach wszystkich krwinek i plemnikéw. Hamuje poli-
meryzacje C9, tworzenie kanatéw i MAC. Podobnie jak DAFE, CD59 jest umocowa-
ny w blonie poprzez tacznik z glikofosfatydyloinozytolu,

o  CRI:kofaktor dla czynnika I, ktory rozktada C4b i C3b. Mechanizm ten pozwala na
rozktad komplekséw immunologicznych przez czynnik I juz podczas transportu do
watroby i §ledziony przez erytrocyty. Moze réwniez inaktywowa¢ konwertaze C3
i C5, chronigc wlasne tkanki przed przypadkowa lizg.

Do negatywnych regulatoréw aktywacji dopetniacza wykrywanych w ptynach tkanko-
wych zalicza sie:
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o inhibitor C1: inhibitor proteaz serynowych Clr i Cls, zabezpieczajacy przed skut-
kami spontanicznej aktywacji dopelniacza, ale nie przed aktywacjg przez silne in-
duktory drogi klasycznej,

o czynnik I - proteaza inaktywujaca C3b i C4b (wolne i zwigzane w konwertazach).
Kofaktorem dla czynnika I w ptynach tkankowych jest czynnik H i biatko wiazace
C4, natomiast w blonie komdrkowej - CR1 i MCP,

« czynnik H - przyspiesza rozktad C3bBb,

o witronektyna: blokuje przytgczenie C8 i C9, hamuje adhezje¢ C5b-7 do blony ko-
morkowej,

o  SP40 (klasteryna): inaktywuje MAC,

o Dbialko wigzace C4 - wigze C4b, co przyspiesza rozpad konwertazy C3 drogi kla-
sycznej.

Wiele mikroorganizméw wypracowalo mechanizmy chronigce je przed aktywnos$cia
dopelniacza. Polegaja one m.inn. na stymulacji w zakazonych komoérkach syntezy bia-
tek hamujacych aktywacje dopelniacza (niektdre wirusy), blokowaniu wigzania frag-
mentu Fc Abs przez oplaszczenie si¢ czynnikiem H (niektére bakterie) czy usuwaniu
MAC z blony (niektére pierwotniaki).

/. BIALKA DOPEENIACZA W TOCZNIU RUMIENIOWATYM UKEADOWYM
(TRU)

Rola dopelniacza w toczniu (systemic lupus erythematosus — SLE) jest ztozona, gdyz
moze on zaréwno chroni¢ przed chorobg jak i nasila¢ jej objawy — obecnos¢ klasycznej
drogi aktywacji dopelniacza chroni przed rozwojem choroby, ale w fazie ustabilizowa-
nej choroby aktywacja kaskady dopelniacza nasila jej objawy. Niedobory lub polimor-
fizm genetyczny wezesnych skladowych ukladu dopelniacza sg silnie zwigzane z pod-
niesionym ryzykiem rozwoju TRU. Funkcjonalnym zadaniem uktadu dopelniacza jest
opsonizacja i usuwanie komorek apoptotycznych i komplekséw immunologicznych, do
czego niezbedne sg prawidlowe poziomy C4 i C2. Upo$ledzone usuwanie komorek apo-
ptotycznych i fragmentow wiasnych komorek powoduje, Ze staja si¢ one zZrédlem auto-
antygenow, stymulujacych synteze autoprzeciwcial. Niemal potowa pacjentéw chorych
na toczen posiada niedobory C3 i C4, a polimorfizm CR3 jest zwigzany z rozwojem
tej choroby. Najsilniejszym genetycznym czynnikiem ryzyka dla tocznia jest niedobor
Clq, cho¢ jest niezmiernie rzadki. Prawidlowe poziomy Clq oraz wiasciwe funkcje
uktadu dopelniacza udalo si¢ uzyska¢ po przeszczepie szpiku kostnego od zdrowego
dawcy pacjentowi z dziedzicznym niedoborem Clq, co niesie nadzieje dla pacjentow
cierpigcych na TRU z niedoborem C1q. Dodatkowo pacjenci z TRU wykazujg obnizong
ekspresje regulatorow aktywacji dopetniacza na komodrkach uktadu odpornosciowego i
erytrocytach. Mutacje czasteczek takich jak czynnik H i CD46 s3 przyczyng wczesniej-
szych objawow nefropatii toczniowej (lupus nephritis) u pacjentow z TRU.

Autoprzeciwciata (autoAbs) wiaza si¢ z wysokim powinowactwem do sktadowych do-
pelniacza. Nie sa one kierowane przeciwko bialkom natywnym ale neoepitopom ule-
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gajacym ekspozycji podczas tworzenia wieloczasteczkowego kompleksu lub w wyniku
degradacji proteolitycznej. Podniesione poziomy autoAbs obserwuje si¢ na lata przed
wystapieniem objawow TRU. Autoprzeciwciata skierowane przeciwko DNA i histonom
czgsto wystepuja w toczniu i odpowiadajg ze wiele objawéw chorobowych. AutoAbs
tworzg kompleksy immunologiczne (IC) odktadajace si¢ w kigebuszkach nerkowych
i stopniowo aktywujace kaskade dopelniacza na drodze klasycznej, co powoduje uszko-
dzenie tkanki i rozwdj objawow nefropatii toczniowej. Stwierdzenie obecnosci C4d*IC
w biopsji nerek stanowi silne wskazanie do diagnozy TRU. U 28% pacjentéw z TRU ob-
serwuje sie obecnos¢ przeciwcial anty-Clq, procent ten jest wyzszy (68%) u pacjentéw
z chorobg nerek. Poziom przeciwcial antyClq jest markerem predykcyjnym rozwoju
neuropatii toczniowej, gdyz przeciwciala nasilajg skutki obecnoséci komplekséw immu-
nologicznych z C1q w nerkach. U pacjentéw cierpigcych na toczen z objawami obrzeku
naczynioruchowego opisano takze autoprzeciwciala wiazace i inaktywujace C1-inhibi-
tor, co w nastepstwie prowadzi do nadmiernej aktywacji ukladu dopetniacza i choroby
nerek. Poziomy tego autoAb korelujg z czasem trwania choroby i jej aktywnoscia.

8. ROLA DOPEENIACZA W MEODZIENCZYM IDIOPATYCZNYM ZAPALE-
NIU sTAWOW (MIZS)

Ostatnie badania wskazujg na istotng role czasteczki C3a, generowanej wewnatrzko-
morkowo i aktywnej biologicznie w procesie stymulacji limfocytow T CD4*. Limfocyty
T CD4" izolowane z ptynu stawowego pacjentow z MIZS wykazywaly podniesione po-
ziomy wewnatrzkomdrkowego C3a i produkcji IFN-y wzgledem limfocytéw T izolo-
wanych z krwi obwodowej tych samych pacjentéw. Dodanie inhibitora dla katepsyny
L ulegajacej ekspresji w limfocytach T (T cel-expressed protease cathepsin L — CTSL)
do hodowli limfocytéw T izolowanych z synovium przywracalo prawidlowe poziomy
wszystkim tym parametrom w sposob zalezny od stezenia. Tak wigc niekontrolowana
aktywacja limfocytéow T w tym schorzeniu moze przynajmniej czesciowo wynikaé z
rozregulowanej produkeji C3a.

Q. ROLA DOPEENIACZA W REUMATOIDALNYM ZAPALENIU STAWOW
(RZS)

Wszystkie rodzaje autoprzeciwcial wystepujace w RZS wigzac odpowiednie autoAg po-
wodujg wzrost poziomu komplekséw immunologicznych i aktywacji ukladu dopelnia-
cza. Poziom komplekséw utworzonych przez CRP i aktywne fragmenty dopelniacza
jest wyzszy u pacjentéw z aktywnym procesem chorobowym w poréwnaniu do tych,
u ktérych choroba jest nieaktywna. W plynie stawowym chorych na RZS stwierdza si¢
obnizone poziomy biatek dopelniacza i podniesione poziomy fragmentéw bialek dopet-
niacza powstatych w wyniku ciecia proteolitycznego oraz pdznych komponentéw MAC
C5b-C9. Co wigcej, anafilatoksyny C3a i C5a powstate w plynie stawowym przyciagaja
i aktywuja neutrofile i inne komorki mieloidalne do stawu, co dalej nasila proces cho-
robowy. Ostatnie badania wykazaly takze niedobdr C4B gendéw u pacjentéw chorych na
RZS w poréwnaniu do osob zdrowych.
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[O. ROLA DOPEENIACZA W ZESPOLE SJOCRENA

Czestg obserwacjg kliniczng w zespole Sjogrena jest obnizony poziom sktadnikow ukta-
du dopelniacza, szczegdlnie poziomdéw C3 i C4 w surowicy. Prawdopodobnie jest to
wynikiem lokowania tych czynnikéw w kompleksach immunologicznych. Poniewaz
ostatnie badania wykazaly istotnie wyzszg umieralnos¢, a takze zapadalno$¢ na choroby
limfoproliferacyjne u pacjentéw z niskim poziomem C3 lub C4, poziomy skladowych
dopelniacza mogg by¢ traktowane jako czynnik predykcyjny aktywnosci choroby u pa-
cjentdw cierpiacych na zespdt Sjogrena.
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Rozpziar 10

Czynniki infekcyjne w patogenezie
chordb reumatycznych

Weronika Kurowska

[. WsTEP

Choroby reumatyczne rozwijaja si¢ w wyniku nieprawidlowej odpowiedzi immunolo-
gicznej, ktéra moze przebiega¢ z indukcjg autoimmunizacji i autoagresji. W patome-
chanizmie tych choréb wspoétuczestnicza czynniki endogenne i egzogenne. Sposrdd
dotychczas poznanych czynnikéw endogennych do rozwoju choroby reumatycznej naj-
silniej predysponujg uwarunkowania genetyczne. Dotyczg one gtéwnie wystepowania
okreslonych alleli gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej cztowieka — HLA (human le-
ukocyte antigens). Natomiast czynnikami egzogennymi o najlepiej udokumentowanym
zwigzku z rozwojem chordb reumatycznych sg zakazenia bakteryjne i wirusowe.

O roli drobnoustrojéw w indukcji/rozwoju choréb reumatycznych wnioskuje si¢ m. in.
na podstawie obserwacji klinicznych. Dowodza one, ze przejsciowe, subkliniczne infek-
cje wirusowe lub bakteryjne moga poprzedza¢ lub nasila¢ objawy chorobowe. O udziale
danego patogenu w patogenezie choroby wnioskuje sie na podstawie: (i) skutecznej te-
rapii antybiotykowej; (ii) obecnosci patogenu, badz jego czastek/antygenéw w zajetych
procesem chorobowym tkankach; oraz (iii) obecno$ci aktywowanych limfocytéow re-
agujacych swoiscie z antygenami danego patogenu. W chorobach reumatycznych obec-
nos¢ patogenu, a zwlaszcza jego czastek (material genetyczny i/lub biatka) stwierdza-
na jest w tkankach stawowych, szpiku kostnym, skorze lub narzadach wewnetrznych,
a wykrywa si¢ ja za pomocg technik molekularnych, immunologicznych, immunohi-
stochemicznych i hodowli mikrobiologicznych. W odpowiedzi na zakazenie uklad od-
pornosciowy uruchamia kooperujace ze sobg immunologiczne mechanizmy wrodzone
(nieswoiste) i nabyte (swoiste). Komorki odpowiedzi wrodzonej reaguja na sygnaly nie-
bezpieczenstwa obecne w tkankach, w tym na czasteczki okre$lane jako wzorce moleku-
larne zwigzane z patogenami - PAMP (pathogen associated molecular patterns), ktore
sa typowe dla drobnoustrojow, czego nastepstwem jest fagocytoza patogenu i produkcja
mediatoréw zapalnych. Konsekwencja uruchomienia mechanizméw odpowiedzi naby-
tej jest natomiast wytworzenie komorek wykonawczych - limfocytéw T i B, ktdre ulegty
aktywacji przez okreslone (swoiste) epitopy antygenéw patogenu. Zatem o zakazeniu
$wiadczy pojawienie si¢ w organizmie odpowiedzi humoralnej (przeciwcial reagujacych
z antygenami patogenu) i komoérkowej (klondw limfocytéw T pomocniczych i cytotok-
sycznych reagujacych na stymulacje antygenami patogenu).

O udziale drobnoustrojow w etiogenezie choréb reumatycznych $wiadczg réwniez ba-
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dania eksperymentalne przeprowadzane na zwierzetach laboratoryjnych. U zwierzat
tych chorobe podobng do ludzkich schorzen stawéw (model zwierzecy ludzkiej cho-
roby stawéw) mozna wywola¢ poprzez immunizacje czasteczkami drobnoustrojow lub
autoantygenem podanym réwnoczesnie z czasteczkami drobnoustrojow. Modele zwie-
rzece chorob reumatycznych sg rowniez wykorzystywane w celu zbadania roli drobno-
ustrojow w patomechanizmach tych schorzen.

2. ROLA DROBNOUSTROJOW W MECHANIZMACH INDUKCJI | ROZWO-
JU CHOROB REUMATYCZNYCH

W chorobach reumatycznych zakazenia mogg stanowi¢ czynnik indukujacy chorobe,
badz nasilajacy jej objawy kliniczne. Drobnoustrojami odpowiedzialnymi za wysta-
pienie tych zjawisk sg najczedciej bakterie i wirusy. Do choréb reumatycznych, ktdre
rozwijajg sie na skutek zakazen bakteryjnych zalicza si¢ goraczke reumatyczng - GR
(zaindukowana zakazeniem gardta paciorkowcami f-hemolizujacymi grupy A), choro-
be z Lyme (powodowang przez kretka Borrelia burgdorferi) i reaktywne zapalenie sta-
wow — ReA (do ktorego dochodzi po zakazenich ukladu pokarmowego przez Yersinia,
Salmonella, Shigella; lub ukladu moczowo-plciowego wywotanego przez Chlamydia tra-
chomatis). Czynnik etiologiczny innych schorzen reumatycznych nie jest znany. Jednak
wiele obserwacji klinicznych, wynikéw badan molekularnych i immunologicznych oraz
badan doswiadczalnych z wykorzystaniem modeli zwierzecych tych schorzen wskazu-
je na mozliwy udzial czynnikéw infekcyjnych. W reumatoidalnym zapaleniu stawéw
(RZS) role przypisuje sie bakteriom Proteus mirabilis i Porphyromonas gingivalis oraz
wirusom, w tym wirusowi Epsteina-Barr — EBV (Epstein-Barr virus). Rozwoj zesztyw-
niajacego zapalenia stawow kregostupa (ZZSK) moze by¢ zwigzany z zakazeniem bak-
teria Klebsiella pneumoniae. Natomiast patogeneza tocznia rumieniowatego uktado-
wego (TRU), zespotu Sjogrena (ZS) i twardziny ukladowej (TU) moze by¢ zwigzana z
zakazeniami wirusowymi. O wiele stabiej udokumentowana jest rola drobnoustrojow
w patogenezie pozostatych choréb reumatycznych.

Chociaz w przypadku niektérych choréb reumatycznych, takich jak GR, choroba
z Lyme czy ReA patogen je wywolujacy jest zdefiniowany, to rola drobnoustrojéow w
patomechanizmie wigkszosci chordb reumatycznych nie jest dobrze poznana.

Choroby reumatyczne cechujg sie przetrwalym przebiegiem. Zakazenia bakteryjne
i wirusowe moga przyczynia¢ sie do zaistnienia i/lub podtrzymania przetrwalego zapa-
lenia poprzez dwa mechanizméw. Pierwszy z nich polega na przeorientowaniu ataku
ukladu immunologicznego na wlasne czasteczki organizmu (autoimmunizacji). Dru-
gi mechanizm, mogacy prowadzi¢ do przewleklego zapalenia, wigze si¢ z przetrwa-
tym bytowaniem patogenu, badz jego czasteczek, w organizmie cztowieka. Wynika¢ to
moze z utajenia infekcji (patogen przechodzi w faze latentna), czynnikéw wirulencji
patogenu, nieefektywnej odpowiedzi immunologicznej na zakazenie lub zaburzenia ho-
meostazy mikroorganizméw komensalnych w blonach sluzowych. Poprzez ingerencje
w mechanizm wytwarzana bialek patogeny moga takze chroni¢ zakazona komorke
przed programowana $miercig (apoptoza) lub powodowac jej zmiany czynnosciowe.



CZYNNIKI INFEKCYINE W PATOGENEZIE CHOROB REUMATYCZNYCH [ 149]

Zmiany czynno$ciowe zakazonej komorki moga mie¢ znaczenie dla obrazu klinicznego
choréb reumatycznych. Zakazenie komorek $rédbtonka lub fibroblastow skoéry moze
prowadzi¢ do zapalenia naczyn i nadmiernego wtdknienia.

W dalszej czg¢sci opracowania przedstawiono mechanizmy, poprzez ktére bakterie i wi-
rusy przyczyniajg si¢ do rozwoju chordb reumatycznych.

2 1. AUTOIMMUNIZACJA

Autoimmunizacja, czyli odpowiedZ organizmu na wtasne (endogenne) czasteczki moze
zaistnie¢ w wyniku: (i) wytworzenia reaktywnosci krzyzowej na biatka patogenu i czlo-
wieka (na skutek mimikry molekularnej); (ii) poliklonalnej aktywacji limfocytéw po
stymulacji superantygenami; (iii) ujawnienia antygenéw ,,ukrytych” lub wytworzenia
neoantygenéw; (iv) nadmiernego wytwarzania cytokin prozapalnych, z nastepczym
zwiekszeniem zdolno$ci przetwarzania i prezentacji antygenow przez komorki prezen-
tujace antygen — APC (antygen presenting cell); oraz (v) aktywacje niektdérych recepto-
réw Toll-podobnych - TLR (Toll-like receptors).

MIMIKRA ANTYGENOWA | REAKTYWNOSC KRZYZOWA

Mimikra antygenowa to podobienstwo molekularne epitopéw (sekwencji aminokwaso-
wej/struktury przestrzennej) wystepujacych w antygenach patogenu i antygenach czto-
wieka. Taki epitop, zaprezentowany przez komoérke APC, moze powodowaé aktywacje
zaréwno limfocytow swoistych dla antygendw patogenu, jak i limfocytéw swoistych dla
antygenow czlowieka (autoantygendw). Limfocyty reagujace na autoantygeny to lim-
focyty autoreaktywne. Reaktywno$¢ limfocytow w stosunku do antygendéw patogenu,
jak i antygenow ludzkich okreéla si¢ terminem ,,reaktywno$¢ krzyzowa”. Na skutek re-
aktywnosci krzyzowej wytwarzane s autoprzeciwciala oraz odpowiedz komdrkowa na
wlasne bialka czlowieka. Moze to prowadzi¢ do autoagresji, czyli niszczenia wtasnych
tkanek i narzagdéw. Z uwagi na stalg obecnos$¢ autoantygenu w organizmie czlowieka
reaktywnos¢ krzyzowa moze sprzyjaé rozwojowi przetrwalej formy choroby, nawet po
skutecznej eradykacji patogenu.

Uwaza si¢, ze mimikra molekularna miedzy biatkami paciorkowcowymi i antygenami
czlowieka (tkanek serca) jest gtéwna przyczyng autoimmunizacji i wystgpienia obja-
wow klinicznych (w tym zapalenia serca) w GR. Reaktywnos¢ krzyzowg stwierdzono
pomiedzy ludzka miozyna/tropomiozyng i paciorkowcowym bialkiem M (gléwnym
czynnikiem wirulencji tych bakterii), oraz epitopem czasteczki cukru paciorkowcow -
N-acetylo-glukozaminy. U 0s6b z GR z zajeciem migsnia sercowego wykazano réwniez
obecnos¢ przeciwcial wykrywajacych antygeny paciorkowcowe i biatko macierzy po-
zakomorkowej — laminine. Co wigcej, reagujacym krzyzowo przeciwcialom przypisuje
sie udzial w procesach destrukcyjnych, jakie zachodzg w przebiegu GR. Przeciwciala
te powoduja in vitro lize szczurzych komoérek miesnia sercowego, a takze lize ludzkich
komorek $réddblonka. Takze odpowiedz komdrkowa jest skierowana zaréwno przeciw
bialkom patogenu, jak i cztowieka. Wykazano bowiem, ze limfocyty T naciekajace mig-
sien sercowy lub obecne we krwi 0s6b z GR, reaguja zardwno na paciorkowcowe biatko
M, jak i biatka mig$nia sercowego.
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Istnienie zjawiska reaktywnosci krzyzowej rozwaza si¢ takze jako przyczyne przetrwa-
tego przebiegu choroby u 0séb cierpiacych na chorobe z Lyme. Pomimo terapii anty-
biotykowej i eliminacji patogenu (braku jego DNA w plynie stawowym), u czgsci os6b
zakazonych kretkiem Borrelia burgdorferri moze rozwingc¢ si¢ przetrwale zapalenie sta-
wow. Osoby te to gléwnie nosiciele allelu HLA-DRB1*0401. Analiza molekularna prze-
prowadzona z uzyciem technik komputerowych wykazata podobienstwo aminokwa-
sowe miedzy epitopem zewnetrzego biatka powierzchniowego A kretka — OspA (outer
surface protein A) i epitopem ludzkiej czasteczki adhezji miedzykomdrkowej LFA-1a
oraz zdolnos¢ HLA-DRB1*0401 do prezentowania obu tych epitopéw (bakteryjnego
iludzkiego). Rowniez w tym przypadku udokumentowano istnienie reaktywnosci krzy-
zowej. Wykazano bowiem, ze limfocyty T wyizolowane z plynu stawowego oséb z anty-
biotykoopornym zapaleniem stawow ulegaja aktywacji i produkuja IFN-y po stymulacji
zaréwno kretkowym biatkiem OspA, jak i ludzka czasteczka LFA-1a. Co istotne, w blonie
maziowej 0s6b z chorobami reumatycznymi stwierdzana jest obecno$¢ czasteczki LFA-1a,
ktora odgrywa role w migracji leukocytéw do tkanek stawowych (rozdziat 3.).

Osoby z antygenem HLA-B27 s3 predysponowane genetycznie do zachorowania na
ReA i ZZSK (rozdziat 4). Rozwdj obu tych jednostek chorobowych wigzany jest z zaka-
zeniami bakteryjnymi. Intrygujace bylo zatem wykazanie mimikry molekularnej mie-
dzy czasteczka HLA-B27 i biatkami bakterii, ktdre sg przyczyng rozwoju ReA (biatkiem
YadA Yersinia enterocolitica i Yersinia pseudotuberculosis oraz biatkiem OmpH - outer
membrane protein H Salmonella typhimurium) lub bakterii o sugerowanym udziale
w patogenezie ZZSK (bialka: nitrogenaza i pullulanaza-D Klebsiella pneumoniae). W
surowicy osob z ZZSK posiadajacych antygen HLA-B27 wykryto zwigkszone stezenia
przeciwcial reagujacych krzyzowo z czasteczkg HLA-B27 i bialkami Klebsiella pneumo-
niae: nitrogenazg i pullulanaza-D. Niektore z tych przeciwcial wykazywaly aktywno$¢
cytolityczng. W surowicy 0sob z ZZSK wykryto takze przeciwciala reagujgce krzyzowo
z pullulanazg-A Klebsiella pneumoniae i czasteczkami kolagenu.

Autoimmunizacja, spowodowana mimikrg molekularng miedzy czasteczka HLA-B27
i biatkami bakterii zwigzanych z (etio)patogeneza ReA i ZZSK, mogtaby tlumaczy¢ pre-
dyspozycje genetyczne i role zakazen bakteryjnych w tych schorzeniach. Mogtaby tez
warunkowac¢ przetrwalo$¢ choroby. Jednakze, znaczenie autoimmunizacji w patogene-
zie ReA 1 ZZSK nie zostalo w petni udowodnione, dlatego rola mimikry molekularnej
w rozwoju tych chordb nie jest pewna.

Dokonane w ostatnich latach obserwacje staly si¢ podstawg tezy, ze czeste i przetrwate
zakazenia bakteryjne moga predysponowa¢ do rozwoju RZS. Obecnosci Proteus mira-
bilis w moczu 0séb z RZS towarzyszy wysokie miano przeciwcial swoistych zaréwno
dla tego patogenu, jak i reagujacych krzyzowo. Badania proteomiczne i serologiczne
wykazaly podobienstwo molekularne w sekwencji aminokwaséw zlokalizowanych
w czesci tzw. ,,wspolnego epitopu” czasteczki HLA-DRB1/4 i w czasteczce hemolizyny
Proteus mirabilis. Takie podobienstwo stwierdzono réwniez miedzy czasteczkg ureazy
tej bakterii i czasteczka ludzkiego kolagenu typu XI. Warto tutaj nadmieni¢, ze antygeny
zgodnosci tkankowej HLA-DR1 i HLA-DR4 stanowig genetyczny czynnik ryzyka roz-
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woju RZS, a kolagen typu XI jest skfadnikiem chrzastki szklistej, ktora ulega destrukcji
w przebiegu tej choroby. Istniejg obserwacje wskazujace na znaczenie tych reagujacych
krzyzowo przeciwcial w patogenezie RZS. Wykazano bowiem, Ze in vitro przeciwciala
te powodujg lize erytrocytow optaszczonych fragmentami ludzkich czgsteczek: HLA-
-DR1/4 lub kolagenu typu XI.

W surowicy 0séb z RZS obecne sg takze, w wysokim mianie, przeciwciala rozpoznaja-
ce biatko enolaze Porphyromonas gingivalis, bakterii bedacej przyczyna przewlektych
zapalen przyzebia. Przeciwciala te reaguja krzyzowo z ludzka cytrulinowang a-enola-
z3 (na skutek wystepowania cytrulinowanego peptydu CEP-1 w ludzkiej i bakteryjnej
a-enolazie). Cytrulinacja bialek polega na potranslacyjnej deiminacji reszt arginino-
wych bialek z wytworzeniem reszt cytrulinowych, co jest katalizowane przez enzym
deiminaze peptydyloargininowa - PAD (peptidylarginine deiminase). W RZS zjawisko
cytrulinacji bialek moze by¢ kluczowym mechanizmem prowadzacym do autoimmu-
nizacji z wytwarzaniem, wysoce specyficznych dla tej choroby, przeciwcial przeciw
cytrulinowanym peptydom - ACPA (anti-citrulinated proteins antibodies). Cytrulino-
wane biatka, w tym cytrulinowana a-enolaza, wystepuja w objetej zapaleniem btonie
maziowej 0s6b z RZS, a przeciwciata przeciw cytrulinowanej a-enolazie rowniez wyka-
zujg duzg specyficznos¢ dla tej choroby. W modelu do$wiadczalnym RZS, immunizacja
predysponowanych genetycznie myszy bakteryjna a-enolaza powodowala, na skutek
reakcji krzyzowej, wytworzenie przeciwcial przeciw (cytrulinowanej lub nie) ludzkiej
i bakteryjnej a-enolazie, przerost blony maziowej i erozje tkanek stawu.

Porphyromonas gingivalis jest jedynym dotychczas poznanym drobnoustrojem, ktéry
posiada wtasng PAD, zdolna do przeprowadzania reakcji cytrulinacji biatek bakteryj-
nych, jak réwniez ludzkich (np. a-enolazy i fibrynogenu). Zakazenie tg bakterig moze
zatem prowadzi¢ do pojawienia sie waznych dla patogenezy RZS autoantygenéw - cy-
trulinowanych bialek, i wytworzenia ACPA. Dlatego istotna staje si¢ informacja, ze jesz-
cze w przedobjawowej fazie choroby, u 0sdb z grupy ryzyka rozwoju RZS, obecnos¢
ACPA koreluje dodatnio z mianem przeciwcial przeciwko Porphyromonas gingivalis.

Réwniez w odpowiedzi na zakazenie wirusowe limfocyty B moga wytwarzaé prze-
ciwciala reagujace krzyzowo z cytrulinowanymi biatkami, np. z cytrulinowanym anty-
genem jadrowym wirusa EBV — EBNA (EBV nuclear antygen) i cytrulinowang fibryna
- autoantygenem wykrywanym w reumatoidalnej blonie maziowe;j.

U oséb z TRU odpowiedz immunologiczna na zakazenie wirusem EBV skierowana jest
przeciw wielu i innymi, niz w populacji ogélnej, antygenom wirusa. Czesto sa to prze-
ciwciala reagujace krzyzowo, np. przeciwciata przeciw czasteczce EBNA wirusa reaguja
krzyzowo z ludzkimi czgsteczkami Sm i 60kD Ro. Istotne dla etiopatogenezy TRU moze
by¢ fakt, ze w poczatkowym okresie rozwoju tej choroby powstaja najpierw autoprze-
ciwciala, ktore reaguja zaréwno z epitopami czasteczek 60kD Ro lub SmB; jak i z EBNA.
Obserwacje te sugeruja role wirusa EBV w indukcji autoimmunizacji w TRU. Bada-
nia z wykorzystaniem modeli zwierzecych TRU potwierdzaja te hipoteze. Wykazano,
ze immunizacja czasteczka EBNA, na skutek reaktywnosci krzyzowej, prowadzita do
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odpowiedzi autoimmunizacyjnej przeciw czasteczce Sm i rozwoju choroby u zwierzat
doswiadczalnych.

Pojawily sie rowniez sugestie, Ze mimikra antygenowa moze mie¢ znaczenie dla pa-
togenezy TU. W surowicy osob z TU wykrywa si¢ przeciwciala reagujace krzyzowo z
biatkiem UL-94 cytomegalowirusa (CMV) i czasteczkg NAG-2, ktora wigze si¢ z in-
tegrynami i wystepuje na powierzchni ludzkich komorek. Patogenna aktywno$¢ tych
przeciwcial wyraza si¢ wywolywaniem apoptozy komorek srddbtonka i stymulacjg fi-
broblastow skory, ktére zwiekszajg wytwarzanie transkryptéw bialek uczestniczacych,
w typowym dla TU, wiéknieniu skory.

SUPERANTYCENY

Superantygeny to wytwarzane przez drobnoustroje (w tym bakterie i wirusy) antygeny,
ktore reaguja z receptorem dla antygenu limfocytéw poza klasycznym miejscem wigza-
nia antygenu. W przypadku receptora TCR wiazg sie one nie z unikatowym miejscem
wigzgcym antygen, ktore tworzg tancuchy a i B, lecz tylko z odcinkiem zmiennym (V)
taricucha B, rzadziej o, i to z jego zewnetrzng powierzchnig. Superantygeny nie ulegaja
wstepnej obrobee przez komoérki APC i réwniez nietypowo wigzg sie z czasteczkami
MHC - poza miejscem prawidtowego lokowania si¢ peptyddw, z zewnetrzng powierzch-
nia czasteczki. Wskutek tego superantygeny aktywuja wszystkie klony limfocytéw T
majace w swoim receptorze TCR dany odcinek VP. W wyniku takiej poliklonalnej ak-
tywacji pobudzeniu ulec, mogg stale obecne w organizmie (ale utrzymywane w anergii
przez mechanizmy tolerancji obwodowej), klony limfocytéw autoreaktywnych. Akty-
wacja limfocytow przez superantygeny stwarza wiec ryzyko autoimmunizacji.

Poczyniono obserwacje wskazujace, Ze superantygeny drobnoustrojéw moga powodo-
wa¢ nawrdt i dlugotrwale zaostrzenie choroby reumatycznej. Superantygen drobno-
ustroju Mycoplasma arthritidis - MAM (Mycoplasma arthritidis mitogen) wywoluje za-
ostrzenie zapalenia stawow u myszy, ktére trwa przez dlugi czas zycia osobniczego tego
zwierzecia. Co ciekawe, w surowicy osob z RZS odnotowano zwiekszone stezenia prze-
ciwcial przeciw MAM. Ekspozycje na superantygeny paciorkowcdw wywotujacych GR
stwierdzano u osdb, ktore zapadty na te chorobe, gdyz w ich surowicy wykryto wieksze
stezenia przeciwcial przeciwko superantygenom SpeL i SpeM, niz u 0séb z jedynie pa-
ciorkowcowym zapaleniem gardla. Natomiast u 0s6b z TRU zaobserwowano réznice w
odpowiedzi limfocytéw T na stymulacje in vitro superantygenami SEB (Staphylococcal
enterotoxin B) i SPEA (Streptococcal pyrogenic exotoxin A), w poréwnaniu z osobami
zdrowymi. Przejawialo si¢ to wytworzeniem wigkszej liczby subpopulacji limfocytow
T i odmiennym profilem wytwarzanych cytokin przez komoérki oséb chorych na TRU.
Moze to by¢ istotne dla patogenezy zmian skdrnych w TRU. Na modelu zwierzecym
TRU wykazano bowiem, ze predysponowane genetycznie myszy rozwijaja wielonarza-
dowg, autoimmunizacyjng chorobe po ekspozycji na SEB. Rozwdj tej choroby byl zalez-
ny od poliklonalnej aktywacji pomocniczych limfocytéw T.
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EKSPOZYCIA NA ANTYGENY ,UKRYTE , POWSTAWANIE NEOANTYGENOW

Bezposrednio w wyniku zakazenia, bgdz wywotanego przez nie zapalenia, dochodzi do
lizy/nekrozy zainfekowanych komorek, wzmozonej apoptozy limfocytéw i uszkodzenia
tkanek. Przy niewydajnym usuwaniu komorek apoptotycznych w drodze fagocytozy-
ulegaja one wtdrnej nekrozie, co powoduje niekontrolowane uwalnianie ich zawarto$ci,
w tym tzw. antygenow ,,ukrytych” (cryptic antigens). Z powodu sekwestracji anatomicz-
nej lub molekularnej w grasicy antygeny ,,ukryte” nie sg prezentowane dojrzewajacym
limfocytom T. Dlatego na obwodzie dojrzate limfocyty T rozpoznaja te antygeny jako
“obce”. W tkankach o0séb z TRU nagromadzeniu ulega material jader komdrkowych,
ktdry staje sie celem odpowiedzi autoimmunizacyjnej i prowadzi do rozwoju choroby
toczniopodobnej u zwierzat doswiadczalnych.

Co wigcej, w mikro$rodowisku zapalnym epitopy wlasnych czgsteczek czlowieka moga
ulec modyfikacjom i uzyskiwa¢ wlasciwoéci immunogenne - staja si¢ neoantygenami.
Wtasne DNA moze staé sie immunogenne po zwigzaniu z alarminami (rozdziat 1), kto-
rych zwiekszone ilosci obecne sg np. w blonie maziowej oséb z RZS, badz w wyniku
zmniejszenia metylacji, co takze zaobserwowano u 0séb z TRU. Stres oksydacyjny i wy-
twarzanie wolnych rodnikéw réwniez sprzyja modyfikacjom wilasnych biatek. Powstaja
one w wyniku denaturacji i zmian konformacyjnych oraz modyfikacji potranslacyjnych
(np. cytrulinacji) biatek. Wykazano, ze do cytrulinacji biatek moze dochodzi¢ w przedo-
bjawowej fazie RZS, m. in. w wyniku aktywnosci Porphyromonas gingivalis. Co wigcej,
enzym PAD tej bakterii moze ulec autocytrulinacji i pelni¢ role w patogenezie RZS,
gdyz przeciwciata przeciw cytrulinowanej PAD Porphyromonas gingivalis obecne sa w
wiekszym stezeniu u osob cierpigcych na te chorobe, niz w populacji ogdlne;.

Réwniez biatka wiruséw mogga ulec cytrulinacji i stanowi¢ cel odpowiedzi autoimmuni-
zacyjnej z wytworzeniem specyficznych dla RZS przeciwcial.

9

AKTYWACIA PRZY OKAZJI" | ROZPRZESTRZENIANIE SIE EPITOPOW

Autoimmunizacja, wywotana na skutek zakazenia, moze poczatkowo nie angazowac
bezposrednio autoreaktywnych limfocytow. Przetrwata ekspozycja na czasteczki pato-
genu powoduje ciagly stymulacje ukladu immunologicznego, z aktywacjg specyficznych
dla patogenu klonéw limfocytow i przetrwalym wytwarzaniem cytokin prozapalnych.
Moze to skutkowa¢ destrukcja tkanek organizmu i uwalnianiem wlasnych antygenow.
Stymulowane nadmiernie, przez cytokiny prozapalne, komérki APC ulegaja aktywacji
i, wraz ze zwigkszeniem ekspresji czasteczek MHC klasy I i II, zwiekszaja takze swoje
zdolnosci przetwarzania i prezentacji antygenéw, w tym antygenéw wlasnych. Nad-
mierna aktywno$¢ komérek APC moze nastepnie prowadzi¢ do aktywacji limfocytow
autoreaktywnych. Dodatkowo, wzmozone wydzielanie cytokin prozapalnych, sprzyja
poliklonalnej ekspansji aktywowanych limfocytow, co jest okreslane terminem aktywa-
cja ,,przy okazji” (bystander activation).

W momencie inicjacji odpowiedzi autoimmunizacyjnej moze by¢ ona skierowana prze-
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ciw jednemu epitopowi wlasnej czasteczki. Jednak, w wyniku ciggtego niszczenia tkanki
i stalej ekspozycji na wlasne antygeny, odpowiedz ta moze rozszerzy¢ sie na inne epitopy
tej samej czasteczki, lub innych wlasnych bialek. Zjawisko to, okreslane jako ,,rozprze-
strzenianie si¢ epitopow” (epitope spreading), rozwinelo si¢ zapewne w celu skuteczne-
go zwalczania niektérych patogendéw. Aby uniknaé¢ odpowiedzi immunologicznej go-
spodarza, patogeny te zmieniaja swoje antygeny - wytwarzaja np. innego rodzaju biatka
budujgce ich blong komdrkows. Przykladowo, wczesna odpowiedz immunologiczna na
zakazenie Borrelia burgdorferi rozwija si¢ przeciw epitopom bakteryjnej wici oraz OspC.
Natomiast w przebiegu poéznej i przetrwalej odpowiedzi immunologicznej wytwarzane
sg przeciwciala przeciw epitopom czasteczki OspA tej bakterii. W TRU rozprzestrze-
nianie sie epitopdw ttumaczy¢ moze wytwarzanie wielu autoprzeciwcial wykrywajacych
rdzne epitopy tej samej lub innych czasteczek uwalnianych z jadra komérkowego. Role
w zapoczatkowaniu odpowiedzi autoimmunizacyjnej i jej rozszerzeniu na inne epitopy
w toku rozwoju TRU, moze odgrywa¢ zakazenie wirusem EBV. Wykazano bowiem, ze
w poczatkowym okresie rozwoju TRU wytwarzane sg przeciwciata reagujace z okreslo-
nymi epitopami wlasnych czasteczek 60 kD Ro i SmB] jak réwniez, na skutek mimi-
kry molekularnej, z epitopami czasteczki EBNA tego wirusa. W modelu zwierzecym
TRU wykazano, Natomiast immunizacja zwierzat do§wiadczalnych czasteczkg EBNA-1
prowadzi do wytworzenia przeciwcial przeciw czasteczce Sm oraz, prawdopodobnie na
skutek szerzenia sie epitopdw, przeciwcial przeciw dsDNA, ktore na ogot wytwarzane
pdzniej w rozwoju choroby.

AKTYWACIA RECEPTOROW ToLL-PoposNYCH (TLR)

Pomimo, ze w przypadku wiekszo$ci choréb reumatycznych specyficzny czynnik infek-
cyjny indukujacy chorobe pozostaje niezidentyfikowany, to odkrycie receptoréw TLR,
rozpoznajgcych wzorce molekularne drobnoustrojow, sktonito do ponownego rozpa-
trzenia roli drobnoustrojow w rozwoju tych schorzen. Poszczegdlne TLR przekazuja do
komorki sygnat aktywujacy po rozpoznaniu i zwigzaniu charakterystycznego dla siebie
ligandu/6w, np. ligandem dla TLR4 jest m.in. lipopolisacharyd bakterii gramujemnych,
TLR2 reaguje na peptydoglikan bakterii gramdodatnich, TLR3 i TLR7 rozpoznaja wiru-
sowe RNA, a TLRY niemetylowane DNA z motywami ,,CpG, ktore sg charakterystyczne
dla drobnoustrojow. W nastepstwie zwigzanie ligandu przez TLR, dochodzi do urucho-
mienia dwoch wewnatrzkomoérkowych szlakéw sygnatowych. Pierwszy z nich prowadzi
do aktywacji czynnikéw transkrypcyjnych IRF3 i IRF7, uruchamiajacych transkrypcje
IFN-a/f oraz szeregu gendw indukowanych przez IFN. Drugi szlak sygnalowy wigze sie
z aktywacja czynnika transkrypcyjnego NF-kB i synteza czasteczek kostymulujacych
(CD80/86, CD40), chemokin i cytokin prozapalnych, w tym TNE, IL-12, IL-1p i IL-6.
Warto przypomniec, ze wzrost ekspresji genow indukowanych przez IFN tzw. ,,sygna-
tura IFN” dotyczy wielu chordéb reumatycznych, a wzmozong, ciggly synteze cytokin
prozapalnych uwaza si¢ za przyczyne przetrwaltego stanu zapalnego w RZS (rozdzial 2).

Zwigkszenie ekspresji aktywnych biologicznie TLR udokumentowano w komoérkach
zmienionych chorobowo tkanek i komoérkach krwi obwodowej oséb cierpigcych na
schorzenia reumatyczne. Moze by¢ to istotne dla patogenezy tych choréb. Synowiocy-
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ty fibroblastyczne z blony maziowej 0séb z RZS, na skutek stymulacji ligandami TLR,
wytwarzaja wzmozone ilo$ci proteaz niszczacych macierz pozakomdrkows, czynnikow
aktywujacych $rédbtonek oraz chemokin i cytokin prozapalnych. Natomiast komplek-
sy immunologiczne zawierajace wlasne (endogenne) DNA, ktore zostaly wyizolowane
z surowicy 0sob z TRU, stymulujg in vitro, w sposob zalezny od TLRY, plazmacytoidalne
komorki dendrytyczne do produkeji IFN. Aktywacja komorek przez TLR moze zatem
sprzyja¢ autoimmunizacji ,,przy okazji” (poprzez tworzenie mikro$rodowiska zapalne-
g0). Zjawisko autoimmunizacji moze takze zosta¢ wywolane w sposob bezposredni, na
skutek rownoczesnej stymulacji receptoréow BCR i TLR autoreaktywnych limfocytow
B. Ligandy dla BCR i TLR moga tworzy¢ kompleks immunologiczny, ktory (jak wyka-
zano in vitro) aktywuje klony autoreaktywne limfocytéw B wytwarzajace tzw. czynnik
reumatoidalny lub przeciwciala przeciw skladnikom jadra komoérkowego. Obecnymi
w kompleksie ligandami dla TLR mogty by¢ czasteczki DNA lub RNA, rozpoznawane
przez, odpowiednio: TLR9 lub TLR7.

Wrykazano, ze ekspresja TLR9 pojawia sie¢ w limfocytach B podczas ich dojrzewania
w szpiku kostnym na etapie pre-B/niedojrzate limfocyty B. In vitro limfocyty B ze szpi-
ku kostnego 0séb z RZS ulegaja aktywacji na skutek stymulacji syntetycznym ligandem
TLRY. Hipotetycznie, jest zatem mozliwa aktywacja nie w pelni dojrzatych limfocytow
B (wsrod ktorych znajdowac sie moga klony autoreaktywne) w szpiku kostnym chorych
na RZS, zwlaszcza przy jednoczesnym wystepowaniu zwiekszonych ilosci naturalnego
liganda TLR9 - bakteryjnego DNA w tej tkance.

Udokumentowano réwiez, ze syntetyczny ligand TLRY, jako aktywator poliklonalny,
uczestniczy w wytworzeniu komoérek plazmatycznych zasiedlajacych szpik kostny.
U os6b z RZS komorki te mogg przez dlugi okres czasu uwalnia¢ autoprzeciwciala, co
wigze si¢ z natezeniem objawéw chorobowych i nawrotami choroby, oraz opornoscia
na terapie.

Na uwage zastuguje tutaj fakt, ze zakazenie wirusem EBV obniza prog aktywacji my-
sich autoreaktywnych limfocytow B przez ligandy dla TLR, co prowadzi do wytwarza-
nia przeciwcial przeciw Sm. Natomiast malte niekodujace RNA wirusa EBV - EBER
(EBV-encoded small noncoding RNA) moze tworzy¢ kompleks w zakazonej komorce
z biatkiem La. Po wydzieleniu kompleksu z komoérki, EBER moze aktywowa¢ komorki
dendrytyczne i limfocyty przez zwigzanie si¢ z ich TLR3. Obserwacje te wskazuja, ze
wirus EBV moze potencjalnie powodowa¢ wzmocnienie odpowiedzi immunologicznej
na antygeny Sm i La, ktére wywolujg autoimmunizacje u oséb z TRU, TU i ZS.

2.2 Pr7ETRIWAA OBECNOSC PATOGENU

Utrzymywanie si¢ zapalenia i nawroty choroby reumatycznej moga by¢ wynikiem cig-
glej obecnosci w organizmie cztowieka patogenu lub jego czastek. Sprzyjaé temu moze
wigksza czesto$¢ zakazen. W istocie, reaktywacja wiruséw (np. wirusa EBV w RZS
i TRU) czy nawracajace lub przetrwale zakazenia bakteryjne (np. Proteus mirabilis czy
Porphyromonas gingivalis w RZS), moga poprzedza¢ rozwdj choroby reumatycznej.
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Przetrwata obecnos¢ (czastek) patogenu w organizmie czlowieka moze by¢ takze uwa-
runkowana czynnikami wirulencji i biologig patogenu, a takze zaburzeniami odpowie-
dzi immunologicznej, powodowanymi przez patogeny.

MODYFIKACJA ODPOWIEDZI IMMUNOLOGICZNE) PRZEZ DROBNOUSTRO.JE

W aspekcie przetrwalego bytowania w organizmie gospodarza istotna jest zdolnos¢
drobnoustrojéw do ,,ukrywania si¢” w organizmie cztowieka w formie latentnej lub aty-
powej, ze zmniejszeniem wytwarzania czynnikéw wirulencji, co obserwuje sie w przy-
padku wirusow EBV, CMV czy bakterii Chlamydia trachomatis. Patogeny staja sie dzieki
temu ,,niewidzialne” dla ukladu immunologicznego.

Innym czynnikiem sprzyjajacym przetrwalemu zapaleniu jest zdolnos¢ drobnoustrojow
do modyfikacji odpowiedzi immunologicznej w taki sposob, aby byta ona nieskuteczna.
Kretek Borrelia burgdorferi zmienia w przebiegu zakazenia ekspresje bialek swojej $cia-
ny komoérkowej, ktore stanowia cel odpowiedzi humoralnej gospodarza. Daje to bakte-
rii czas na rozprzestrzenienie si¢ w organizmie czlowieka, podczas gdy uktad odporno-
$ciowy musi wytworzy¢ przeciwciala przeciw nowym biatkom §$ciany komodrkowe;j tej
bakterii. Przezyciu Chlamydia czy wirusa EBV wewnatrz zakazonej komorki sprzyja
zmniejszenie ilo$ci czasteczek MHC w blonie komdrkowej tejze komorki. Dzieje sig¢ tak
na skutek ingerencji patogenu w mechanizm wytwarzania czasteczek MHC i ich trans-
portu do btony komdrkowej. W efekcie, moze to uniemozliwi¢ limfocytom T wykrycie
i eliminacje zakazonej komorki. Co wiecej, sama czasteczka HLA-B27, prawdopodobnie
na skutek uposledzonej prezentacji antygenow bakterii, moze by¢ przyczyna zmniejszo-
nej zdolno$ci makrofagdéw do eliminacji zakazajacych je Salmonella enteritidis i przy-
czyniac sie do rozwoju ReA.

Innym mechanizmem chronigcym drobnoustroje przed eliminacja jest hamowanie
apoptozy komorek, ktore zakazaja. Mechanizm ten wykorzystuje bytujaca w monocy-
tach Chlamydia trachomatis — bakteria, ktora jest czesta przyczyna rozwoju ReA. Co
wigcej, zakazone przez Chlamydia monocyty moga tez indukowac¢ apoptoze autologicz-
nych limfocytéw T. Takze wirus EBV zwigksza przezywalnos¢ limfocytow B ingerujac w
proces apoptozy tych komdrek, co doprowadzi¢ moze do transformacji nowotworowej
u czedci 0s6b z ZS. Natomiast czynnik wirulencji Yersinia - bialko YadA, chroni te bak-
terie przed atakiem dopetniacza i fagocytoza.

Kolejnym mechanizmem oddziatywania na uktad immunologiczny cztowieka jest in-
gerencja w sie¢ cytokinowa. Wykazano bowiem, ze wirus EBV wytwarza biatko bedace
homologiem ludzkiej IL-10, co moze zaburza¢ prawidlowy przebieg odpowiedzi im-
munologicznej. Obserwowano réwniez, ze po stymulacji antygenami Chlamydia, Yer-
sinia lub Salmonella komorki jednojadrzaste z ptynu stawowego od 0sdb z ReA cechuje
wytwarzanie mniejszych ilo$ci IFN-y i TNF z réwnoczesng nadprodukcja IL-10, kto-
ra jest odpowiedzialna za zmniejszenie wytwarzania tych dwdch pierwszych cytokin.
Rozregulowane wytwarzanie cytokin moze si¢ przyczynia¢ do przetrwalej obecnosci
bakterii w tkankach stawu, gdyz wykazano, ze deficyt IFN-y czy TNF moze zwieksza¢
podatnos¢ na zakazenie Chlamydia.
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ROLA MIKROBIOTY

Mikrobiota to ogél mikroorganizmoéw zasiedlajacych organizm czlowieka. Na podsta-
wie wynikow badan dokonanych w ostatnich latach wysunieto hipoteze, ze zaburzenia
homeostazy (dysbioza) mikrobioty jelitowej lub jamy ustnej, moze mie¢ konsekwencje
ogolnoustrojowe, przejawiajgce sie¢ wywotaniem przetrwaltego stanu zapalnego w in-
nych lokalizacjach anatomicznych i rozwojem choroby reumatyczne;j.

Nieprawidlowosci dotyczy¢ moga zmiany skladu mikrobioty, co rozregulowuje interak-
cje z lokalng tkankg limfatyczna i promuje rozwdj przetrwatego zapalenia w obszarze
bton $luzowych. Zmiany zapalne w jelicie cienkim i okreznicy stwierdza si¢ u wigkszo-
$ci 0s6b z zapalnymi spondyloartropatiami. Znane jest powigzanie pateczki Klebsiel-
la pneumoniae z rozwojem ZZSK. Obecnos¢ w kale tej bakterii stwierdza sie czesciej
w aktywnej fazie choroby, szczegdlnie u 0séb bedacych nosicielami genu HLA-B27.
Najnowsze prace dokumentuja zwigckszong liczbe bakterii redukujacych siarczany w
kale 0séb z ZZSK, ktore poprzez wytwarzanie siarkowodoru moga uszkadza¢ blone
$luzowg jelita. U oso6b tych stwierdzono takze zmniejszong tolerancje na autologiczne
bakterie komensalne z rodzaju Bacteroides (wyrazong zmniejszeniem wytwarzania IL-
10), co uposledza¢ moze odpowiedz przeciwzapalng w jelicie. Natomiast w RZS role
patogenng przypisuje sie bakterii jamy ustnej Porphyromonas gingivalis. Zmiany sktadu
mikrobioty jelitowej lub jamy ustnej obserwowano takze u 0s6b z innymi schorzeniami
reumatycznymi, u ktérych zaburzenia te prowadzi¢ moga do wywolania odpowiedzi
autoimmunizacyjnej. Moze to nastepowa¢ w wyniku braku kontroli nad dojrzewaniem
autoreaktywnych limfocytéw B w GALT (gut-associated lymphoid tissue), gdyz u oséb
z TRU tkanka ta wykazuje defekty strukturalne i czynno$ciowe. W Zespole Sjogrena
jedna z przyczyn wywolania odpowiedzi autoimmunizacjnej moze by¢ mimikra mole-
kularna miedzy biatkami drobnoustrojéw wchodzacych w sklad mikrobioty jamy ustnej
lub jelita i czasteczka Ro/SSA.

Dysbioza moze by¢ takze przyczyna naruszenia bariery jelitowej z nastepczym przeni-
kaniem drobnoustrojoéw lub ich czastek do krwioobiegu. ,Rozprzestrzenieniu” do odle-
glych miejsc anatomicznych (np. stawéw) moze takze ulec odpowiedz zapalna powstala
w blonach $luzowych. Dzieje si¢ tak na skutek migracji, droga naczyn krwionosnych
lub limfatycznych, aktywowanych w blonach §luzowych limfocytéw T i makrofagdéw
(mogacych stanowi¢ rezerwuar patogenow). Niektore z drobnoustrojoéw, np. wirulentne
szczepy Yersinia, wykazujg zdolnosci do selektywnego wigzania si¢ z tkanka stawu.

Uwaza si¢ zatem, ze konsekwencjg dysbiozy moze by¢ uogélnienie odpowiedzi immu-
nologicznej i autoimmunizacji.

2.3. /MIANA AKTYWNOSCI CZYNNOSCIOWES ZAKAZONYCH KOMOREK

Patogenna rola wiruséw w chorobach reumatycznych moze by¢ niezwigzana bezpo-
$rednio z odpowiedzig immunologiczng. Wirusy sg zdolne do wywolania lizy zakazo-
nej komorki, jak réwniez modyfikacji przebiegu jej proceséw wewnatrzkomorkowych.
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Wspomniano juz, ze zakazenie wirusem EBV moze sprzyja¢ przezyciu autoreaktyw-
nych limfocytéw B, w wyniku zahamowania procesu apoptozy w tych komdrkach.
Wirus EBV moze takze zapobiega¢ eliminacji autoreaktywnych limfocytéw B przez
uruchomienie ekspresji genéw RAG i zainicjowanie rearanzacji genéw immunoglo-
bulinowych tych komdrek. Co wiecej, komorki zakazone wirusem EBV wytwarzajg
BAFF (B cell activating factor) - czynnik, ktory wspomaga wytwarzanie autoprzeciwcial.
Istniejg tez inne mechanizmy mogace prowadzi¢ do wytwarzania autoprzeciwcial na
skutek zakazenia EBV. Jest nim wzrost aktywnosci enzymatycznej proteazy, ktora bie-
rze udzial w procesie apoptozy i katalizuje proteolize podjednostki a biatka fodryny.
W efekcie, wytworzony zostaje fragment a-fodryny o masie czasteczkowej 120 kDa (120
kDa a-fodryna). Wykazano, ze 120 kDa a-fodryna jest specyficznym autoantygenem
powodujacym autoimmunizacje w ZS.

Drobnoustroje oddzialujg réwniez na czynnosci komorek spoza sensu stricto ukladu
odpornosciowego. W blonie maziowej 0s6b z RZS wykryto pelng kodujacag sekwen-
cje DNA parwowirusa B19, co moze $wiadczy¢ o aktywnosci wirusa w tej tkance. Wy-
kazano przy tym, ze zakazenie parwowirusem B19 synowiocytéw fibroblastycznych
wyizolowanych od 0sdb zdrowych, moze powodowa¢ zmiane fenotypu tych komorek.
Mianowicie, zaczynajg one przejawiac agresywny, inwazyjny charakter, ktory jest typo-
wy dla synowiocytdw fibroblastycznych bfony maziowej 0séb z RZS. Wskazuje to na
mozliwy udzial parwowirusa B19 w procesach niszczenia tkanek stawowych w RZS.

Poczyniono réwniez obserwacje wskazujace na role zakazen wirusowych w zaburzeniu
funkcji srodblonka i fibroblastéw skory w TU. W bioptatach zmienionej chorobowo
skory osob z TU stwierdzono obecno$¢ materiatu genetycznego i bialek (fazy zaréwno
latentnej jak i litycznej) wiruséw EBV, CMV i parwowirusa B19. Przy czym zakazone
byly komorki srodblonka naczyn i/lub fibroblasty skéry. Badania przeprowadzone in
vitro wykazaly, ze zakazenie fibroblastow wirusem EBV rozregulowuje czynno$¢ tych
komorek. Zwiekszaja one wowczas ekspresje TGF( i wielu innych bialek zwigzanych z
procesem widknienia, np.: kolagenu typu 1, aktyny miesni gladkich, endoteliny-1. Pa-
togenng aktywnos¢ fibroblastow skdry indukowaé¢ réwniez moga przeciwciala obecne
w surowicy oséb z TU, wytwarzane w odpowiedzi na zakazenie CMV. Przeciwciala te
skierowane sg przeciw biatku UL-94 wirusa ale, na skutek reaktywnosci krzyzowej z
czasteczka NAG-2, wigzg si¢ tez z powierzchnig komdrek ludzkich. Wykazano, ze prze-
ciwciala te wywolujg takze apoptoze komoérek srodbtonka. Role wirusa CMV w pato-
genezie zmian skornych w TU potwierdzajg badania z wykorzystaniem modeli zwie-
rzecych tej choroby. Zakazenie predysponowanych genetycznie myszy wirusem CMV
wywolywalo u tych zwierzat, typowe dla obrazu klinicznego TU, zaburzenia funkcji
komorek $rédblonka i miofibroblastéw naczyn krwiono$nych skory.

Istniejg takze doniesienia o zakazeniu wirusem EBV tkanki gruczotéw slinowych i zo-
wych 0séb z ZS. Sugeruje sig, ze $lina 0s6b z ZS moze zawiera¢ czynniki powodujace re-
aktywacje zakazenia EBV. Stwierdzono réwniez, ze u osob z ZS zakazenie tym wirusem
koreluje dodatnio z zapaleniem naczyn.
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3. PODSUMOWANIE

W przypadku niektérych chordb reumatycznych czynnik infekcyjny jest odpowie-
dzialny za ich wywotanie. Dotyczy to gorgczki reumatycznej, choroby z Lyme i reak-
tywnego zapalenia stawéw. Czynnik etiologiczny innych schorzen reumatycznych nie
zostal zdefiniowany. Wiele obserwacji przemawia za udziatem drobnoustrojow w pato-
mechanizmach choréb reumatycznych. Zakazenia mogg by¢ przyczyng autoimmuni-
zacji (na skutek bezposredniej lub posredniej aktywacji limfocytow autoreaktywnych)
i przetrwatego przebiegu choroby. Moga tez zaburza¢ prawidlowe funkcjonowanie
srodbtonka naczyn i fibroblastéw, co przeklada¢ si¢ moze na obraz kliniczny choroby.
Niedawne odkrycie TLR, rozpoznajacych wzorce molekularne charakterystyczne dla
drobnoustrojow, pozwolito zrewidowa¢ koncepcje infekcyjnego podioza chordb reu-
matycznych. Co wiecej, dokonane w ostatnich latach obserwacje dotyczace roli mikro-
bioty w organizmie czlowieka, wytyczaja nowe kierunki badan nad etiopatogenezg tych
schorzen.
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