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Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest przewlekla, ukladows choroba tkanki lacznej
o podtozu immunologicznym. W patogenezie tej choroby istotna role odgrywaja limfocyty T
oraz komérki NK, ktorych funkcja jest modulowana przez szereg receptorow. Receptory te
posrednicza w przekazywaniu wspélzawodniczacych ze soba sygnaléw aktywujacych oraz
hamujacych, a co za tym idzie reguluja aktywno$¢ cytotoksyczna oraz produkcje cytokin
przez limfocyty. Receptory CD94/NKG2, obecne na komoérkach NK i1 T, oraz ich ligandy
moga wiec odgrywac kluczowa role w warunkowaniu odpowiedzi immunologicznej w RZS
poprzez indukowanie cytotoksyczno$ci oraz produkcji prozapalnych cytokin, ktére

stanowia czynniki przyczyniajace sie do rozwoju RZS.

Cele pracy obejmowatly: (1) okreslenie zwigzku wybranych polimorfizméw genéw
receptorow z rodziny CD94/NKG2 i czasteczki HLA-E z ryzykiem zachorowania na RZS,
skutecznos$cia leczenia inhibitorami TNF-a oraz laboratoryjnymi 1 klinicznymi
parametrami aktywno$ci choroby; (2) okreslenie zwiazku ekspresji powierzchniowej
receptorow z rodziny CD94/NKG2 i czasteczki HLA-E na wybranych populacjach komoérek

7 zachorowaniem na RZS.

Badang grupe stanowito 303 chorych na RZS poddanych terapii inhibitorami TNF-a
z Kliniki Reumatologii i Choréb Wewnetrznych AM we Wroctawiu oraz Kliniki
Reumatologii i Uktadowych Choréb Tkanki fiacznej Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 im. dr.
dJ. Biziela w Bydgoszczy. Grupa kontrolna oséb zdrowych skladata sie z 238 honorowych

dawcow krwi z Regionalnego Centrum Krwiodawstwa 1 Krwiolecznictwa we Wroctawiu.

Oznaczenie polimorfizméw wybranych genéw wykonane zostato przy uzyciu metody real-
time PCR z zastosowaniem sond TagMan oraz zestawow LightSNiP. Liczba komorek
wykazujacych ekspresje powierzchniowa bialek HLA-E, CD94, NKG2A, NKG2C, NKG2D
oszacowana zostala za pomoca cytofluorymetrii przeptywowej u 34 chorych na RZS 1 24

0s6b stanowiacych grupe kontrolna.

Ekspresja powierzchniowa NKG2A, NKG2C, NKG2D analizowana byta na limfocytach
T (CD3+CD56-) obejmujacych subpopulacje CD8+, CD4+, CD28+, y61+, y062+ oraz na
komoérkach NK (CD3-CD56+) 1 NKT (CD3+CD56+). Badanie ekspresji powierzchniowej
HLA-E przeprowadzone zostalo na limfocytach T (CD3+CD4+), B (CD19+) oraz
monocytach (CD14+).



Zaobserwowano zalezno$é¢ miedzy polimorfizmem HLA-E rs1264457 a podatno$cia na
zachorowanie na RZS w grupie kobiet. Czesto$¢ wystepowania genotypu
HLA-E*01:01/01:01 byta istotnie nizsza wérdd pacjentek w poréwnaniu do zdrowych kobiet
(» = 0,031). Obecno$¢ genotypu HLA-E*01:01/01:01 zwiazana byla réwniez z dobra
odpowiedzia na leczenie inhibitorami TNF-a po uptywie 12 tygodni od rozpoczecia terapii,
podczas gdy nosicielki pozostalych genotypéw nie uzyskaly zadowalajacej odpowiedzi na
leczenie (p = 0,014). Z kolei pacjentki posiadajace homozygotyczny genotypu
HLA-E*01:03/01:03 charakteryzowaly sie gorsza odpowiedzia na leczenie w poréwnaniu do
chorych posiadajacych genotyp HLA-E*01:01/01:01 (p = 0,021). Zaobserwowano réwniez
zwigzek miedzy polimorfizmem HLA-E rs1059510 a skutecznoscia zastosowanej terapii po
12 tygodniach leczenia w obrebie calej badanej grupy chorych. Zadowalajacy efekt
terapeutyczny wystepowal istotnie czeSciej wérdd pacjentéw bedacych homozygotami

HLA-E*01:03:01/01:03:01 w poréwnaniu do nosicieli pozostatych genotypéw (p = 0,009).

Wykazano réwniez zwiazek miedzy polimorfizmem CD94 rs2302489 a predyspozycja, do
zachorowania na RZS. Wérdéd chorych zaobserwowano rzadsze wystepowanie genotypu
CD94 rs2302489 AA niz u os6b zdrowych stanowiacych grupe kontrolna (p = 0,016).
Obecnos¢ homozygotycznego genotypu CD94 rs2302489 AA korelowata rowniez z brakiem
przeciwcial anty-CCP u pacjentéw (p = 0,001). Ponadto pacjenci, u ktérych nie wykryto
przeciwcial anty-CCP czesciej byli nosicielami allelu CD94 rs2302489 A (p = 0,0005).
Ponadto zaobserwowano czestsze wystepowanie genotypu CD94 rs2302489 TT wérdd
pacjentéw, u ktérych leczenie nie przynioslo zadowalajacego efektu terapeutycznego

(p = 0,017).

Spoérdd trzech badanych polimorfizméw w genie NKG2A zaobserwowano zalezno$¢ miedzy
wariantem polimorficznym rs7301582 a skutecznoécia terapii anty-TNF-a. Wsrod chorych,
u ktérych nie uzyskano wystarczajacej odpowiedzi na leczenie zaobserwowano czestsze
wystepowanie genotypu NKG2A rs7301582 CC w poréwnaniu do pozostatych genotypdw
(p = 0,035). Z kolei dobra odpowiedzia na terapie czesciej charakteryzowali sie chorzy
posiadajacy allel NKG2A rs7301582 T (p = 0,019). Nie wykazano natomiast zwigzku
miedzy polimorfizmem NKG2A rs2734414 1 rs2734440 a podatnoscia na zachorowanie na
RZS oraz skutecznoécig terapii anty-TNF-a.

W obrebie genu NKG2D przebadano trzy miejsca polimorficzne: NKG2D rs2255336,
rs1049174 oraz rs1154831. Zaobserwowano réznice w rozkladzie genotypéw oraz alleli

NKG2D rs2255336 wérod chorych na RZS w odniesieniu do skutecznosci terapii blokerami



TNF-a po 12 tygodniach. Pacjenci posiadajacy homozygotyczny genotyp NKG2D rs2255336
GG charakteryzowali sie niedostateczna odpowiedzig na leczenie w poréwnaniu do
nosicieli pozostalych genotypéow (p =0,003). Ponadto allel NKG2D rs2255336 G
wystepowat istotnie czesciej wérdd chorych, u ktérych zastosowane leczenie nie przyniosto
zadowalajacego efektu terapeutycznego (p = 0,002). Z kolei obecnoéé heterozygotycznego
genotypu NKG2D rs2255336 AG u chorych zwiazana byla z dobra odpowiedzia kliniczna
w odniesieniu do pozostatych genotypéw (p = 0,010).

Wykazano réwniez zwiazek miedzy skutecznoécia leczenia inhibitorami TNF-a
a polimorfizmem NKG2D rs1049174. Brak adekwatnej odpowiedzi po 12 tygodniach
terapii byl czeéciej obserwowany wsrod nosicieli allelu NKG2D rs1049174 C (p = 0,031).
7Z kolei analiza rozktadu genotypow wykazala, ze obecnos$¢ genotypu NKG2D rs1049174 CC
u pacjentow zwiekszala ryzyko niepowodzenia leczenia, podczas gdy genotyp GG lub CG
zwiazany byl z uzyskaniem zadowalajacego efektu terapeutycznego (p = 0,004). Z kolei
wystepowanie heterozygotycznego genotypu NKG2D rs1049174CG w odniesieniu do
uktadu homozygotycznego CC oraz GG korelowalo z dobra odpowiedzia kliniczng na
leczenie (p = 0,002). Ponadto zaobserwowano istotnie czestsze wystepowanie genotypu

NKG2D rs1049174 CG wérdd chorych w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p = 0,005).

W badaniach przeprowadzonych metoda cytometrii przeplywowej zaobserwowano istotne
statystycznie réznice miedzy grupa chorych na RZS a grupa kontrolna w odniesieniu do
ekspresji receptoréw z rodziny CD94/NKG2. Zaobserwowano istotnie wyzszy odsetek
komoérek NK charakteryzujacych sie ekspresja czasteczki CD94 u chorych na RZS
w odniesieniu do grupy kontrolnej (p = 0,0350). Natomiast proporcja limfocytéw T
CD3+CD94+ u pacjentow byta znamiennie nizsza niz w grupie kontrolnej (p = 0,0021).
7 kolei odsetek komoérek T oraz NKT ekspresjonujacych receptor NKG2A oraz NKG2C byt
istotnie nizszy u chorych niz w grupie obejmujacej osoby zdrowe. (T: p = 0,0159 oraz

p =0,0030; NKT: p =0,0386 oraz p = 0,0433).

Ponadto u chorych na RZS zaobserwowano znamiennie wyzszy odsetek komérek NK, T
oraz NKT wykazujacych ekspresje receptora NKG2D w poréwnaniu do grupy kontrolnej
(NK: p =0,0207; T: p = 0,0386; NKT: p = 0,0034). W obrebie subpopulacji limfocytéw T
CD3+CD8+ oraz T CD3+CD8+CD28+ odnotowano takze istotnie wyzsza proporcje
komoérek ekspresjonujacych receptor NKG2D u chorych na RZS w odniesieniu do oséb
zdrowych (p = 0,0386 oraz p = 0,0449).



Nie stwierdzono istotnych réznic w licznosci subpopulacji T CD3+CD4+CD28+ oraz T
CD3+CD4+CD28- miedzy badanymi grupami. Natomiast u chorych na RZS odnotowano
istotnie wyzszy odsetek limfocytéw T CD3+CD8+CD28- niz u oséb zdrowych (p = 0,0012).
Ponadto w obrebie subpopulacji T CD3+CD8+CD28- zaobserwowano wyzszy odsetek
komoérek wykazujacych ekspresje receptora NKG2D niz w grupie kontrolnej (p = 0,0212).

Zaobserwowano rowniez istotnie obnizony odsetek komérek T y62 u pacjentéw z RZS
w odniesieniu do grupy kontrolnej (p = 0,0028). Ponadto u chorych na RZS wykazano
znamiennie wyzszy odsetek komorek pozytywnych pod wzgledem receptora NKG2D
w obrebie subpopulacji T y61 oraz T y62 (p = 0,0296 oraz p = 0,0183).

Uzyskane w niniejszej pracy rezultaty wskazuja na potencjalna role receptoréw z rodziny
CD94/NKG2 oraz czasteczki HLA-E w rozwoju RZS oraz warunkowaniu odpowiedzi na

terapie z zastosowaniem inhibitoréw TNF-a.



