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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

AID — Activation-induced Cytidine Deaminase

AP-1 — Czynnik transkrypcyjny (Activation Protein 1)

APC — Allofikocyjanina

APC — Komoérka prezentujaca antygen (Antygen Presenting Cell)

APRIL — A Proliferation Inducing Ligand

BAFF — B-cell activating factor of the TNF family

BAFF-R — B-cell activating factor of the TNF family receptor

BCMA — B-cell Maturation Antigen

BCR — Receptor limfocytéw B (B-cell receptor)

CAML - Calcium-modulating cyclophilin ligand

CD — Antygen réznicowania (Cluster of Differentiation)

CR - Complement receptor

CRDs — Domeny biatka bogate w cysteine (Cysteine-rich domains)

CSR — Zmiana klas syntezowanych przeciwcial (Class-switch Recombination)
CVID — Pospolity zmienny niedobér odpornosci (Common variable immunodeficiency)
ddNTP — Didezoksyrybonukleotydy

dNTP — mieszanina dezoksyrybonukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
EDTA - Kwas etylenodiaminotetraoctowy (kwas wersenowy)

FCS - plodowa surowica cieleca (foetal calf serum)

FDC — komérki dendrytyczne grudek chlonnych (follicular dendritic cells)
FITC - Izotiocyjanian fluoresceiny

FSC — Forward Scatter

GATA3 — Trans-acting T-cell-specific transcription factor

GC — Osrodki réznicowania grudek chtonnych

GT — “sterylne” transkrypty (germline transcripts)

HET - Analiza hetero-duplekséw (Heteroduplex analysis)

HLA — Antygeny ludzkich leukocytéw (Human Leukocyte Antigens)
ICOS — Czasteczka ko-stymulujaca (Inducible co-stimulator)

IL — Interleukina

INF — Interferon

JNK — N-konicowa kinaza c-Jun (c-Jun NH2-terminal kinase)

LPS — Lipopolisacharyd (sktadnik $cian drobnoustrojéw gram-ujemnych)
mAbs — Przeciwciala monoklonalne (monoclonal antibodies)

MFTI - Srednia intensywnosé fluorescencji (median of fluorescence intensity)



MHC — Gléwny uktad zgodnosci tkankowej (Major Histocompatibility Complex)

MZ — Limfocyty B strefy brzeznej (marginal zone B cells)

NF-AT — Czynnik jadrowy w pobudzonych limfocytach T (Nuclear Factor of Activated T
Cells)

NF-kB — Jadrowy czynnik transkrypcyjny NFxB (ang. Nuclear Factor xB)

PBL — Limfocyty krwi obwodowej (peripheral blood lymphocytes)

PBMCs — Komérki jednojadrzaste krwi obwodowej (peripheral blood mononuclear cells)
PBS — Bufor fosforanowy (phosphate buffer saline)

PCR — Lancuchowa reakcja polimerazy (Polimerase Chain Reaction)

PE — Fikoerytryna

PE-Cy5 — R-fikoerytryna zwiazana kowalencyjnie z cyjaninem (cyanin R-phycoerythrin)
PHA - Fitohemaglutynina

PIDs — Pierwotne niedobory odpornosci (primary immunodeficiency diseases)

RPMI 1640 — Podloze hodowlane

SHMs — Somatyczne hipermutacje (somatic hypermutations)

SIgAD - Izolowany niedobér IgA (Selective IgA Deficiency)

SSC — Side Scatter

STAT — Transduktory sygnatu i aktywatory transkrypcji (Signal Transducers and Activators
of Transcription)

TACI — Transmembrane activator and calcium-modulator and cyclophilin ligand interactor
TAE — Bufor do elektroforezy w zelu agarozowym

TCR — Receptor limfocytéw T (T-cell receptor)

TGF — Transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor)

Th — Pomocnicze limfocyty T (T helper)

THI — Przejsciowa hipogammaglobulinemia wieku dziecigcego (transient hypogammaglobuli-
nemia of infancy)

TLR — Toll-like receptor

TNF — Czynnik martwicy nowotworu (Tumor necrosis factor)

TNFRSF — Nadrodzina receptoréw dla TNF (TNF receptor superfamily)

TNFRSF13B — gen kodujacy receptor TACI

TRAF — TNF receptor—associated factor

V(D)J — Kompleks genéw kodujacych czesci zmienne tancuchéw ciezkich i lekkich immuno-

globulin (V — variable, D — diversity, J — joining)



STRESZCZENIE

Pospolity zmienny niedobér odpornosci (CVID), selektywny niedobdr IgA (SIgAD) i przej-
Sciowa hipogammaglobulinemia u dzieci (THI) to niedobory odpornosci humoralnej charak-
teryzujace si¢ zaburzona produkcja przeciwcial pomimo obecnosci limfocytéw B. Obserwacje
prospektywne i parokrotne badania poziomoéw limfocytéw B pamieci i ich subpopulacji u
dzieci z hipogammaglobulinemia o niejasnej etiologii pozwolily na stwierdzenie, ze utrzymu-
jacy sie w kolejnych badaniach niski poziom tych komérek przemawia za CVID, a ich wzrost
za THI, co sugeruje przydatno$é¢ tych badan w réznicowaniu THI i CVID u dzieci ponizej 5
roku zycia. U dzieci z SIgAD wykazano pewne odchylenia w zakresie subpopulacji limfocytéw
B pamieci, czesciowo zblizone do obserwowanych u dzieci z CVID, co stanowi kolejny dowod
taczacy CVID i SIgAD. Wyniki uzyskane w badaniach nad ekspresja receptoréw cytokinowych
wykazaly, ze wyzsza ekspresja IL-12R w grupie dzieci z CVID w poréwnaniu do THI moze by¢
przydatna w réznicowaniu THI i CVID. Znaczenie wykrytych mutacji w genie TNFRSF13B u
dzieci z SIgAD i THI, wymaga obserwacji, czy obecnosé¢ mutacji predysponuje do rozwiniecia
CVID w pézniejszym wieku, jednak wyniki tych badan sugeruja, ze oznaczanie mutacji w
genie TNFRSF13B u dzieci z hipogammaglobulinemia o niejasnej etiologii ma ograniczone

znaczenie w diagnostyce i réznicowaniu réznych form hipogammaglobulinemii u dzieci.



ABSTRACT

Common variable immunodeficiency (CVID), selective IgA deficiency (SIgAD) and transient
hypogammaglobulinemia of infancy (THI) are humoral immunodeficiencies characterized by
the presence of peripheral B cells. Prospective observation and follow-up studies on memory
B-cell subsets in children with hypogammaglobulinemia of unknown etiology revealed that
the persistence of low levels of these cells in some children may suggest the CVID diagnosis,
but not THI. Hence, determination of memory B-cell subsets might be useful in differential
diagnosis of THI and CVID, especially in children younger than 5 years. In SIgAD children
it was revealed some shifts in memory B-cell compartment, similar to those observed in
CVID children, suggesting additional evidence of a linkage between these entities. Studies on
cytokine receptors expression on T-cell subsets revealed that high level of IL-12R expression
in CVID children, but not in THI and control group, might be helpful in differential diagnosis
of these diseases. The clinical relevance of mutations found in TNFRSF13B gene in children
with SIgAD and THI needs to be assessed, whether those mutations predispose to CVID
development in later life. Yet, the results of genetic studies on TNFRSF13B gene suggest
that determination of mutations in this gene is of limited use in diagnosis and differentiating

different types of hypogammaglobulinemia in children.
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1 WSTEP

1.1 PIERWOTNE NIEDOBORY ODPORNOSCI

Pierwotne niedobory odpornoéci (primary immunodeficiency diseases — PIDs), biorac pod
uwage wszystkie ich rodzaje, wystepuja z czestoscia okoto 1 na 10,000 [134, 163]. Manifestuja
sie ciezkimi, nawracajacymi zakazeniami, a takze zwigkszong czestosciag wystepowania scho-
rzen autoimmunizacyjnych, alergicznych i nowotworowych z powodu zaburzen mechanizméw
immunologicznych.

Najczestszymi postaciami PIDs sa zaburzenia dotyczace produkcji przeciwcial. Wyste-
puja one zaréwno u dzieci jak i u dorostych. Wiele z nich jest uwarunkowana genetycznie i
znana jest lokalizacja nieprawidtowych genéw. W innych, zidentyfikowano jedynie dysfunkcje
réznych komérek uktadu immunologicznego, aczkolwiek ciagle nie poznano patomechanizmu
tych schorzen. Pierwotne niedobory odpornosci humoralnej charakteryzuja sie obnizonym po-
ziomem immunoglobulin w surowicy krwi, co moze by¢ spowodowane brakiem limfocytéw
B we krwi obwodowej, badz tez wynikiem uposledzonej funkcji tych komérek. U wiekszosci
pacjentéw, u ktorych limfocyty B obecne sa we krwi obwodowej, patogeneza niedoboru wciaz
jest nieznana. Brak jasnych kryteriéw diagnostycznych powoduje, ze ich rozpoznanie czesto

opiera sie na wykluczeniu innych, dobrze zdefiniowanych form niedoboréw przeciwcial.

1.2 NIEDOBORY ODPORNOSCI Z PRZEWAGA ZABURZEN W PRO-
DUKCJI PRZECIWCIAL I OBECNOSCIA KRAZACYCH LIMFO-
CYTOW B

Do niedoboréw odpornosci charakteryzujacych sie uposledzong synteza immunoglobulin oraz
obecnymi krazacymi limfocytami B nalezy pospolity zmienny niedobér odpornosci (common
variable immunodeficiency — CVID), selektywny niedobdr IgA (selective IgA deficiency —
SIgAD), oraz przejSciowa hipogammaglobulinemia wieku dziecigcego (transient hypogamma-

globulinemia of infancy — THI).

1.2.1 Pospolity zmienny niedobér odpornosci — CVID

Pospolity zmienny niedobér odpornosci (CVID) jest stosunkowo czestym pierwotnym niedo-
borem odpornosci humoralnej. Wystepuje u rasy kaukaskiej z czestoscig okoto 1:25000 za-
réwno u kobiet jak i u mezczyzn [53, 61]. CVID cechuje sktonno$é do nawracajacych zakazen
bakteryjnych, schorzen autoimmunizacyjnych (okoto 20% przypadkéw) oraz limfoproliferacji
ze splenomegalia (okoto % chorych) [156]. Czesto obserwuje sie matoplytkowos$é, niedokrwi-

sto$¢ hemolityczna i/lub neutropenie. Ponadto, w zespole tym obserwuje si¢ zwigkszone ryzyko
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wystapienia chloniakéw [31] i zwiekszona zapadalno$é na nowotwory przewodu pokarmowego
[75, 149]. U wigkszosci chorych z CVID stwierdza sie prawidlowy lub nieznacznie obnizony
poziom limfocytéw B w krwi obwodowej [117]. Niski poziom limfocytéw B, stwierdzany u
nieznacznej czesci chorych, wiaze sie z agresywnym przebiegiem choroby i gorszym roko-
waniem [32]. Podstawa tzw prawdopodobnej lub mozliwej diagnozy CVID jest stwierdzenie
obnizonego poziomu immunoglobulin w surowicy ponizej 2SD dla normy wiekowej (IgG oraz
IgA lub jednego z gléwnych izotypéw IgG, IgA i IgM), uposledzonej produkeji specyficznych

przeciwcial po szczepieniach oraz wykluczenie innych przyczyn niedoboru przeciwcial [29].

Choroba najczesciej ujawnia sie w drugiej lub trzeciej dekadzie zycia, ale jako pierwszy
szczyt zachorowan podaje sie ostatnio miedzy 5 a 10 rokiem zycia. Czestosé zachorowan mie-
dzy 1 a 5 rokiem zycia jest przedmiotem wielu kontrowersji (niektérzy wlasnie ten przedzial
wiekowy podaja za pierwszy szczyt czestosci) z uwagi na trudnosci z réznicowaniem innych

form hipogammaglobulinemii wystepujacych w tym wieku.

Patomechanizm CVID pozostaje wciaz niejasny, pomimo, ze zesp6él ten zostal po raz
pierwszy opisany w 1953 roku i poswiecono mu wiele badan. Opisywano zmiany wielu réz-
nych parametréw immunologicznych, jednak zdecydowana wigkszo$¢ doniesien dotyczy CVID
u dorostych. Wykazano miedzy innymi zaburzenia funkcjonalne i/lub immunofenotypowe lim-
focytow T, limfocytéw B oraz/lub komorek prezentujacych antygen (APC) [117]. U cze-
Sci pacjentow z CVID stwierdzono zmniejszona liczbe komorek dendrytycznych, zaburze-
nia w ich dojrzewaniu oraz wydzielaniu cytokin [6, 33, 117, 125]. Stwierdzono réwniez nie-
prawidtows sekrecje cytokin uczestniczacych w dojrzewaniu i aktywacji limfocytéw T i B
[45, 48, 64, 65, 78, 80, 103]. Wykazano zmniejszona ekspresje CD40-ligandu i L-selektyny
na limfocytach T [42, 102, 111], zmiany ekspresji czasteczki CD40 na monocytach [81] czy
zmniejszona ekspresje CD70 i CD86 na limfocytach B [35, 57]. Jednak najczestszym defektem
opisywanym w CVID jest zaburzenie koncowego réznicowania limfocytéw B po kontakcie z
antygenem [117]. Analiza fenotypowa limfocytéw krwi obwodowej wykazala znaczna redukcje
limfocytéw B pamieci (CD19% /CD277") oraz ich subpopulacji tzw “class-switched” limfocy-
tow B (CD19"/CD277% /IgD~ /IgM ™) [11]. Badania histologiczne wykazaly zmniejszona liczbe
komérek plazmatycznych w obwodowych narzadach limfatycznych [137].

U czedci pacjentéw z CVID wykryto mutacje gendéw kodujacych czasteczki uczestniczace w
przekazywaniu sygnaléw w limfocycie B, w dojrzewaniu limfocytéw B czy czasteczek uczest-
niczacych w przekazywaniu sygnatu do syntezy przeciwcial tj; CD19, BAFF-R (B cell activa-
ting factor receptor), ICOS (inducible costimulatory molecule) i TACI (Transmembrane acti-
vator and calcium-modulating cyclophilin-ligand (CAML) interactor). Najczesciej stwierdza

sie mutacje genu kodujacego TACI (okoto 10-15% pacjentéw). Rzadziej opisywana mutacja,
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stwierdzana w genie kodujacym czasteczke ICOS, wystepuje endemicznie. Mutacje tego genu

stwierdzono jedynie u kilku chorych pochodzacych ze spokrewnionych rodzin [119].

1.2.2 Selektywny niedobér IgA — SIgAD

Selektywny niedobér IgA (Selective IgA Deficiency - SIgAD) jest najczestszym pierwotnym
niedoborem odpornosci humoralnej (1 na 300 do 700 oséb). W niedobrze tym, poza sktonno-
$cia do nawracajacych zakazen bakteryjnych, stwierdza sie rowniez zwigkszona zapadalnosé
na schorzenia autoimmunizacyjne oraz na schorzenia alergiczne, jednak u wiekszosci 0s6b
niedob6r IgA moze przebiegaé¢ bezobjawowo [79]. We krwi obwodowej stwierdza si¢ prawi-
dlowy poziom limfocytéw B i T. Podstaws definitywnej diagnozy SIgAD jest stwierdzenie
braku (<0,05 g/L) lub obnizenia (2SD ponizej normy wiekowej) IgA w surowicy, przy prawi-
dlowym poziomie pozostalych immunoglobulin oraz wykluczenie innych przyczyn niedoboru
przeciwcial [29]. Produkcja specyficznych przeciwcial po szczepieniach jest prawidlowa.

Stwierdzono rodzinne wystepowanie SIgAD i CVID u 20-25% chorych [61, 84, 144] oraz
przypadki przechodzenia niedoboru IgA w CVID [61], oraz, znacznie rzadziej, przechodzenie
CVID w SIgAD [41], co sugeruje zwiazek miedzy tymi dwoma niedoborami.

Patomechanizm upo$ledzonej produkcji IgA pozostaje wciaz niejasny. Wskazywano rézne
mechanizmy mogace prowadzi¢ do SIgAD, takie jak nieprawidtowa funkcja limfocytéw T po-
mocniczych (Th), defekt limfocytéw B [87] czy zmniejszona ekspresja czasteczki CD40 na
monocytach [81]. Wydaje sie, ze niedostateczna produkcja IgA w SIgAD oraz uposledzona
synteza innych klas immunoglobulin w CVID, jest przede wszystkim wynikiem defektu kon-
cowego réznicowania limfocytéw B [26]. Przypuszcza sie, ze zaburzenie powstaje na etapie
zmiany izotypu syntezowanych przeciwcial (CSR — class switch recombination), ktéry zacho-
dzi po aktywacji spoczynkowego limfocytu B.

W SIgAD nie ustalono dotad molekularnych przyczyn uposledzonej produkeji IgA [26],
jednak wydaje sie, iz defekt w produkecji IgA u pacjentéw z SIgAD wynika raczej z defektu
zmiany klas syntezowanych przeciwcial lub zaburzen ekspresji genéw dla tancuchéw ciezkich
IgA, niz z defektu samych genéw dla tancuchéw ciezkich Ca [61]. U nielicznych pacjentéw opi-
sano defekty molekularne genu kodujacego receptor TACI, co dodatkowo potwierdza zwiazek
SIgAD oraz CVID.

1.2.3 PrzejSciowa hipogammaglobulinemia wieku dzieciecego — THI

Rzeczywista czesto$¢ wystepowanie przejéciowej hipogammaglobulinemii dzieci (transient hy-
pogammaglobulinemia of infancy — THI) jest ciagle przedmiotem kontrowersji, ze wzgledu na

rozbiezne dane pochodzace z réznych osrodkéw [39, 59, 63, 140, 146]. THI charakteryzuje sie
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opdznieniem w rozpoczeciu syntezy IgG poza okres fizjologicznej hipogammaglobulinemii [94],
a nastepnie samoistna normalizacjg poziomu immunoglobulin miedzy drugim a pigtym rokiem
zycia [18]. THI moze przebiegaé bezobjawowo, lecz pelnoobjawowa postaé¢ moze by¢ klinicznie
podobna do CVID. Podobne réwniez moga by¢ laboratoryjne parametry immunologiczne w
obu schorzeniach. Problemem zwigzanym z tymi niedoborami jest brak jasno sprecyzowanych
kryteriéw diagnostycznych dla THI [159]. Opisuje sie, ze u dzieci z THI poziom IgG w surowicy
jest obnizony ponizej 2SD dla normy wiekowej, poziom IgA jest obnizony u 80% pacjentéw,
a poziom IgM jest zazwyczaj prawidtowy. Uwaza sie, ze produkcja specyficznych przeciwciat
po szczepieniach jest prawidlowa. Diagnoza moze by¢ postawiona jedynie retrospektywnie,
po stwierdzeniu normalizacji poziomu immunoglobulin.

Przyczyny opo6znionej syntezy immunoglobulin w THI pozostaja nieznane, pomimo ze
zespél ten opisano po raz pierwszy w 1956 [146]. Postulowano nieprawidlowa funkcje limfo-
cytéw T pomocniczych, przy zachowanej funkcji limfocytéw B [129]. Opisano réwniez istotne
zaburzenia w produkcji cytokin. Stwierdzono preferencyjne generowanie komérek produku-
jacych cytokiny charakterystyczne dla odpowiedzi typu Thl (wzgledem Th2), co skutkuje
zahamowaniem syntezy IgG i IgA przez limfocyty B. Opisano, ze normalizacji pozioméw IgG
towarzyszy spadek produkeji tych cytokin. [78, 80].

Zadne defekty genetyczne nie zostaly jak dotad opisane u pacjentéw z THI.

1.2.4 Diagnostyka réznicowa niedoboréw odpornosci humoralnej z krazacymi

limfocytami B

U okoto dwdéch trzecich oséb z SIgAD i czeéci dzieci z THI nie obserwuje si¢ objawéw klinicz-
nych. Jednak petnoobjawowe formy obu tych niedoboréw moga mieé¢ podobny obraz kliniczny
jak CVID. Dodatkowo, wszystkie te niedobory moze cechowaé¢ podobny typ odchylen parame-
tréw immunologicznych, w zwigzku z czym diagnostyka réznicowa oraz interpretacja kryteriow
diagnostycznych tych zespoléw chorobowych moze by¢ niezwykle trudna, zwlaszcza u dzieci
ponizej 5 roku zycia. Na przyktad, kryterium uposledzonej produkcji specyficznych przeciw-
cial po szczepieniach kwestionuje sie ostatnio jako kryterium diagnostyczne réznicujace CVID
i THI. Udowodniono bowiem, ze czes¢ pacjentéw z CVID wykazuje prawidlowsa odpowiedz
na szczepienia - zatem prawidlowa odpowiedZ nie wyklucza rozpoznania CVID [54, 120], z
drugiej strony uposledzona produkcja specyficznych przeciwcial nie wyklucza rozpoznania
przejsciowej hipogammaglobulinemii, poniewaz wykazano, ze cze$¢ dzieci z THI odpowiada
na szczepienia w stopniu niewystarczajacym [38, 155]. Ponadto, u dzieci z THI poziom IgG
zwykle normalizuje sie wezeéniej niz IgA, dlatego u czeéci dzieci z THI mozna obserwowaé
utrzymujace sie niskie poziomy IgA przy prawidlowych poziomach pozostalych typow immu-

noglobulin [94], co moze sugerowaé izolowany niedob6r IgA. W praktyce, w wielu przypadkach
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prawidlowe rozpoznanie mozliwe jest dopiero retrospektywnie po dlugotrwalej obserwacji w
oparciu o zmiany poziomu immunoglobulin. THI jest rozpoznawana po stwierdzeniu normali-
zacji poziomu immunoglobulin. Utrzymywane sie niskich pozioméw immunoglobulin powyzej
4-5 roku zycia przemawia za rozpoznaniem CVID. Dodatkowym problemem jest brak kryte-
riow, ktére umozliwityby wskazanie pacjentéw z SIgAD, u ktérych ryzyko przejscia selektyw-
nego niedoboru IgA w posta¢ CVID jest zwickszone.

Woezesna prawidtowa diagnoza ma istotne znaczenie dla wyboru leczenia — CVID wymaga
terapii substytucyjnej dozylnymi preparatami immunoglobulin, podczas gdy pacjenci z THI i
SIgAD leczeni sa jedynie objawowo. Wedlug danych z Wielkiej Brytanii, op6Znienie w rozpo-
znaniu CVID wynosi okoto 3 lat u dzieci [53], a u dorostych okoto 6 lat. W Polsce opéZnienie
to jest prawdopodobnie jeszcze wicksze. W wyniku braku prawidlowej diagnozy pacjenci z
CVID sa od kilku do nawet kilkunastu lat leczeni jedynie objawowo, bez zadowalajacych
efektow. Brak wiadciwego rozpoznania i w konsekwencji niepodjecie odpowiedniego leczenia
u pacjentéw z CVID moze by¢ przyczyna ciezkich, zagrazajacych zyciu zakazen, nieodwracal-

nych zmian narzadowych, a nawet inwalidztwa.

1.3 PRODUKCJA PRZECIWCIAL - KOMORKI ODPOWIEDZIALNE,
MECHANIZM ORAZ REGULACJA

Odpornos$é humoralna opiera si¢ gtéwnie na obecnych we krwi, limfie, ptynach tkankowych
i wydzielinach $luzowo-surowiczych przeciwcialach, produkowanych przez limfocyty B i ko-
morki plazmatyczne. Przeciwciata, poza postacia rozpuszczalna, wystepuja réowniez jako re-
ceptory immunoglobulinowe w blonie limfocytéw (B-cell receptor — BCR). Ze wzgledu na
nieograniczona liczbe antygenéw z ktérymi organizm moze sie zetknaé, limfocyty B maja
potencjal by wytwarzaé ok. 10'1 przeciwcial o réznej swoistosci antygenowej [55]. Jest to
mozliwe dzieki szczegdlnej strukturze genéw kodujacych immunoglobuliny oraz procesom ich
rekombinacji. Geny te po raz pierwszy sa rekombinowane podczas dojrzewania limfocytéw
B w szpiku kostnym, a po opuszczeniu szpiku przez dojrzate limfocyty B, do ponownej re-
aranzacji tych genéw dochodzi po kontakcie z antygenem. Wéwczas réznorodnosé przeciwciat
jest zwiekszana dzieki somatycznym hipermutacjom (somatic hypermutations — SHMs) za-
chodzacym w rekombinowanym genie. Dzieki nim dochodzi do dojrzewania powinowactwa
przeciwcial do antygenu — powstajace w efekcie receptory BCR precyzyjniej rozpoznaja anty-
geny, co umozliwia skuteczniejsza eliminacje patogenu. Nastepnie moze dojs¢ do przelaczenia
klas syntezowanych przeciwcial (Class-switch recombination — CSR), czyli do zmiany izotypu
wytwarzanych przez limfocyty B przeciwcial bez zmiany ich swoistosci antygenowej. CSR
odbywa sie gléwnie w osrodkach réznicowania (germinal centers — GC) grudek chlonnych,

w wyniku kooperacji z limfocytami T i dzigki odpowiednim cytokinom. W trakcie przebiegu
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odpowiedzi immunologicznej limfocyty B réznicuja si¢ w komoérki intensywnie wytwarzajace
i uwalniajace przeciwciata. Poszczegdlne subpopulacje limfocytéow B, w zaleznosci od stopnia

zroznicowania produkuja rézne klasy przeciwcial.

1.3.1 Subpopulacje krazacych limfocytéw B

Krazace limfocyty B wykazuja znaczna heterogennosé w zakresie funkcji oraz ekspresji po-
wierzchniowych determinant. Najnowsza literatura wyréznia 6 odrebnych subpopulacji kra-
zacych limfocytéw B. Podzial ten uwzglednia odmienng funkcje i réznicowanie sie komérek
zaleznie badz niezaleznie od limfocytow T w centralnych i obwodowych narzadach limfatycz-

nych. Na cala populacje limfocytéw B krwi obwodowej sktadaja sie nastepujace subpopulacje:
1. dojrzale, dziewicze limfocyty B (mature-naive) CD19%/CD27~ /IgD " /IgM ™,

2. krazace limfocyty B strefy brzeznej (MZ — marginal zone B cells)
CD19%/CD27" /IgD* /IgM™*; norma 7.2-30.8%,

3. limfocyty B pamieci po przelaczeniu klas (class-switched memory B cells)
CD19"/CD27" /IgD~ /IgM~; norma 6.5-29.2%,

4. limfocyty B CD19%/CD21°% /CD38!°%; norma 1.1-6.9%,

5. przejéciowe limfocyty B (transitional B cells) CD19% /CD3ghigh /ghhish.
norma 0.6-3.5%,

6. tzw: “class-switched plasmablasts” CD19%/CD38" "+ /IgM~; norma 0.4-3.6% [151].

Zakresy wartoéci referencyjnych sa podane jako odsetek catej populacji limfocytéw B i
dotycza oséb dorostych, a wartosci te [151].

Dziewicze limfocyty B (CD19"/CD27~ /IgD™ /IgM™) rozpoznaja antygeny i ulega akty-
wacji w grudkach limfatycznych. W grudkach, antygeny sa prezentowane limfocytom B przez
komérki dendrytyczne grudek (follicular dendritic cells — FDC). Do dalszych podzialéw tych
komoérek i przetaczania klas produkowanych przeciwcial niezbedne sa sygnaly wspomaga-
jace, dostarczane przez rozpoznajace ten sam antygen pomocnicze limfocyty T (T helper —
Th). Najwazniejsza role pelnia pary czasteczek: CD40 na limfocycie B i jej ligand (CD40L)
na limfocycie T oraz CD80/86 na limfocycie B i CD28 na limfocycie T [66, 96]. Limfocyty
T wspomagaja odpowiedZ humoralna takze poprzez produkcje odpowiednich cytokiny [14].
Po aktywacji limfocyty B réznicuja sie w krotko zyjace komérki plazmatyczne wytwarzajace
gltéwnie IgM, badz dziela sie, tworzac osrodki rozmnazania (germinal centers — GC) grudek
limfatycznych. W oérodkach rozmnazania geny kodujace immunoglobuliny ulegaja czestym hi-

permutacjom somatycznym (somatic hypermutations — SHMs) i dodatkowym rearanzacjom
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(tzw. redagowanie receptoréw) [37] oraz przechodza rekombinacje umozliwiajaca wytwarza-
nie przeciwcial roznych klas (Class switch recombination — CSR) co pozwala na przetaczanie
izotypu produkowanych przeciwcial z IgM i IgD na IgG, IgA lub IgE. Ostatecznie limfocyty
te réznicuja sie w komorki plazmatyczne lub “class-switched” limfocyty B pamieci o immuno-
fenotypie CD19"/CD277" /IgD~ /IgM ™, syntetyzujace przeciwciala klasy IgG, IgA lub IgE o
wysokim powinowactwie do antygenu Fig. 1 [46]. “Class-switched” limfocyty B pamieci immu-
nologicznej sa komérkami dlugo zyjacymi (nawet przez czas zycia osobniczego), kraza we krwi
i po ponownym rozpoznaniu antygenu ulegaja aktywacji, inicjujac szybka odpowiedz wtérna.
Ich prog aktywacji jest niski (wystarcza mala ilo$é antygenu) [37, 96, 160]. Po kolejnym kon-
takcie ze specyficznym antygenem “class-switched” limfocyty B pamieci moga réznicowacé sie

do tzw; “Class-switched plasmablasts” lub plazmocytéw Fig. 1 [136].

Druga populacje limfocytéw B pamigci (CD27) stanowia “IgM komérki B pamieci”
CD27TIgM*IgD™, zwane réwniez naturalnymi limfocytami B pamieci, poniewaz moga pro-
dukowaé przeciwciata naturalne. W ostatnim czasie wykazano, ze subpopulacja ta jest frakcja
limfocytéw B strefy brzeznej §ledziony (marginal zone — MZ) krazaca we krwi obwodowej
[82, 153]. Uwaza sie, ze komérki te uczestnicza w T-niezaleznej odpowiedzi przeciwko an-
tygenom np. polisacharydowym oraz we wstepnej obronie przeciw patogenom otoczkowym,
ktére dostaly sie do krwi [58, 92, 153, 162], produkuja gléwnie immunogloguliny typu IgM
o duzym powinowactwie. Wydaje sie, ze udzial “class-switched” limfocytow B pamieci we
wstepnej obronie przeciwko infekcjom bakteriami otoczkowymi jest niewielki [22, 82]. Ostat-
nie badania wskazuja, ze aktywacja krazacych MZ limfocytéw B, w odréznieniu od limfo-
cytow B aktywowanych w grudkach, jest niezalezna od bezposredniej pomocy limfocytéw
Th. Jednak wcigz nie jest jasne kiedy oraz gdzie dojrzewaja MZ limfocyty B. Najnowsze
badania wykazaly, ze komorki te powstaja z przejéciowych limfocytéw B (transitional B
cells CD19%/CD38hieh /TgMhieh) [19]. Przejéciowe limfocyty B, w odpowiedzi na stymula-
cje receptor6w TLR9 (Toll-like receptor 9), np. bakteryjnym DNA, przechodza SHMs genéw
immunoglobulinowych i dojrzewaja w kierunku MZ limfocytéw B. Jednak w poréwnaniu z
“class-switched” limfocytami B pamieci, MZ limfocyty B przechodza ograniczone somatyczne
hipermutacje (SHMs) [40, 76, 127, 153]. Ostatecznie r6znicuja sie one w komérki plazma-
tyczne wydzielajace IgM, oraz w niewielkim stopniu IgG [19]. Indukcja w MZ limfocytach B
somatycznych hipermutacji poprzez stymulacje receptoréw TLR9 (prowadzaca do produkcji
swoistych przeciwcial) jest nowo opisanym mechanizmem wskazujacym krzyzowanie sie¢ wro-
dzonej (TLR9) i nabytej odpornosci [19]. Ostatnio wykazano, ze w czasie dojrzewania MZ
limfocytow B, przed zapoczatkowaniem SHMs usuwane sg limfocyty produkujace autoreak-
tywne przeciwciala IgM (nowy, trzeci punkt kontrolny przeciw autoreaktywnym IgM) [141].

Uwaza sig, ze dojrzewanie MZ limfocytéw B jest zwiazane ze Sledziona [82]. Po drugim roku
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zycia rosnie liczebnosé tej populacji we krwi obwodowej, jak réwniez ro$nie czestosé soma-
tycznym hipermutacji w genach kodujacych ich receptory BCR, co wiaze si¢ z pojawieniem
struktur anatomicznych strefy brzeznej Sledziony oraz lepsza odpowiedzig humoralng prze-
ciwko antygenom T niezaleznym i antygenom polisacharydowym [153, 161]. U pacjentéw z
asplenig lub po splenektomii poziom przej$ciowych limfocytéw B w krazeniu jest wysoki, a
krazace MZ limfocyty B sa niewykrywalne [19, 139, 153]. T-niezalezne réznicowanie i wzbu-
dzanie SHMs w MZ limfocytach B potwierdza fakt, ze u pacjentéow, u ktorych stwierdza sie
mutacje CD40 lub CD40L, liczebnos¢ tej populacji komérkowej jak i czesto$¢ SHMs w jej re-
ceptorach BCR, jest prawidlowe [122]. U pacjentéw tych brak jest natomiast “class-switched”
limfocytéw B pamieci oraz nie ma GC w grudkach limfatycznych (w osrodkach rozmnazania
SHMs i CSR sa indukowane w drodze zaleznej od limfocytéw T) [154]. Powyzsze obserwacje
(rozwéj oraz indukcja SHMs w MZ limfocytach B niezalezne od limfocytéw T oraz udzial
mechanizméw odpowiedzi wrodzonej (TLR9) w ich réznicowaniu i dojrzewaniu) wskazuja, ze
MZ limfocyty B oraz klasyczne “class-switched” limfocyty B pamieci dojrzewaja na zupet-
nie innej drodze [122]. Uwaza sig, ze tylko “class-switched” limfocyty B pamieci reprezentuja
pule “prawdziwych” limfocytéw pamieci, jako ze, tylko te komérki pochodza z osrodkéw roz-
mnazania grudek limfatycznych [82]. Jednak istnieja prace kwestionujace odmiennosé tych
dwdéch populacji limfocytéw B pamieci. Prace te sugeruja inne wyjasnienie powstawania IgM
komoérek B pamieci — mianowicie, ze komorki te powstaja w GC grudek limfatycznych, jed-
nak we wczesnej fazie roznicowania sie tych struktur — wtedy limfocyty te moga przechodzié
SHMs, ale nie uczestniczg juz w dalszym réznicowaniu, czyli nie przechodza przetaczanie klas,
ktére zachodzi w péZniejszym etapie formulowania osrodkéw réznicowania [136] Fig. 1. Po-
wierzchniowa glikoproteina CD21 (complement receptor type 2 — CR2) jest receptorem dla
fragmentu C3d dopelniacza C3 [89]. Czasteczka ta, na powierzchni limfocytéw B, tworzy kom-
pleksy ko-stymulujace z CD19 i CD81, lub z CD35 (CR1), wzmacniajace sygnaly i obnizajace
prég czulodci sygnalowania z receptora BCR [28, 138]. CD21 jest niezbedna przy generacji
silnej odpowiedzi humoralnej na antygeny T-zalezne [89, 91], oraz odgrywa istotna role w
przezyciu limfocytow B zaréwno w pierwotnych grudkach, jak i w o$rodkach réznicowania
(GC) grudek [47, 21]. Brak ekspresji kompleksu CD21/CD35 na komoérkach dendrytycznych
grudek powoduje znaczny spadek zywotnosci limfocytéw B pamieci [114]. Glikoproteina ta w
okresie limfopoezy pojawia sie prawie rownoczesnie z powierzchniowsg IgD i jest obecna na
powierzchni wszystkich dojrzaltych limfocytach B, az do ich koficowego réznicowania [20]. Nie
jest do konca jasne w jakim stadium réznicowania sg obecne we krwi obwodowej limfocyty B
wykazujace niska ekspresje CD21 oraz wysoka ekspresjc CD19 (CD19%+/CD21°%). Moga to
by¢ niedojrzale limfocyty B, ktére jeszcze nie posiadaja ekspresji CD21 [142], lub limfocyty

B aktywowane w GC, na ktorych powierzchni wtérnie doszto do obnizenie ekspresji tej cza-
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steczki. Niska ekspresja CD21 na aktywowanych limfocytach B moze by¢ efektem ztuszczania
tego receptora badz efektem obnizenia jego ekspresji w wyniku bezposredniej aktywacji przez
C3d [138, 150]. Natomiast wzrost ekspresji CD19 by¢ moze jest wtérny do spadku ekspresji
CD21 [62, 150]. Jednak pewne dane wskazuja, ze regulacja ekspresji CD21 na limfocytach B
w warunkach fizjologicznych moze przebiega¢ zupelnie inaczej niz w warunkach zaburzonej
immunoregulacji [70], stad wzrost ilosci komérek o powyzszym immunofenotypie opisywany w
pewnych schorzeniach (tj autoimmunizacja, pierwotne i wtérne niedobory odpornosci) moze

by¢ spowodowany przez odmienne mechanizmy [8, 97, 98, 150].

1.3.2 Regulacja procesu przelagczania izotypu

W trakcie rozwoju osobniczego dojrzale, spoczynkowe limfocyty B, przed kontaktem z antyge-
nem, produkujg i uwalnia przeciwciata klasy IgM i IgD o niskim powinowactwie do antygenu,
o identycznej swoistosci. Po kontakcie ze swoistym antygenem dochodzi do rearanzacji genéw
immunoglobulinowych i dojrzewania powinowactwa przeciwcial do antygenu (SHMs), a na-
stepnie dochodzi do zmiany klas syntezowanych przeciwcial na IgG, IgA czy IgE (Class-switch
recombination — CSR). Klasa przeciwciala determinuje jego funkcje; miedzy innymi inaktywa-
cje toksyn, neutralizacje wiruséw [167] czy aktywacje odpowiednich komoérek uczestniczacych
w eliminacji kompleksu antygen-przeciwcialo (makrofagéw, komérek NK czy mastocytéw)
[132].

Produkcja przez limfocyt réznych klas i podklas immunoglobulin z zachowaniem tej samej
swoistosci antygenowej (tych samych cze$ci zmiennych immunoglobuliny) jest mozliwe dzieki
szczegollnej strukturze gendéw immunoglobulinowych. W kierunku 3’ od segmentow genéw
V(D)J, kodujacych czeéci zmienne, polozony jest locus regionu stalego immunoglobulin, w
ktorym geny leza w porzadku okre$lajacym kolejnosé ich transkrypcji, a za tym idzie, wytwa-
rzanie przeciwcial odpowiedniej klasy. Kolejno$¢ genéw dla czesci statych tancuchéw ciezkich
immunoglobulin jest nastepujaca: Cu, Co, Cy3, Cv1, ve, Cal, 1y, Cy2, Cy4, Ce, Ca2 (geny
e 1 1y sa pseudogenami i nie ulegaja ekspresji). Kompleks genéw V(D)J wyjsciowo pola-
czony jest z genem dla tancucha ciezkiego u, nastepnie . W trakcie dalszego réznicowania sie
limfocytu B geny V(D)J przytaczaja si¢ kolejno do genéw dla tancuchéw cigzkich Cry, Ce lub
Ca, umozliwiajac synteze immunoglobulin klasy IgG, IgE lub IgA [72, 132]. Do przelacze-
nia tego dochodzi w wyniku rekombinacji wewnatrzchromosomalnej genéw kodujacych czesci
stale pomiedzy sekwencjami przelaczeniowymi S (switch regions). Sekwencje te znajduja sie
w intronach, po stronie 5’ powyzej kazdego z genéw dla czedci statych tancuchéw ciezkich (za
wyjatkiem genu dla tancucha Cd) [88]. Na regiony S dziala enzym AID (activation-induced cy-
tidine deaminase), umozliwiajacy nacigcie obu nici DNA| wytworzenie petli i delecje odcinka

DNA lezacego miedzy nimi. Dostepnosé danego regionu S dla enzymu AID jest zalezna od
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rozplecenia nici DNA w procesie transkrypcji, inicjowanej w promotorach zlokalizowanych w
kierunku 5’ powyzej kazdego regionu S. Powstajace w tym procesie mRNA nie koduje biatka
— powstaja tzw “sterylne” transkrypty (germline transcripts — GT). Indukcja transkrypcji
konkretnego GT odbywa sie po przytaczeniu do jego promotora czynnikéw transkrypcyjnych
indukowanych odpowiednig cytoking. Zatem zdolnos¢ danej cytokiny do selektywnej indukcji
transkrypcji danego GT determinuje przetaczenie syntezy na wybrany izotyp przeciwciala
Fig. 2. IL-4 powoduje przelaczenie syntezy do IgE, IgG4 [130, 131], IgG1 lub IgG3 [50],
IL-10 do IgG3 i IgG1 [34], IL-13 do IgG4 i IgE [112], natomiast TGF-3 do IgG2b lub IgA
[43, 49, 133, 143, 165].

Cytokiny produkowane przez limfocyty Th czy komorki dendrytyczne, poza ukierunko-
waniem przelaczenia izotypu, wzmagaja rowniez ekspresje enzymu AID. Jednak do indukcji
AID w limfocytach B konieczne sg réwniez sygnaly od ligandéw nalezgcych do nadrodziny
czasteczek TNF tj; CD40L lub APRIL i BAFF, przekazywane przez obecne na limfocytach
B receptory powierzchniowe, nalezace do nadrodziny receptoréw dla TNF, tj. CD40, TACI
i BAFF-R [27, 52, 85]. Interakcje CD40L, czasteczki ulegajacej ekspresji na aktywowanych
limfocytach T, z jej receptorem, glikoproteina CD40 obecna na limfocytach B, zachodza w naj-
wiekszym stopniu w osrodkach réznicowania grudek limfatycznych, w odpowiedzi na antygeny
T-zalezne. APRIL i BAFF, produkowane i wydzielane gltéwnie przez komoérki dendrytyczne i
makrofagi, indukuja ekspresje AID (synergistycznie z cytokinami) poprzez interakcje z obec-
nymi na limfocytach B receptorami TACI i BAFF-R, niezaleznie od interakcji z limfocytami
T [27]. Przypuszcza sig, ze CSR (zaréwno do IgG jak i IgA) indukowany poprzez APRIL
i BAFF, uzalezniony jest w najwiekszym stopniu od interakcji tych molekut z TACI [116].
Ponadto, uwaza sie, ze sygnal z receptora TACI jest niezbedny do produkecji immunoglobulin
przeciwko antygenom T-niezaleznym, a interakcja APRIL-TACI jest kluczowa do syntezy IgA

przeciwko antygenom T-niezaleznym [27, 128].

1.3.3 Wplyw Thl/Th2 na produkcje przeciwcial

Jak opisano powyzej, do prawidlowej odpowiedzi typu humoralnego, konieczna jest koopera-
cja limfocytow B z limfocytami T pomocniczymi, albo przez bezpos$redni kontakt badz tez
poprzez wydzielane cytokiny. Za wspomaganie odpowiedzi humoralnej odpowiedzialna jest
subpopulacja limfocytéw pomocniczych Th2. Odpowiedz typu komoérkowego wspomagana
jest przez rézniacay sie pod wzgledem funkcjonalnym subpopulacje Thl. Thl wytwarzajace
m. in. [1-2 czy IFN-v maja wybitny udzial we wspomaganiu odpowiedzi typu komérkowego —
ulatwiaja aktywacje, proliferacje i réznicowanie prekursoréw limfocytow cytotoksycznych czy
pobudzaja makrofagi [72]. Th2 wytwarzajace m. in. IL-4 i IL-10, cytokiny bedace czynnikami

wzrostu i réznicowania limfocytéw B, wspomagaja glownie odpowiedZ typu humoralnego.
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Rysunek 2: Schemat zmiany izotypu syntezowanych przeciwciat
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Rysunek 3: Zjawisko dewiacji immunologicznej

Tho cell

-4

Th2 cell

ﬁ;-— IL-4R

Cytokiny wydzielane przez jedng subpopulacje hamuja proliferacje i funkcje drugiej subpo-
pulacji Fig. 3. Zatem intensywna aktywacja limfocytéw Thl i odpowiedzi komoérkowej moze
interferowaé¢ z rozwojem odpowiedzi humoralnej, a intensywna aktywacja limfocytéw Th2
i odpowiedzi humoralnej, moze zmniejsza¢ odpowiedz komoérkowa. Zjawisko to nazywa sie
dewiacjg immunologiczng.

Wydaje sig, ze w trakcje swego czynnosciowego roznicowania dojrzate limfocyty Th po
opuszczeniu grasicy przechodza etapy rozwoju rézniace sie rodzajem cytokin wydzielanych w
wyniku aktywacji. Poczatkowo wydzielaja gtéwnie IL-2, potem wiele réznych cytokin, a do-
piero w wyniku dtugotrwalej stymulacji antygenem réznicuja sie do limfocytow Thl lub Th2.
Roéznicowanie i aktywacja limfocytéw Thl i Th2 zalezy nie tylko od intensywnosci i rodzaju
sygnaléw przekazywanych z receptorow TCR w czasie interakcji z réznymi komoérkami prezen-
tujacymi antygen i ilosci dostepnego antygenu, ale rowniez od sygnatéow kostymulujacych oraz
cytokin. Wydzielane przez komorki cytokiny, 11.-12 czy IL-18 oraz IFN-v sg kostymulatorami
i czynnikami réznicowania limfocytéw THI1, natomiast IL-4 jest autokrynowym czynnikiem
wzrostu i réznicowania limfocytéw Th2. W poczatkowym okresie swego rozwoju limfocyty
Th2, stymulowane przez IL-12, przy braku IL-4, moga sie przeksztatca¢ w limfocyty Thl, a
limfocyty Thl moga pod wplywem IL-4 przejs¢ w limfocyty Th2. Cytokiny moga wywieraé
swoje dzialanie poprzez obecne na komoérkach odpowiednie receptory. Receptor dla IL-12,
obecny gléwnie na aktywowanych limfocytach T, zbudowany jest z dwoch podjednostek typu

B (IL-1281 oraz IL-12(32), ktére wykazuja wysokie powinowactwo do IL-12 jedynie w formie
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dimeru, natomiast oddzielnie wykazuja niskie powinowactwo do tej cytokiny [36]. Na lim-
focytach spoczynkowych nie stwierdzono ekspresji IL-12R. Stymulacja antygenowa indukuje
ekspresje obu podjednostek IL-12R. Komérki ktore réznicuja sie w kierunku Thl zachowuja
ekspresje obu podjednostek, natomiast komérki réznicujace sie w kierunku Th2 traca pod-
jednostke I11-1232, ktéra jest odpowiedzialna za transdukcje sygnatu [113]. Zatem ekspresja
podjednostki 32 determinuje rozwdj w kierunki Thl, a jej ekspresja jest selektywnie zre-
dukowana na komoérkach Th2 [135]. Receptor dla IL-18 jest réwniez zbudowany z dwdch
podjednostek. Podjednostka IL-18Ra/IL-1Rrp jest odpowiedzialna za wiazanie IL-18, nato-
miast druga (IL-18Ra/AcPL) za transdukcje sygnatu [106]. IL-18R wystepuje na limfocytach
Thl, natomiast na limfocytach Th2 nie stwierdzono ekspresji tego receptora [157]. Znaczna
ilo$¢ IL-18 moze wzmagaé ekspresje IL-12R [2]. Réwnoczesna ekspresja IL-12R oraz IL-18R
jest konieczna do maksymalnej aktywacji transkrypcji genu dla IFN-y. W czasie wigzania
sie IL-12 i IL-18 do swoich receptoréw dochodzi do aktywacji promotora dla IFN-v. IL-12
bezposrednio aktywuje czynnik transkrypcyjny STAT4 (Signal Transducers and Activator
of Transcription) [100, 113], natomiast IL-18 indukuje NF-xB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) oraz AP-1 (activator protein 1) [2, 121]. Kombinacja
tych czynnikéw transkrypcyjnych efektywnie aktywuje promotor dla IFN-+, co jest podstawa
synergistycznego dzialania IL-12 i IL-18 w [99]. Natomiast sygnalowanie z IL-4R oraz odpo-
wiednia stymulacja receptora TCR aktywuje czynnik transkrypcyjny GATA3 (Trans-acting
T-cell-specific transcription factor), umozliwiajacy optymalne réznicowanie w kierunku Th2,

a hamujacy szlak w strong Thl [123].

1.4 DEFEKTY PRODUKCJI PRZECIWCIAL W NIEDOBORACH OD-
PORNOSCI HUMORALNEJ Z KRAZACYMI LIMFOCYTAMI B

Wiekszosé prac nad patomechanizmem niedoboréw odpornoéci charakteryzujacych sie za-
burzeniami w produkcji przeciwcial pomimo obecnoéci limfocytéw B we krwi obwodowej,
poswieconych jest CVID, szczegblnie u dorostych. Informacji o CVID u dzieci oraz o SIgAD

jest znacznie mniej, natomiast prace dotyczace THI pojawiajg sie sporadycznie.

1.4.1 Zaburzenia w obrebie subpopulacji krazacych limfocytéw B

U pacjentéw z CVID wykazano zaréwno pierwotne defekty funkeji limfocytéw B [35, 83, 115]
jak i zmiany w zakresie odsetka subpopulacji tych komérek [11, 30, 71]. Opisane nieprawidto-
wosci funkeji oraz odchylenia w zakresie subpopulacji krazacych limfocytéw B u pacjentéw z
CVID staly sie podstawa klasyfikacji tej heterogennej grupy chorych. Pierwsze proby klasyfi-
kacji oparte byly o testy funkcjonalne limfocytéw B in vitro [12, 115], jednak z powodu trud-
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noéci w standaryzacji procedur i braku znaczenia klinicznego, testy te nie zostaly wdrozone
do rutynowych procedur diagnostycznych. Kolejne klasyfikacje, oparte o zmiany odsetkowe w
zakresie krazacych subpopulacji limfocytow B, ktére koresponduja z objawami klinicznymi,
dziela chorych na bardziej homogenne podgrupy. Do najczesciej stosowanych klasyfikacji na-
leza: klasyfikacja “Freiburg” wedlug Warnatza i wsp. [147], klasyfikacja Paryska, opracowana
przez Piqueras i wsp. [108] oraz klasyfikacja EUROclass [151]. Wszystkie te klasyfikacje jako
gltowne kryterium podzialu stosuja poziom “class-switched” limfocytéw B pamieci. Opisano
wezedniej, ze u wiekszosci pacjentéw z CVID zaburzone jest konicowe réznicowanie limfocytow
B [1] i czesto stwierdza sie obnizony poziom limfocytéw B pamieci, a w szczegblnosci znaczne
obnizenie poziomu subpopulacji - “class-switched” limfocytéw B pamieci, przy prawidlowej
liczbie dojrzatych limfocytéw B [13]. Istniejace klasyfikacje przedstawiaja limfocyty B pa-
mieci oraz ich subpopulacje jako odsetek wszystkich limfocytéw krwi obwodowej (peripheral
blood lymphocytes — PBL) (Warnatz), badz jako odsetek frakcji limfocytéw B (Piqueras,
EUROClass).

Warnatz, w oparciu o poziom poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw B wyréznit grupy

pacjentow, u ktérych:
grupa I limfocyty CD19TCD27 IgD~IgM ™~ stanowia < 0.4% PBL

Ia poziom CD21'°% limfocytéw B jest > 20% limfocytéw B

Ib poziom CD21°% jest prawidlowy lub nieznacznie podwyzszony
grupa II poziom “class-switched” limfocytow B jest prawidlowy

W grupie Ia stwierdzono wyzszy odsetek pacjentéw ze splenomegalia.

Piqueras wyréznil nastepujace podgrupy pacjentéw z CVID (odsetek subpopulacji limfo-
cytéw B w obrebie wszystkich limfocytéow B):

grupa MBO - poziom limfocytéw B pamieci CD27% ponizej 11%

grupa MB1 — wybiércza redukcja “class-switched” limfocytéw B pamieci
(>11% limfocytéw B pamigei CD27T B przy jednoczesnym obnizeniu CD19TCD27 IgD~IgM ™~
ponizej 8% limfocytéow B)

grupa MB2 - pacjenci niespetniajacy powyzszych kryteriow

W grupie MBO stwierdzano wigkszy odsetek pacjentéow ze splenomegalia.
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Klasyfikacja EUROC]ass jest najbardziej szczegblowym opracowaniem, wskazujacym ze okre-
Slony fenotyp krazacych subpopulacji limfocytéw B odpowiada réznym defektom réznicowania
limfocytow B, czy to we wczesnym etapie ich dojrzewania, majacym miejsce czy na etapie
limfocytow B strefy brzeznej, czy tez zaburzen w dojrzewaniu osrodkéw réznicowania. Za-

— o«

sadniczym kryterium klasyfikujacym jest poziom CD19TCD27 gD~ IgM~ “class-switched”

limfocytow B pamieci, natomiast parametrami drugorzednymi sa:
poziom “transitional” limfocytéw B pamieci
A iom “t itional” limfocytow B ieci
(B) poziom CD21% limfocytéw B

Wedtug EUROClass, caly szereg obserwowanych nieprawidlowosci w badanych parame-
trach koreluje z réznymi objawami klinicznymi. Niski poziom “class-switched” limfocytéw B
pamieci wskazuje na zaburzenie dojrzewania osrodkéw réznicowania grudek, a u pacjentéw
w tej podgrupie stwierdza si¢ splenomegalie oraz ziarniniaki. Te powiklania wystepuja takze
u pacjentéw z wysokim poziomem limfocytéw B CD21°%. Podwyzszona liczba “transitio-
nal” limfocytow B zwiagzana jest z limfadenopatia. Dodatkowo pacjenci z podwyzszong liczba
“transitional” limfocytoéw B wykazuja obnizony poziom krazacych limfocytéw strefy brzeznej,
co sugeruje nieprawidlowe dojrzewanie tych ostatnich komérek. Ponadto, w najnowszych ba-
daniach opisano wybiérczy defekt réznicowania sie komoérek strefy brzeznej, sklasyfikowany

jako odrebne zaburzenie, nasladujace CVID [109].

Wszystkie te klasyfikacje opisuja gléwnie zmiany w CVID u dorostych [46]. W ostatnim
czasie ukazala sie jedna praca poswiecona poziomom subpopulacji limfocytéw B pamieci u
zdrowych dzieci oraz u dzieci z CVID (jednak w pracy tej, w grupie CVID praktycznie wszyst-
kie dzieci byly powyzej piatego roku zycia) [67]. Ponadto, w innych hipogammaglobulinemiach
z krazacymi limfocytami B, tj, SIgAD czy THI zmian w zakresie subpopulacji limfocytéw B

dotychczas nie opisano.

1.4.2 Defekty genetyczne

U wigkszoéci pacjentéw z CVID defekt genetyczny nie zostal stwierdzony. U okoto 15% pa-
cjentéw, wezesniej diagnozowanych jako CVID [104], stwierdza sie mutacje genéw kodujacych
ICOS, CD19, BAFF-R lub TACI. Mutacje ICOS stwierdzono jedynie u kilku spokrewnio-
nych chorych na CVID [56, 119]. ICOS nalezy do rodziny czasteczek CD28 i ulega ekspresji
jedynie na aktywowanych limfocytach T. W czasie wczesnej aktywacji limfocytéw T przez an-
tygeny, ICOS reguluje ich réznicowanie w strone Th2 [4]. Wysoka ekspresje ICOS stwierdza

si¢ w strefie jasnej osrodkéw réznicowania grudek, poniewaz ICOS jest niezbedne w czasie
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CSR zaleznego od limfocytéw T (somatyczne hipermutacje, zachodzace w strefie ciemnej,
sa niezalezne od udzialu tej molekuly), a zatem jest niezbedne do kohcowego réznicowania
limfocytéw B do komérek pamieci oraz komoérek plazmatycznych [7, 68]. Mutacje molekuly
CD19 jak dotychczas stwierdzono u 4 chorych z CVID [164]. CD19, wraz z innymi moleku-
tami, tworzy ko-receptory obnizajace prog czulosci receptora BCR na stymulacje antygenowsa
[23, 44]. Brak CD19 i sygnalowania od tej molekuly powoduje staba odpowiedz na stymulacje
antygenowa i uniemozliwia efektywna odpowiedz humoralna [4]. Mutacje BAFF-R znaleziono
jak dotad u jednego pacjenta z CVID [148], u ktérego stwierdzono zatrzymanie réznicowania
limfocytow B na etapie “transitional” limfocytéw B, co potwierdza role BAFF i BAFF-R
w przezyciu limfocytéw B na obwodzie. U najwiekszej liczby pacjentéw z CVID (okolo 10-
15%), stwierdza sie¢ mutacje w genie kodujacym TACI (transmembrane activator and calcium
modulator and cyclophilin ligand interactor). Jednak w najnowszej klasyfikacji pierwotnych
niedoboréw odpornosci [104] wylaczono z grupy CVID chorych ze zidentyfikowanym defektem
genetycznym. U pacjentéw z THI nie opisano dotad zadnej mutacji. U nieznacznej czesci pa-

cjentéw z SIgAD stwierdzono wystepowanie mutacji genu kodujacego receptor TACI [27, 116].

Receptor TACI

Budowa receptora TACI

Receptor ten zbudowany jest z trzech czesci: zewnatrzkomodrkowej, transblonowej i wewnatrz-
komoérkowej. Zewnatrzkomoérkowa N-konicowa czesé receptora sktada sie z dwéch domen bo-
gatych w cysteine (CRDs — cistein-rich domains). Domeny te zawieraja 6 wysoko konserwa-
tywnych cystein, ktore stabilizujg antyréwnolegte tancuchy G biatka poprzez 3 mostki dwu-
siarczkowe [5, 10]. Druga domena CRD-2 jest miejscem wiazania ligandéw receptora TACI
(czasteczek APRIL i BAFF), pierwsza domena CRD-1 prawdopodobnie nie jest konieczna do
wiazania ligandu. Po zwiazaniu ligandu, wewnatrzkomérkowa domena receptora TACI moze
wiazaé rézne czasteczki TRAFs (TNF-associated factors). TACI moze wiaza¢ TRAF-2, -5, 1 -
6, a aktywacja TRAF prowadzi do aktywacji NF-xB (nuclear factor-xB) oraz kinaz c-Jun (Jun
amino terminal kinase — JNK) [9]. Cze$¢ wewnatrzkomérkowej domeny TACI wiaze CAML
(calcium-modulating cyclophilin ligand), co prowadzi do wzrostu kalcyneuryny, a w rezultacie
do defosforylacji i jadrowej translokacji NF-AT (nuclear factor of activated T cells transcrip-
tion factor) [15]. Do efektywnego przekazania sygnatu receptor TACI musi ulec trymeryzacji i
przylaczyé trzy czasteczki ligandu [69]. Brak trymeryzacji receptora na powierzchni limfocy-
tow B prowadzi do niedostatecznego wiazania ligandu, a co za tym idzie, do nieefektywnego

przekazywania sygnatu do wnetrza komorki.
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Rysunek 4: Budowa receptora TACI [4]
TACI

BAFF

NFxB

Funkcja osi BAFF/BAFF-R/TACI/APRIL/BCMA

Receptor TACI nalezy do nadrodziny receptoréw dla TNF — duzej grupy bialek przekazu-
jacych sygnaly regulujace przezycie jak réwniez apoptoze komoérek uktadu immunologicznego
[116]. Oprocz TACI do nadrodziny receptoréow dla TNF ulegajacych ekspresji na limfocy-
tach B (poza opisanym juz CD40) naleza BAFF-R oraz BCMA (B-cell maturation antigen;
TNFRSF17). TACI i BCMA ulegaja ekspresji na limfocytach B, a ich ligandami sa BAFF i
APRIL. BAFF (zwany rowniez BLys, THANK, TALL-1, zTNF4, CD257) wiaze réwniez swij
unikalny receptor BAFF-R [86, 124]. APRIL ma dodatkowo powinowactwo do proteoglikanu
wystepujacego w duzej ilodci na powierzchni plazmocytéw [26] Fig. 5. Zaréwno APRIL jak i
BAFF produkowane sg przez komoérki dendrytyczne i makrofagi po stymulacji interferonem-a,
interferonem-y lub CD40L [85]. BAFF poprzez interakcje z BAFF-R odgrywa role w aktywa-
cji i przezyciu limfocytéw B oraz dostarcza kluczowego sygnatlu do dojrzewania limfocytéw
B [26, 118]. Badania nad funkcja APRIL wykazaly jego role w rekombinacji umozliwiaja-
cej synteze réznych klas przeciwcial (CSR) niezalezna od limfocytéw T poprzez interakcje
z receptorem TACI [27, 85]. Receptor BCMA uczestniczy w prezentacji antygenu [158] i
nie wydaje sie odgrywaé roli w CSR po polaczeniu z BAFF czy APRIL [27]. Na rysunku 5
szczegblowo przedstawiono efekty poszcezegélnych interakeji ligand-receptor osi BAFF/BAFF-
R/TACI/APRIL/BCMA.
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Rysunek 5: Schemat interakcji APRIL, BAFF z ich receptorami BAFF-R, TACI i BCMA [4]

|

T-niezalezna odpowiedz
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Badania na modelu mysim potwierdzity role receptora TACI w regulacji odpowiedzi hu-
moralnej szczegblnie na antygeny T-niezalezne. U myszy z defektem TACI i APRIL poza
uposledzona produkcja IgA na antygeny T-niezalezne [15, 16, 24], obserwowano choroby lim-
foproliferacyjne [126] i autoimmunizacyjne (przypominajace toczen ukladowy u ludzi) [126].

Podobne schorzenia stanowia istotne powiktania u chorych z CVID i SIgAD.

Gen kodujacy receptor TACI

Gen dla receptora TACI — TNFRSF13B — znajduje sie na krétkim ramieniu chromosomu
17 [26] i sklada sie z pieciu egzonéw kodujacych trzy czesci receptora Fig. 6. TNFRSF13B
jest polimorficznym genem. Najczesciej wystepujace polimorfizmy to T27T w egzonie 2 i
S277S w egzonie 5 [116]. Rzadziej wystepuje polimorfizm P97P (egzon 3) oraz polimorfizmy
powodujace zmiang aminokwasu P251L (egzon 5) i V220A (egzon 4) Tab. 1 [27, 107, 116, 166].

Defekty genu kodujacego receptor TACI u pacjentéw z CVID i SIgAD

Dwie niezalezne grupy naukowcéw Salzer i wsp. [116] Castigli i wsp. [27] zidentyfikowaly
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Rysunek 6: Schemat pieciu egzonéw genu TNFRSF13B oraz kodowane przez nie czesci recep-

tora TACI (na podstawie [27])

CZESC TRANSBEONOWA

CZESC ZEWNATRZKOMORKOWA

CZEC WEWNATRZKOMORKOWA

Tablica 1: Polimorfizmy w genie TNFRSF13B. *badania przeprowadzone przez grupe Salzer

i wsp. 2007.

Wariant T27T PI7P V220A P251L S277S

Egzon 2 3 4 5 5

Pozycja w genie 81G—A | 291T—G | 659T—C | 752C—T | 831T—C
Treonina | Prolina Walina Prolina Seryna,

Zmiana ACG CCU GUG CCC AUG

aminokwasu l l 1 i} l

(kodonu) Treonina | Prolina Alanina | Leucyna | Seryna
ACA CCG GCG CcuUC ACG

Czestosc

wystepowania w | 40,3% 1,6% 0,8% 10,4% 25.8%

grupie kontrolnej*
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Tablica 2: Mutacje w genie TNFRSF13B wykryte i pacjentéw z CVID i SIgAD [27, 26, 116,

117].
Wariant 204insA | C104R S144X A181E S194X R202H
Egzon 3 3 3 4 4 4
Pozycja w genie 204-205 | 310T—C | 431C—A 542C—A 581C—A 605G—A
- Cytozyna | Seryna Alanina Seryna Arginina
Zmiana aminokwasu | - i} l 1 l l
- Arginina | stop kodon | Glutaminian | stop kodon | Histydyna

mutacje w genie TNFRSF13B w CVID i SIgAD zaréwno w przypadkach wystepujacych spo-

radycznie jak i rodzinnie. Opisane do tej pory mutacje przedstawiono w tabeli 2. Ostatnio

stwierdzono, ze pewne mutacje wystepuja u zdrowych oséb, jednak niezwykle rzadko i jedynie

w formie heterozygotycznej [4].

Mutacje wykryte w TACI wystepuja we wszystkich trzech domenach receptora: trzy w

domenie zewnatrzkomoérkowej, jedna w czesci transmembralnej i dwie w domenie wewnatrz-

komérkowej (rysunek 7) [26, 117].

Rysunek 7: Mutacje w domenach receptora
TACI (na podstawie [26])
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Opisane mutacje skutkujg dysfunkcja re-
ceptora na réznych poziomach jego dziala-
nia tj. wiazania ligandu, trimeryzacji oraz
wigzania wewnatrzkomoérkowych przekazni-
kow. Mutacje C104R, A181E i R202H to
mutacje zmiany sensu [26]. Mutacje S144X
i S194X to mutacje nonsensowne, zamienia-
jace trojke nukleotydéw kodujacych amino-
kwas na “stop kodon” [26]. Insercja adeniny
pomiedzy nukleotydami 204 i 205 powoduje

zmiane ramki odezytu [27].

U pacjentéw, u ktérych wykryto insercje
adeniny (204insA), nie stwierdza sie obecno-
Sci receptora TACI na powierzchni limfocy-
tow B. Defekt ten przypuszczalnie powoduje
powstanie badz skréconego nieprawidtowego
mRNA, badZ nieprawidtowego biatka ulega-
jacego degradacji [117].



Zmiana cytozyny na argining w miejscu 104 (C104R) w zewnatrzkomérkowej domenie
CRD2 wiazacej ligandy BAFF i APRIL [158], powoduje brak polaczenia miedzy receptorem
a ligandem [27, 116]. U wiekszosci pacjentéw mutacja ta wystepuje w postaci heterozygoty, a
wiec tylko jeden allel jest nieprawidtowy. Opisuje sie, ze heterozygotyczny defekt C104R, mimo
obecnosci jednego prawidlowego allelu, moze skutkowa¢ defektem funkcji receptora [26]. Moze
by¢ to spowodowane tym, ze na powierzchni komérki zmutowany receptor wptywa negatywnie
na funkcje prawidtowych czastek receptora, co uniemozliwia efektywna trymeryzacje, wiazanie
trzech czastek ligandu, a w konsekwencji wplywa na sygnalowanie zalezne od ligandu [26, 51].
Ostatnio opisano u nieznacznej liczby zdrowych oséb wystepowanie C104R, ale jedynie w
postaci heterozygotycznej [4].

Mutacja S144X jest mutacjg nonsensowna, prowadzaca do przedwczesnego zakonczenia
syntezy biatka [26]. Pacjenci, u ktérych opisano te mutacje byli homozygotami i nie stwier-
dzono u nich obecnosci ani bialka, ani mRNA TACI - produkty wadliwego genu prawdopo-
dobnie ulegaja degradacji [26]. U pacjentéw z mutacja A181E, wystepujaca w czesci kodujacej
transbtonows domene receptora TACI, receptor jest obecny na powierzchni komérek i pra-
widlowo wiaze BAFF i APRIL [27]. Jednak zamiana neutralnego aminokwasu (adeniny) na
aminokwas o odczynie kwasnym (kwas glutaminowy), prawdopodobnie zaburza trymeryzacje
receptora lub zmienia konformacje dalszej czedci tancucha, uniemozliwiajac przekazywanie
sygnalu do wnetrza komérki [26].

Mutacja R202H powoduje zamiang aminokwasu w regionie wiazacym CAML [27]. U pa-
cjentow z tym defektem, receptor TACI nie wigze wewnatrzkomorkowego przekaznika CAML,
a w zwiazku z tym nie dochodzi do aktywacji czynnika jadrowego NF-AT [116].

Mutacja S194X wystepuje w czesci kodujacej wewnatrzkomdrkowa domene receptora wia-
zaca przekazniki TRAFs [27]. Receptor nie posiada fragmentéw wiazacych czasteczki TRAF
(mutacja prowadzi do przedwczesnego zakonczenia syntezy tancucha biatkowego). Nie docho-
dzi w zwiazku z tym do aktywacji czynnikéw jadrowych bioracych udzial w zmianie klasy
syntezowanych przeciwcial oraz réznicowaniu limfocytéw B w kierunku komérek plazmatycz-
nych [26].

Ostatnie badania przeprowadzone na duzej populacji pacjentéw oraz zdrowych dawcéw
wykazaly, ze ze wszystkich wczedniej opisywanych defektéw genetycznych receptora TACI
(204insA, C104R, S144X, A181E, S194X, R202H), statystycznie istotny zwiazek z CVID maja
trzy typy mutacji: C104R, A181E oraz insercja adeniny w pozycji 204 [25, 107, 110]. Opisane
mutacje w genie TNFRSF13B formie homo- badZ heterozygoty [118] wystepowaly sporadycz-
nie, lub czesciej, w rodzinnych przypadkach wystepowania CVID i/lub SIgAD [27, 116]. U
0s6b spokrewnionych z ta sama mutacja obserwowano roézny obraz kliniczny i przebieg cho-

roby [116]. W jednej rodzinie ta sama mutacja moze by¢ przyczyna izolowanego niedoboru
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IgA jak i CVID [4, 25, 116]. Mutacje receptora TACI moga mie¢ r6zna penetracje zalezna od
dodatkowych czynnikéw genetycznych i srodowiskowych np. dziedziczenia genéw MHC korelu-
jacych z SIgAD i CVID [26]. Do precyzyjnego okreslenia korelacji genotypowo/fenotypowych
konieczna sa jeszcze dalsze analizy, na wiekszej ilodci chorych [4].

Jak dotad nie przeprowadzono podobnych badan w wigkszej grupie dzieci z CVID, jak
rowniez u dzieci z THI i SIgAD. W populacji polskiej brak ponadto danych o czestosci wy-
stepowania mutacji w genie TACI u dorostych pacjentéw z CVID.

1.4.3 Zaburzenia réwnowagi Thl/Th2

W wielu pracach opisano zachwiang réwnowage TH1/Th2 prowadzacej do hiperreaktywno-
sci Thl u pacjentéw z CVID. Opisano miedzy innymi wzrost produkcji [L-12 in vitro przez
monocyty [17], wzrost stezenia 11-12 i IFN-y w surowicy pacjentéw [93] czy wzrost produk-
cji IL-12 i IFN-vy przez komorki blaszki wlasciwej $cian jelit [90]. Opisano réwniez znaczny
wzrost produkcji IL-18 in vitro przez komérki dendrytyczne zdrowego dawcy inkubowane z
dodatkiem surowicy pacjentéw z CVID, co sugeruje obecnos¢ w surowicy pacjentow rozpusz-
czalnych czynnikéw indukujacych produkcje IL-18 [105]. Ponadto, opisano wzrost ekspres;ji
receptoréw dla IL-12 i IL-18 na poszczegdlnych subpopulacjach krazacych limfocytow T, gtow-
nie na subpopulacjach limfocytéw T dziewiczych, co jest dalszym dowodem na polaryzacje
odpowiedzi w strone Thl u pacjentow z CVID. Wazrost ekspresji tych receptorow korelowal z
tworzeniem ziarniniakéw w weztach chtonnych i sledzionie, prawdopodobnie z powodu wyz-
szej produkcji IFN-v i aktywacji makrofagéw [95]. Wiekszos¢ tych doniesien opisuje zmiany u
dorostych pacjentéw z CVID. Prace opisujace zaburzenia réwnowagi Th1/Th2 u dzieci z THI i
SIgAD, sugerujace réwniez polaryzacje odpowiedzi immunologicznej w strone Thl. U dzieci z
THI opisano podwyzszong liczbe monocytéw wykazujacych cytoplazmatyczng ekspresje 11-12
oraz zwiekszona produkcje IL-12 i IL-18 przez komorki jednojadrzaste krwi obwodowej (peri-
pheral blood mononuclear cells - PBMCs). U dzieci z SIgAD obserwowano wzrost produkcji
IL-12 a takze nieznaczny wzrost IL-18 [80].

W badaniach nad produkcja cytokin przez PBMCs u dzieci z THI i SIgAD stwierdzono
zmiany dotyczace gltéwnie TNF [80]. W THI wzrost dotyczyl zaréwno TNFa jak i TNF,
podczas gdy w SIgAD jedynie TNF« [78]. Stwierdzono, ze wzrostowi poziomu IgG w suro-
wicy dzieci z THI towarzyszy spadek produkcji TNF. Wyniki te sugeruja, ze podwyzszona
produkcja TNFa moze odgrywaé role w patomechanizmie THI i SIgAD, za czym przemawia
réwniez hamujacy wplyw egzogennego TNFa i TNF na synteze IgG i IgA in vitro [78]. W
THI stwierdzono zwigkszong liczbe komérek CD3"/CD4" wykazujacych cytoplazmatyczna
ekspresje TNFa badz TNF. W SIgAD natomiast, stwierdzono podwyzszony odsetek limfocy-
téw CD31/CD4% z cytoplazmatyczng ekspresja TNFa i IFN«, czyli cytokin charakterystycz-
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nych dla limfocytéw TH1 [77]. Stwierdzono takze znamiennie podwyzszona produkcje IL-12,
cytokiny istotnej do indukcji limfocytéw Thl, przez PBMC u dzieci z THI i z SIgAD [77].
Wyniki te sugeruja, ze THI i SIgAD mozna zaliczy¢ do grupy choréb w patogenezie ktorych

role moze odgrywa¢ nadreaktywnosé limfocytéw Thl.
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2 CELE I ZALOZENIA PRACY

2.1 CELE OGOLNE

Celem niniejszej pracy bylo ustalenie znaczenia diagnostycznego i prognostycznego wybra-
nych parametréw immunologicznych u dzieci z CVID, SIgAD oraz THI. Sposréd najczedciej
opisywanych u dorostych pacjentéw z CVID defektéw immunologicznych, do badan wybrano
te parametry, ktére moga mie¢ znaczenie kliniczne, a metody ich pomiaru pozwalajg na ewen-

tualne ich wdrozenie do rutynowych procedur diagnostycznych.

2.2 CELE SZCZEGOLOWE

1. Ocena wybranych parametréw immunologicznych u dzieci z THI, SIgAD i CVID takich
jak:

e Subpopulacje limfocytéw B, ze szczegdlnym uwzglednieniem komérek B pamieci
(CD19"/CD27%), w tym tzw. “switched” komérek B pamiegci
(CD19" /CD27+ /IgD ™ /IgM™)

e Subpopulacje limfocytéw T CD4" i CD8" dziewiczych (CD31/CD45RA™) i pa-
mieci (CD31/CD45RO™) z ekspresja blonowych receptoréw dla interleukin IL-12
i IL-18

¢ Badanie struktury genu kodujacego receptor TACI

2. Podzial badanych pacjentoéw z hipogammaglobulinemia na grupy réznigce sie w zakresie

badanych parametréw i préoba korelacji z obrazem klinicznym

3. Ocena znaczenia badanych parametréw immunologicznych w diagnostyce réznicowej

THI i CVID u matych dzieci.

4. Ocena znaczenia predykcyjnego badanych parametrow, umozliwiajacego ewentualne wy-
tonienie sposréd dzieci z SIgAD pacjentéw, u ktérych ryzyko przejécia SIgAD w CVID

jest wieksze.

5. Poréwnanie wynikow otrzymanych u dzieci z CVID z wynikami opisywanymi w CVID
u dorostych i ustalenie podobienstw i/lub r6znic pomiedzy forma CVID rozpoczynajaca

sie we wezesnym dziecinstwie lub dopiero w wieku dojrzatym.
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3 MATERIALY I METODY

3.1 PACJENCII GRUPA KONTROLNA

Badania objely grupe dzieci z zaburzona synteza immunoglobulin pomimo obecnosci kraza-
cych limfocytow B. Pacjentow wybrano sposrdéd okoto 600 dzieci w wieku powyzej 6-mcy,
pozostajacych pod opieka Oddziatlu i Poradni Immunologicznej Uniwersyteckiego Szpitala
Dzieciecego w Krakowie, cierpiacych z powodu przewleklych infekcji drég oddechowych, u
ktérych stwierdzono hipogammaglobulinemie. Grupy pacjentéw wytoniono retrospektywnie,
po dtugotrwalym okresie obserwacji poziomu immunoglobulin w surowicy. Pacjenci, u ktérych
utrzymywata si¢ hipogammaglobulinemia, zostali zdiagnozowano jako CVID, natomiast pa-
cjenci, u ktorych poziom immunoglobulin w trakcie trwania projektu znormalizowal sie, zostali
sklasyfikowani jako THI. U pacjentéw zdiagnozowanych jako SIgAD, poziom IgA pozostawal
obnizony ponizej 0.05g/L w czasie okresu obserwacji powyzej trzech lat. Grupe kontrolna,
powstajaca rownoczasowo, stanowily dzieci, u ktérych badania diagnostyczne wykluczyly za-
burzenie odpornosci.

Badania objety réwniez grupe dorostych pacjentow z CVID oraz grupe zdrowych doro-
stych.

Do badan witaczono jedynie te dzieci, ktérych Rodzice (Opiekunowie) wyrazili w formie pi-
semnej zgode na udzial dziecka w projekcie, po udzieleniu informacji o celu i rodzaju przepro-
wadzanych badan. Badania prowadzone byty réwnolegle ze standardowymi badaniami diagno-
stycznymi oceniajacymi odpornosé lub w trakcie planowych badan monitorujacych przebieg
choroby u dzieci ze stwierdzonym wczesniej niedoborem odpornosci humoralnej. Komisja Bio-
etyczna Uniwersytetu Jagiellonskiego wyrazita zgode na przeprowadzanie powyzszych badan.
Zgoda na badania immunofenotypowe komérek krwi: KBET/163/B/2001, zgoda na badania
genetyczne: KBET/21/B2007.

3.2 OCENA STANU ODPORNOSCI PACJENTOW I GRUPY KONTRO-
LNEJ

Podstawowe badania diagnostyczne obejmowaty:

e Pomiar poziomu immunoglobulin (IgG, IgA, IgM) w surowicy krwi — wykonany metoda

nefelometrii uzywajac nefelometru Dade Behring BN IT Nephelometer

e Ocene subpopulacji limfocytéw krwi obwodowej (limfocytéw T i ich subpopulacji, lim-
focytéw B oraz komorek NK) oraz ocene markeréw aktywacji (ekspresja HLA-DR na
limfocytach T') — wykonana z uzyciem diagnostycznych zestawéw odpowiednich przeciw-

cial monoklonalnych (monoclonal antibodies - mAbs) firmy Becton Dickinson. Analize
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subpopulacji limfocytéw prowadzono na cytometrze przepltywowym FACSCalibur (Bec-

ton Dickinson).

e Ocene funkcji limfocytéw in vitro w tescie proliferacji limfocytéw po stymulacji fitohe-
maglutyning (PHA) i przeciwcialami indukujacymi anty-CD3. Stopien proliferacji lim-
focytéw oceniano z uzyciem inkorporowanej 3H tymidyny do proliferujacych komérek.
Radioaktywnos$¢ probek mierzono w liczniku scyntylacyjnym firmy Beckman (model
Beckman LS 3801).

Wszystkie badania diagnostyczne wykonano w Zaktadzie Immunologii Klinicznej Uniwersy-

teckiego Szpitala Dzieciecego w Krakowie.

3.3 IZOLACJA KOMOREK JEDNOJADRZASTYCH

Komoérki jednojadrzaste krwi obwodowej (Peripheral blood mononuclear cells — PBMCs) izo-
lowano z pelnej krwi pacjentow pobranej na antykoagulant EDTA. Krew rozcienczono roztwo-
rem soli fizjologicznej, nawarstwiono na medium rozdzielajace Isopaque/Ficoll (Pharmacia,
Uppsala, Szwecja) i wirowano z predkoscia 400g przez 30 min w temperaturze pokojowej.
Po wirowaniu zbierano warstwe komoérek jednojadrzastych, ptukano buforem fosforanowym
(Phosphate-buffered saline — PBS) i liczono komérki w komorze Biirkera. Nastepnie komérki
zawieszano w stezeniu 1 x 10°/ml w podlozu hodowlanym RPMI-1640 (Biochrom, Berlin,
Niemcy) zawierajacym antybiotyki (100 pg/ml streptomycyny, 100U /ml penicyliny, 25ug/ml
gentamycyny ), glutamine (2mM) (Gibco, Paisley, Wielka Brytania) i 10% dodatkiem plodo-

wej surowicy cielecej (FCS, Biochrom) i uzywane do dalszych eksperymentéw.

3.4 OCENA IMMUNOFENOTYPU SUBPOPULACJI LIMFOCYTOW

Do badan immunofenotypowych uzyto komercyjnie dostepnych przeciwcial monoklonalnych
(BD Biosciences Pharmingen, BD Biosciences, R&D i Beckman Coulter) sprzezone z izo-
tiocyjanianem fluoresceiny (FITC), fikoerytryna (PE), allofikocyjaning (APC) lub z tande-
mem barwnikéw fikoerytryna/barwnik cyjaninowy (PE-Cy5). Analize odpowiednio przygo-
towanych prébek przeprowadzono przy uzyciu cytometru przeptywowego FACSCanto (BD
Biosciences Immunocytometry Systems, San Jose, CA, USA) wyposazonego w dwa lasery
(niebieski laser: Coherent Sapphire — 488nm, 20mW oraz czerwony laser: JDS Uniphase He-
lium/Neon — 633nm, 20mW) z zastosowaniem oprogramowania FACSDiva v.5.01 (Becton

Dickinson, CA, USA). Analiza obejmowata minimum 10000 komérek.
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3.4.1 Ocena subpopulacji limfocytéw B

W celu oceny subpopulacji limfocytow B we krwi obwodowej badanych oséb stosowano metode
troj- i czterokolorowej cytometrii przeplywowej. Izolowane z krwi komérki jednojadrzaste
(PBMCs) inkubowano z odpowiednimi kombinacjami mAbs, uzytymi w stezeniu zalecanym
przez producenta. Komorki byly inkubowane z przeciwcialami przez 30 minut w temperaturze
4°C, dwukrotnie odptukiwane i zawieszane w 250ul PBS. Wykazano, ze odsetki poszczegdlnych
subpopulacji limfocytéw B u pacjentéw oraz zdrowych dawcéw uzyskane metoda barwienie
PBMUC s, nie sg znaczaco rézne od wynikéw uzyskiwanych z zastosowania barwienia pelnej
krwi (odptukanej od osocza) [46]. Z uwagi na wczeéniejsze prace [147], w chwili rozpoczecia
projektu stosowano metode barwienia PBMCs, zatem, w celu kontynuacji metodyki badawczej
wszystkie pdzniejsze oznaczenia réwniez wykonywano z zastosowaniem tej metody.

Niedojrzate limfocyty B (CD197/CD21'°%) byly identyfikowane przy pomocy przeciw-
cial anty-CD19 sprzezonych z APC i anty-CD21 sprzezonych z PE oraz anty-IgM sprzezo-
nych z FITC. Limfocyty B naiwne (CD19%/CD27~ /IgD" /IgM ™) oraz limfocyty B pamieci
(CD19%/CD27%) iich subpopulacje “marginal zone” limfocyty B (CD191/CD27+ /IgM* /IgD™)
oraz “class-switched” (CD19%/CD27" /IgM~ /IgD™) komérki B pamieci byty identyfikowane
przy pomocy przeciwcial anty-CD19 sprzezonych z APC, anty-CD27 sprzezonych z PE-Cy5,
anty-IgD sprzezonych z PE oraz anty-IgM sprzezonych z FITC. Odpowiednie zestawy kontroli
izotypowych byly stosowane rownolegle.

Limfocyty byty identyfikowane na podstawie parametréw morfologicznych wielkoéci i ziar-
nistosci (FSC/SSC). Analiza cytofluorymetryczna obejmowala okreslenie odsetka poszczegdl-
nych subpopulacji limfocytéw B w obrebie populacji limfocytéw B. Ten sposob analizy (ana-
liza odsetka poszczegdlnych komorek w obrebie populacji limfocytéw B zamiast w obrebie

populacji wszystkich limfocytéw) wybrano za wzgledu na wytyczne literaturowe [108, 151].

3.4.2 Ocena ekspresji receptoréw dla IL-12 i IL-18 na poszczegdlnych subpopu-

lacjach limfocytéw T

W celu oceny ekspresji determinant na powierzchni poszczegélnych subpopulacji limfocytow
T we krwi obwodowej pacjentéw zastosowano czterokolorowg metode cytofluorymetrii prze-
pltywowej. 100ul krwi inkubowano z odpowiednimi kombinacjami mAbs, uzytymi w stezeniu
zalecanym przez producenta. Komoérki krwi inkubowano z przeciwciatami przez 30 minut w
temperaturze 4°C, hemolizowano buforem hemolitycznym firmy Becton Dickinson, dwukrotnie
odptukiwano i zawieszane w 250ul PBS.

Identyfikacje limfocytow T przeprowadzano z uzyciem przeciwcial monoklonalnych anty-

CD3 sprzezonych z APC, subpopulacji limfocytéow T pomocniczych i cytotoksycznych z za-
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stosowaniem mAbs anty-CD4 lub anty-CD8 sprzezonych z tandemem barwnikéw PE-Cyb.
Limfocyty T pamieci i dziewicze byly oceniane przy pomocy przeciwcial monoklonalnych
anty-CD45RA i anty-CD45RO sprzezonych z FITC. W celu oceny stopnia ekspresji recepto-
row cytokinowych dla IL-12 i IL-18 na powierzchni subpopulacji limfocytow T CD4 i CD8
dziewiczych oraz pamieci, stosowano odpowiednie kombinacje przeciwcial w celu identyfikacji
poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw T oraz przeciwciala anty-IL-12R (PE) i anty-1L-18R
(PE). Jako kontroli izotypowych uzyto oczyszczonych mysich immunoglobulin IgG1 PE (Bec-
ton Dickinson). Powyzsze mAbs uzyto w nastepujacych kombinacjach:

- CD3/CD4/CD45RA /1gG1

- CD3/CD4/CD45RA/IL-12R

- CD3/CD4/CD45RA/IL-18R

- CD3/CD8/CD45RA /IgG1

- CD3/CD8/CD45RA /IL-12R

- CD3/CD8/CD45RA/IL-18R

- CD3/CD4/CD45R0O/IgG1

- CD3/CD4/CD45RO/IL-12R

- CD3/CD4/CD45RO/IL-18R

- CD3/CD8/CD45R0O/IgG1

- CD3/CD8/CD45R0O/IL-12R

- CD3/CD8/CD45R0O/IL-18R

Limfocyty byty identyfikowane cytometrycznie na podstawie parametréw morfologicznych:
wielkosci i ziarnistosci (FSC/SSC). Analiza cytofluorymetryczna obejmowala okreslenie od-
setka komérek wykazujacych ekspresje receptoréw cytokinowych, oraz stopnia ekspresji re-
ceptoréw cytokinowych na powierzchni poszczegdlnych subpopulacji limfocytow T. Stopien
ekspresji wyrazano jako $rednia intensywnosé fluorescencji (Mean fluorescence intensity —
MFTI).

3.5 IDENTYFIKACJA MUTACJI W GENIE KODUJACYM TACI (TNFRSF13B,
LOCUS 17P11.2)

Procedura wykrywania zmian w sekwencji genu TNFRSF13B obejmowala etap badan prze-
siewowych (analiza heteroduplekséw — HET) w badanych grupach, a nastepnie, u pacjentéw,
u ktérych metoda przesiewowa wykryto zmiane nukleotydowa, metoda sekwencjonowania ba-

dano doktadna sekwencje nukleotydéw egzonow 1-5 genu TNFRSF13B.
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Procedura obejmowalta nastepujace etapy:

1. Izolacje DNA z krwi za pomoca zestawu firmy Qiagen.

2. Metode przesiewowa wykrywania mutacji (heterodupleksy) obejmujaca:

3.5.1

reakcje PCR ze starterami firmy Tib BiolMol znakowanymi FAM dla kazdego z

pieciu egzonéw z zastosowaniem DNA pacjenta lub DNA kontrolnego
sprawdzenie na zelu agarozowym obecnosci produktu PCR.
reakcje tworzenia heterodupleksow z produktéw PCR pacjenta i kontroli

rozdzial produktéw reakcji PCR z uzyciem sekwenatora kapilarnego ABI Prism
310.

Sekwencjonowanie egzonéow 1-5 genu TNFRSF13B u pacjentow, u ktorych metoda prze-

siewowg wykryto zmiane nukleotydowa. Metoda ta obejmowala:

amplifikacje kazdego z pieciu egzondéw z uzyciem odpowiednich starteréw firmy Tib
BiolMol.

sprawdzenie na zelu agarozowym obecnosci produktu PCR.
oczyszczanie DNA po reakcji PCR

uzycie oczyszczonego produktu PCR do sekwencyjnego PCR
precypitacje produktu reakcji sekwencyjnego PCR.

rozdzial produktéw PCR sekwencyjnego w aparacie ABI PRISM 310

Izolacja DNA

W celu zbadania obecnoé$ci mutacji w genie TNFRSF13B w pierwszym etapie izolowano DNA

z 200ul petnej krwi lub PBMCs. Izolacje DNA przeprowadzono z zastosowaniem zestawu do

izolacji DNA firmy Qiagen, zgodnie z procedura podana przez producenta. W pierwszym

etapie probki odbialczano za pomoca proteinazy K, hemolizowano buforem a nastepnie inku-

bowano w 56°C przez 10 min. Po dodaniu etanolu probki przenoszono na kolumne, na ktorej

adsorbowane bylo DNA. DNA zwiazane na kolumnie przeplukiwano buforami myjacymi, a

nastepnie czyste DNA wymywano z kolumny za pomoca buforu eluujacego. Tak wyizolowane

DNA, wolne od bialek, nukleaz oraz innych zanieczyszczen, bylo stosowane do dalszych analiz.

Stezenie uzyskanego DNA okredlano poprzez spektrofotometryczny pomiar absorbancji przy
dlugosci fali 260nm (DU 640B, Beckman Coulter, CA). Czystosé izolowanego DNA okreslano

na podstawie ilorazu absorbancji w zakresie 260nm i w 280nm.
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Tablica 3: Startery stosowane do reakcji PCR w metodzie HET.

Startery Sekwencja

Egzon 1

-sensowny 5-gCC Cgg CAg gCC TTC CAC T-3
-antysensowny | 5-FAM-gCA AgC CCC ACA TCC CAg Agg-3’
Egzon 2

-sensowny 5-gCC CCA ggC CCC TAg CAA ¢gTg-3’
-antysensowny | 5-FAM-TCT CCT CCT gCC ACC CTT TCC TCA-3’
Egzon 3

-sensowny 5-ggC TTA CTC Tgg AAT TgC CTT CTg-3’
-antysensowny | 5-FAM-CTT CTg gCC ATT TgC TTg gAC T-3’
Egzon 4

-sensowny 5-CCA gCC TCT CCA ggA ¢gCC AgA C-3
-antysensowny | 5-FAM-CCg ggT ¢gCC ACT CTC CCA ¢TT A-3’
Egzon 5

-sensowny 5-ACC TgT CTg ggg gCg TTC TAC g-3’
-antysensowny | 5-FAM-TgC CCC gAC CTC CTg CTC TAT C-3’

3.5.2 Testy przesiewowe wykrywajace mutacje w genie TNFRSF13B

Do wstepnego wykrywania mutacji zostala zastosowana analiza heteroduplekséw (HET).

Reakcja Lancuchowa Polimerazy (PCR) egzonéw genu TNFRSF13B

Wyizolowane DNA kontrolne pochodzace od zdrowego dawcy oraz DNA pacjentéow podda-
wano amplifikacji metoda PCR. W reakcji tej stosowano termostabilna polimeraze AmpliTaq
Gold, dNTP oraz specyficzne pary starteréw firmy Biomers.net GmbH (Tab. 3). W metodzie
HET w kazdej parze starteréw starter antysensowny byt znakowany fluorescencyjnie barwni-
kiem FAM. Sktad mieszaniny reakcyjnej podano w tabeli 4. Jako kontrole pozytywna uzyto
2ng AmpFISTR Control DNA 007 (PE Applied Biosysyems, Warrington, Wielka Brytania).
Proces amplifikacji przeprowadzono w termocyklerze MJ Research PT200 w odpowiednio do-

branych warunkach cieplnych przedstawionych na rysunku 8

Tworzenie heteroduplekséw
Tworzenie heteroduplekséw przeprowadzono w termocyklerze PTC200 DNA Engine jako
osobny etap, w odpowiednio dobranych warunkach cieplnych przedstawionych w tabeli 5. Je-

sli przeprowadzenie kolejnych etapéw procedury byto mozliwie dopiero po dtuzszym okresie
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Tablica 4: Sktad mieszaniny reakcyjnej PCR.

Sktadnik Stezenie wyjsciowe | Stezenie koncowe | Objetosé
prébki

DNA 1-2.5 ng DNA 0.1 ng/ul 3 pl

Startery:

-sensowny 10 uM 0,5 uM 1 ul

-antysensowny 10 M 0,5 uM 1 pl

Nukleotydy:

-dATP 10 mM 0,5 mM 0,1 pl

-dTTP 10 mM 0,5 mM 0,1 pl

-dCTP 10 mM 0,5 mM 0,1 pl

-dGTP 10 mM 0,5 mM 0,1 pl

Bufor dla polime- | 10x 1x 2 ul

razy AmpliTaq

Gold

MgCly - - 1,2 pl

Polimeraza Ampli- | 2 U/ul 0,15 U/pul 0,15 pl

Taq Gold

H,0O - - 10,8 pl

Rysunek 8: Optymalne warunki reakcji PCR w metodzie HET.
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Tablica 5: Warunki tworzenia heteroduplekséw (na podstawie [101]).

Etap °C Czas Cykl
Denaturacja 96 10 min
Formacja heteroduplekséw | 96 20 sec x72 cykle, spadek tempera-

tury o 0.5°C w kolejnych cy-
klach

Koniec 60 30 min

czasu, uzyskane produkty reakcji tworzenia heteroduplekséw przechowywano w temperaturze
—20°C.

Rozdzial heteroduplekséw za pomoca elektroforezy kapilarnej

Uzyskane heterodupleksy rozdzielano wzgledem réznic w ich ruchliwosci zaleznej od prze-
strzennej konformacji w warunkach niedenaturujacych przy uzyciu sekwenatora kapilarnego
ABI PRISM 310 Genetic Analyzer. Kazda z prébek rozcienczano 50 razy dejonizowana woda.
Do probéwek do sekwencjonowania dodawano 1ul rozcienczonej probki DNA, 1ul 40x rozcien-
czonego standardu (ROX-1000, Applied Biosystems, Warrington, Wielka Brytania) oraz 10ul
dejonizowanej wody. Réwnoczesnie przygotowywano aparature sekwencyjna (ABI Prism 310
PE Applied Biosystems, USA) poprzez zalozenie kwarcowej kapilary o dtugosci 47cm i $red-
nicy 50pm (PE Applied Biosystems, Rotkreuz, Szwajcaria) wypelnionej odpowiednio przygo-
towanym polimerem (sktad ponizej, Tab.6) oraz kalibracje automatycznego podajnika prébek.
Rozdziat kazdej z probek przeprowadzono w warunkach niedenaturujacych w temperaturze
30°C przy napieciu 13kV. Bufor do elektroforezy stanowil 1xTBE (0.890 mM Tris, 0.890 mM
Boric Acid, 0.220mM EDTA, pH= 8,3) z 10% glicerolem Tab.7. Fluorescencja emitowana
przez barwniki fluorescencyjne (6-FAM — sprzezony z heterodupleksami i ROX — standard
wielkosci), byta rejestrowana przez odpowiednie detektory z zastosowaniem wirtualnego filtra
D. Uzyskane wyniki analizowano za pomoca oprogramowania 310 GeneScan3.1.2 (Applied
Biosystems) i przedstawiono w postaci chromatogramu ze szczytami fluorescencji odpowia-

dajacymi poszczegdlnym fragmentom standardu wielkoéci i uzyskanym heterodupleksom.

3.5.3 Sekwencjonowanie genu TNFRSF13B

Jedli metoda przesiewowa wykazata obecnosé mutacji w genie TNFRSF13B, wtedy w celu
identyfikacji mutacji stosowano bezposrednie sekwencjonowanie DNA. Do okreslenia sekwen-
cji nukleotydéw w analizowanym genie uzyto zautomatyzowanej metody terminacji tancucha

(metoda ,dideoksy” Sangera). Sekwencjonowanie sktadato sie z nastepujacych etapéw: reak-
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Tablica 6: Schemat przygotowania 5 ml 5% polimeru z 10% glicerolem (na podstawie [3]).

7% GeneScan Polymer 3,57 ml
10% glicerol 0,5 ml
10xTBE 0,5 ml
H>O 0,43 ml

Tablica 7: Schemat przygotowania 25 ml buforu do elektroforezy kapilarnej — 1xTBE z 10%

glicerolem (na podstawie [3]).

10xTBE 2,5 ml
10% glicerol 2,5 ml
H->0O 20 ml

cji PCR i elektroforezy produktow reakeji PCR w zelu agarozowym, oczyszczeniu produktéw
reakcji PCR, PCR sekwencyjnego, precypitacji produktéw reakcji PCR sekwencyjnego i ich

rozdzieleniu w sekwenatorze.

Reakcja PCR
Reakcje PCR przeprowadzono w celu amplifikacji wszystkich pieciu egzondéw genu TNFRSF13B

kodujacego receptor TACI. Matryca w reakcji PCR byto DNA uprzednio wyizolowane z krwi
obwodowej pacjentéw i kontroli. Reakcja przebiegata z zastosowaniem pieciu par specyficznych
starteréw (TIB MOLBIOL)(sekwencja starteréw jak w reakcji PCR heteroduplekséw — tabela
3). Mieszanine do reakcji PCR, o konicowej objetosci 20ul, przygotowano w probéwkach typu
Eppendorf, osobno dla kazdego z pieciu egzonéw. Sktad mieszaniny reakcyjnej przygotowano
wedtug przepisu przedstawionego w tabeli 4, stosujac nieznakowane startery. Reakcje prowa-

dzono w termocyklerze MJ Research PT200 w warunkach cieplnych przedstawionych na rys. 9.

Elektroforeza produktu reakcji PCR

Przygotowanie 1.5% zelu agarozoweqgo:

Mieszanine agarozy (Sigma) i buforu 1xTAE (Tris, kwas borny, EDTA, pH 8,5) gotowano do
catkowitego rozpuszczenia agarozy a nastepnie dodawano roztworu bromku etydyny (EtBr,
1mg/ml) (Sigma, St. Louis, MO). Lekko schlodzony roztwér agarozy wylewano do formy z
grzebieniami. Po zastygnieciu grzebien wyjmowano, a zel wkladano do aparatu do elektrofo-

rezy (Biotec-Fischer) i zalewano buforem 1xTAE.
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Rysunek 9: Cykl cieplny zastosowany do reakcji PCR dla genu TNFRSF13B.
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Przygotowanie probek do elektroforezy:

Do 3ul produktu reakcji PCR dodawano 2ul buforu obciazajacego (Sigma) i uzupelniano
woda do 15ul. Do sporzadzenia prébki z markerem wielkodci uzywano 1ul markera masowego
(Gen Ladder 100, Inno-train Diagnostik GmBH). Przygotowane probki w calosci naktadano

do kieszonek w zelu.

Elektroforeza przeprowadzana byla przy napieciu 80V przez okoto 30 minut. Po zakoncze-
niu rozdziatu, zel umieszczano w transiluminatorze (Vilber Lourmat, Transilluminator — UV

White Light) w celu uwidocznienia w postaci prazkéw DNA zwiazanego z bromkiem etydyny.

Oczyszczenie produktu reakcji PCR

Kolejny etap procedury sekwencjonowania DNA wymagal uzycia oczyszczonego produktu
PCR i usuniecia sktadnikéw mieszaniny pozostalych po reakcji PCR (jonéw, wolnych nukle-
otydéw, polimerazy).

Produkty uzyskane w reakcji PCR oczyszczano za pomoca zestawu QIAquick PCR Puri-
fication Kit (Qiagen), wedlug procedury podanej przez producenta. Oczyszczanie produktu
PCR z uzyciem zestawu polegalo na zwigzaniu DNA na kolumnie z filtrem z silikonowsa
membrang w obecnosci duzych stezen soli chaotropowych i w odpowiednim pH. Nastepnie
przechodzace przez kolumne zanieczyszczenia usuwano, a zaadsorbowane DNA wymywano w

ostatnim etapie buforem Tris o odpowiednim pH.

Sekwencyjny PCR

Matryca dla sekwencyjnego PCR byly uprzednio zamplifikowane i oczyszczone egzony
1-5 genu TNFRSF13B. W reakcji PCR zastosowano jeden ze specyficznych starteréw oraz
dideoksynukleotydy (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) pozbawione grupy 3’-OH, sprzezone

z czterema réznymi barwnikami fluorescencyjnymi. Startery (sensowny badZ antysensowny)
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Tablica 8: Startery stosowane do PCR, sekwencyjnego.

Startery Sekwencja

Egzon 1

-antysensowny | 5-gCA AgC CCC ACA TCC CAg Agg-3’
Egzon 2

-sensowny 5-gCC CCA ggC CCC TAg CAA ¢gTg-3’
Egzon 3

-antysensowny | 5-CTT CTg gCC ATT TgC TTg gAC T-3’
Egzon 4

-antysensowny | 5-CCg ggT gCC ACT CTC CCA ¢gTT A-3’
Egzon 5

-sensowny 5-ACC TgT CTg ggg gCg TTC TAC g-3’

Tablica 9: Sktad mieszaniny do reakcji PCR.

Sktadnik Stezenie wyjsciowe | Stezenie koncowe | Objetoscé
probki

DNA - - 10 pl

Starter 1M 3,2uM 3,2ul

Ready  Reaction | 2,5x 0,625x 4 pl

Premix

BigDye  Sequen- | 5x 0,5% 2 ul

cing Buffer

H,O - - 0,8 ul

wybrano do$wiadczalnie na podstawie analizy wynikdéw reakcji sekwencyjnego PCR prowadzo-

nego kolejno ze starterem sensownym lub antysensownym (tab.8). Sktad mieszaniny reakcyjnej

podano w tabeli 9.

Mieszaniny przygotowywano w objetosci 20ul w probdéwkach typy Eppendorf, a reakcje
sekwencyjnego PCR. przeprowadzono w termocyklerze GenAmp PCR System 9700 wedlug

programu cieplnego BigDye®) ustalonego przez producenta (warunki przedstawiono na ry-

sunku 10).
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Rysunek 10: CyKkl cieplny reakcji sekwencyjnego PCR dla genu TNFRSF13B.
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Precypitacja DNA z uzyciem EDTA i etanolu

Precypitacje produktéw sekwencyjnego PCR przeprowadzono w celu oddzielenia powsta-
tych fragmentéw jednoniciowego DNA, od pozostalych skladnikéw mieszaniny. W tym celu
do mieszaniny poreakcyjnej dodawano 5ul roztworu 125mM EDTA oraz 60ul 100% etanolu.
Nastepnie inkubowano w temperaturze pokojowej bez dostepu $wiatta przez 15 min. W kolej-
nym etapie prébki wirowano w temperaturze 4°C przez 30 min przy 3000 g. Usuwano nadsacz
i po dodaniu 60ul 70% etanolu wirowano w temperaturze 4?C przez 15 min przy 1650g. Po
doktadnym usunieciu supernatantu, peletke rozpuszczano w 25ul formamidu, przenoszono do
probowki do sekwencjonowania. W celu zdenaturowania DNA prébki inkubowano przez 3 min
w 95°C, a nastepnie przenoszono na l6d na ok. 10 min. Tak przygotowane probki umieszczano
w sekwenatorze ABI PISM 310 Genetic Analyzer.

Rozdzial elektroforetyczny produktéw sekwencyjnego PCR

Rozdzial elektroforetyczny produktéw sekwencyjnego PCR, prowadzono na sekwenatorze
kapilarnym ABI PRISM 310 Genetic Analyzer z zastosowaniem polimeru POP-6 i kapilary o
dlugosci 47cm, $rednica 50um (PE Applied Biosystems, Rotkreuz, Szwajcaria). W aparacie
umieszczano kapilare, strzykawke (Kloehn) napelniona polimerem oraz pojemnik z buforem
z EDTA. Odpowiednia ilo$¢ polimeru byla dozowana ze strzykawki do kapilary automatycz-
nie. Rozdzial kazdej z probek przeprowadzono w temperaturze 60°C przez 24 minuty. Frag-
menty DNA zakonczone znakowanymi dideoksyrobnukleotydami rozdzielane bylty wzgledem
dtugosci. Barwniki fluorescencyjne sprzezone z ddNTP wzbudzane Swiattem lasera emitowaty
fluorescencje rejestrowang przez odpowiednie detektory. Analize uzyskanego wyniku sekwen-

cjonowania przeprowadzono za pomoca programu Ridom TraceEdit 1.1.0 firmy Ridom GmbH.
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Poréwnywano uliniowiona sekwencje badanego egzonu z sekwencja zamieszczona w bazie da-

nych GenBank.

3.6 ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW

Wiyniki analizowano stosujac oprogramowanie PRISM GraphPad 4 statistical package (Gra-
phPad Prism, USA). Cechy iloéciowe charakteryzowano przez podanie wartosci $redniej, me-
diany, minimalnej, maksymalnej i odchylen standardowych. Jesli nie potwierdzono zgodnosci
z rozkladem normalnym, stosowano testy nieparametryczne. Do poréwnania rozktadu pomie-
dzy dwoma grupami stosowano test Manna-Whitney’a. W przypadkach poréwnania wiekszej
ilodci grup uzywano test Kruskala-Wallisa z testem wielokrotnych poréwnan Dunna. Zalezno-
Sci miedzy dwoma cechami iloSciowymi oceniano przy zastosowaniu wspoétczynnika korelacji
rang Spearmana oraz stosowano regresje liniowa. Zaleznosci miedzy cechami jakosciowymi
weryfikowano doktadnym testem Fishera. Stwierdzone réznice lub wspoétzaleznosci uznano za

istotne statystycznie, gdy ich poziom istotnosci byl réwny lub mniejszy od 0,05.
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4 WYNIKI

4.1 SUBPOPULACJE LIMFOCYTOW B KRWI OBWODOWEJ

Immunofenotyp subpopulacji limfocytéw B oceniano we frakcji PBMCs izolowanych z krwi
obwodowej dzieci z CVID, SIgAD, THI oraz w grupie dorostych z CVID i odpowiednio dobra-

nych wiekowo grupach kontrolnych. Do analizy zastosowano metode cytometrii przeptywowe;j.

4.1.1 Limfocyty B naiwne CD19"/CD27 /IgM™ /IgD*

Poziom limfocytéw B naiwnych przedstawiano jako odsetek limfocytéw B. W pracy tej nie
wykazano roéznic w poziomie tych komoérek pomiedzy grupa kontrolng a zadna z badanych

grup pacjentow.

4.1.2 Limfocyty B pamigci CD19"7/CD27" i ich subpopulacje

Limfocyty B pamieci (CD19" /CD27)

7 wzgledu na ograniczone dane w literaturze na temat norm subpopulacji limfocytéw B u
dzieci (dostepne w literaturze normy obejmuja gtéwnie dorostych) w pracy tej w pierwszym
etapie ustalono poziomy tych komérek dla poszczegdlnych grup wiekowych u zdrowych dzieci.
W grupie kontrolnej zaobserwowano dodatnia korelacje pomiedzy wiekiem a poziomem lim-
focytéow B pamieci we krwi obwodowej (wspoélczynnik korelacji Spearmana r = 0,43 przy
p = 0,0012, Fig.11). Natomiast w grupie dzieci z CVID poziom limfocytéw B pamigci nie
wzrastal z wiekiem (wspélczynnik korelacji Spearmana r = —0, 37 przy p = 0,0046, Fig.11).
Ponadto, w analizie regresji linowej wykazano statystycznie znamienne réznice pomiedzy na-
chyleniem linii regresji dla grupy kontrolnej, a linig dla grupy CVID (p < 0,001, Fig.12).
Roznice te byly bardziej wyrazne w grupie chtopcéw niz dziewczynek. Poziom komérek B
pamieci u dzieci z CVID ponizej 4-5 roku zycia byl poréwnywalny do wiekowo dobranej
grupy kontrolnej, jednak, w przeciwienstwie do grupy kontrolnej, u dzieci z CVID poziom
tych komoérek nie wzrastal z wiekiem, i u starszych dzieci (5-18 lat) obserwowano obnizony, w
poréwnaniu do grupy kontrolnej, poziom limfocytéw B pamieci (p < 0,0001 Fig.11). Zmiany
w poziomie limfocytéw B pamieci u starszych dzieci z CVID byty zblizone do tych obserwo-
wanych u dorostych pacjentéw z CVID (dorosli — p = 0,0008 Fig.12). Wielokrotne badania
poziomu komérek B pamieci u poszcezegdlnych dzieci z CVID wykazaly, ze u niektérych dzieci,
u ktérych poczatkowo stwierdzano prawidtowy odsetek komérek B pamieci, nie tylko nie ob-
serwowano wzrostu ale spadek odsetka tych komérek w kolejnych badaniach (Fig.13).

W grupach dzieci z SIgAD oraz THI, poziom limfocytéw B pamieci oraz wiek byly do-
datnio skorelowane (Fig.14 — Spearman r = 0,37 przy p = 0,02, Fig.15 — Spearman r = 0, 35
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Rysunek 11: Limfocyty B pamieci (CD19"/CD277%) u dzieci z CVID.
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Rysunek 12: Poréwnanie limfocytéw B pamigci (CD19"/CD27%) w réznych grupach wieko-
wych dzieci z CVID i u dorostych pacjentéw z CVID.
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Rysunek 13: Obserwacja poziomu limfocytéw B pamigci (CD191 /CD27") w kolejnych bada-

niach u wybranych dzieci z CVID.
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przy p = 0,03, odpowiednio), podobnie jak w grupie kontrolnej. Analiza regresji liniowej nie
wykazata statystycznie znamiennych réznic pomiedzy nachyleniem lub przesunieciem linii re-
gresji uzyskanych dla grup pacjentéw i dla grupy kontrolnej (Fig.14, 15). W grupie dzieci z
SIgAD i THI, w czasie calego okresu obserwacji, poziom limfocytéw B pamieci byl pordw-
nywalny do grupy kontrolnej. Poréwnanie poziomu limfocytéw B pamieci w grupie dzieci z
THI z podgrupa wiekowa dzieci z CVID pomiedzy 2 a 7 rokiem zycia wykazalo statystycznie
znamienne réznice pomiedzy nachyleniem linii regresji liniowej dla CVID a THI (p < 0,0001)
(Fig.16).

Limfocyty B pamieci po przelgczeniu klas CD19" /CD27t /IgM~ /IgD~ (Class-switched me-
mory B cells)

Poziom limfocytéw B pamieci po przetaczeniu klas przedstawiono jako odsetek wszystkich
limfocytéw B (Fig.17, 21, 23) badz jako odsetek limfocytéw B pamieci (Fig.18, 22, 24). W
grupie kontrolnej, niezaleznie od sposobu analizy, poziom limfocytéw B pamieci po przetacze-
niu klas wzrastal z wiekiem (Spearman r = 0,57 przy p < 0,0001 Fig.17, Spearman r = 0, 54
przy p < 0,0001 Fig.18, odpowiednio). Jednak u dzieci z CVID odsetek tych komorek nie
podnosit sie z wiekiem (Fig.17 oraz Fig.18 korelacja nieznamienna statystycznie). Rdznice
pomiedzy nachyleniem linii regresji liniowej dla CVID i grupy kontrolnej byly statystycznie
znamienne (p = 0,0001 dla danych przedstawionych jako odsetek limfocytéw B — Fig.17,
p = 0,01 dla danych przedstawionych jako odsetek limfocytéw B pamieci — Fig.18). R6znice
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Rysunek 14: Limfocyty B pamigci (CD19% /CD277%) u dzieci z SIgAD.
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Rysunek 15: Limfocyty B pamieci (CD19%/CD27") u dzieci z THI.
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Rysunek 16: Poréwnanie limfocytéw B pamieci (CD191/CD27") u dzieci z CVID i THL
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te byly bardziej zaznaczone w grupie chltopcéw niz grupie dziewczat. W podgrupie wiekowej
dzieci z CVID pomiedzy 2 a 5 rokiem zycia poziom limfocytéw B CD19" /CD27" /IgM~ /IgD~
byl poréwnywalny z grupa kontrolna, natomiast u starszych dzieci z CVID (powyzej 5 roku
zycia) poziom tych komorek byl statystycznie znamiennie nizszy niz w dobranej wiekowo gru-
pie kontrolnej (Fig.19 dane przedstawione jako odsetek limfocytéw B — p < 0,0001, Fig.20
dane przedstawione jako odsetek limfocytéw B pamieci — p = 0,01). Monitorowanie poziomu
subpopulacji limfocytéw B wykazalo, ze u czesci dzieci z CVID, pomimo poczatkowo prawidto-
wych pozioméw limfocytéw B CD191 /CD27" /IgM ™~ /IgD™ u niektérych dzieci, w kolejnych
badaniach obserwowano spadek odsetka tych komorek. Zmiany w poziomie limfocytéw B pa-
mieci po przetaczeniu klas u starszych dzieci z CVID byty zblizone do tych obserwowanych u
dorostych pacjentéw z CVID (Fig.19 p = 0,0007, Fig.20 p = 0,004).

U dzieci z SIgAD poziom limfocytéw B pamieci po przetaczeniu klas wzrastal z wiekiem,
gdy poziom tych komorek przedstawiono jako odsetek limfocytéw B (Spearman r = 0,36
przy p = 0,03), i r6znica pomiedzy nachyleniem czy przesunieciem linii regresji dla SIgAD, a
linii dla grupy kontrolnej nie byla statystycznie znamienna (Fig.21). Jednak gdy poziom tych
komérek wyrazono jako odsetek limfocytéw B pamieci (Fig.22) analiza wykazala podobne
odchylenia jak u dzieci z CVID: odsetek tych komoérek nie wzrastal z wiekiem, a réznica

nachylenia linii regresji dla SIgAD i kontroli byta statystycznie znamienna (p = 0,02, Fig.22).

U dzieci z THI poziom limfocytéw B pamieci po przetaczeniu klas wzrastal z wiekiem
(CD19*"/CD27* /IgM~ /IgD~ posréd limfocytéw B — Spearman r = 0,43 przy p = 0,006 —
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Rysunek 17: “Class-switched” limfocyty B pamieci przedstawiane jako odsetek limfocytéw B

u dzieci z CVID.
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Rysunek 18: “Class-switched” limfocyty B pamieci przedstawiane jako odsetek limfocytéw B

pamieci u dzieci z CVID.
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Rysunek 19: Poréwnanie limfocytéw B pamieci “Class-switched” przedstawiane jako odsetek

limfocytow B w réznych podgrupach wiekowych dzieci z CVID i u dorostych pacjentow z

CVID.
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Rysunek 20: Poréwnanie limfocytéw B pamieci “Class-switched” przedstawiane jako odse-
tek limfocytow B pamieci w réznych podgrupach wiekowych dzieci z CVID i u dorostych
pacjentéw z CVID.
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Rysunek 21: “Class-switched” limfocyty B pamieci przedstawiane jako odsetek limfocytéw B
u dzieci z SIgAD.
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Rysunek 22: “Class-switched” limfocyty B pamieci przedstawiane jako odsetek limfocytéw B

pamieci u dzieci z SIgAD.
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Fig.23; CD19" /CD27+ /IgM~ /IgD~ posréd komérek B pamigci — Spearman r = 0, 37 przy
p = 0,02 - Fig.24), a réznica w nachyleniu czy przesunieciu linii regresji dla THI wzgledem
kontroli nie byta statystycznie znamienna. W grupie dzieci z THI, w czasie catego okresu trwa-
nia hipogammaglobulinemii, poziom limfocytéw B pamieci po przetaczeniu klas byt poréwny-
walny do grupy kontrolnej, niezaleznie od sposobu przedstawiania danych (Fig.23 oraz Fig.24).
Natomiast poréwnanie poziomu limfocytéw CD197 /CD27+ /IgM~ /IgD~ miedzy grupa dzieci
z THI a podobna wiekowo podgrupa dzieci z CVID wykazato statystycznie znamienne réznice
pomiedzy nachyleniem linii regresji liniowej dla CVID a THI, co pozwala na stwierdzenie, ze
poziom tej subpopulacji limfocytéw B zachowuje sie inaczej u dzieci z THI niz z CVID, co

moze mieé¢ niezwykle istotne znaczenie kliniczne.
Limfocyty B strefy brzeinej (CD19" /CD27" /IgM™* /IgD" - Marginal zone B cells)

W grupie dzieci bez niedoboru odpornosci stwierdzono dodatnia korelacje miedzy pozio-
mem limfocytéw B strefy brzeznej (CD191 /CD271 /IgM™ /IgD™) a wiekiem. W grupie dzieci
z CVID obnizony poziom tych komérek byl obserwowany u tych pacjentéow, u ktérych stwier-
dzano réwnocze$nie niski odsetek limfocytéw B pamieci. U dzieci z SIgAD oraz THI nie

stwierdzono réznic w poziomie tych komorek wzgledem grupy kontrolne;j.
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Rysunek 23: “Class-switched” limfocyty B pamieci przedstawianie jako odsetek limfocytow B
u dzieci z THIL.
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Rysunek 24: ‘Class-switched” limfocyty B pamieci przeliczone jako odsetek limfocytow B
pamieci u dzieci z THI.
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Rysunek 25: Limfocyty B CD197/CD21°% u dzieci z CVID
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4.1.3 Limfocyty B niedojrzate CD19"/CD21"°%

We wszystkich grupach pacjentéw oraz w kontroli korelacja pomiedzy poziomem limfocytéw B
CD21'°% a wiekiem nie byla statystycznie znamienna. Réwniez réznice pomiedzy nachyleniem
czy przesunieciem linii regresji pacjentéw i kontroli nie byly statystycznie istotne (Fig.25, 26,
27). U dzieci z CVID nie stwierdzono odchylei w poziomie limfocytéw B CD21°% podobnych
jak opisywane u dorosltych pacjentéw z CVID (Fig.28). Nie wykazano bowiem podwyzszo-
nego poziomu tych komoérek u dzieci z CVID w poréwnaniu z odpowiednia grupa kontrolna,
natomiast réznica pomiedzy dorostymi pacjentami z CVID a kontrolg byta statystycznie zna-

mienna, p = 0,004 — Fig.28.
4.2 EKSPRESJA RECEPTOROW DLA IL-12 I IL-18 NA SUBPOPULA-

CJACH LIMFOCYTOW T

Immunofenotyp subpopulacji limfocytéw T oceniano we krwi obwodowej dzieci z CVID, SI-
gAD, THI oraz w grupie dorostych z CVID i odpowiednio dobranych wiekowo grupach kon-

trolnych. Do analizy zastosowano metode cytometrii przeptywowej.
4.2.1 Ekspresja receptoré6w dla IL-12 na subpopulacjach limfocytéw T CD47" i
CDS8™" dziewiczych i pamieci

Immunofenotyp subpopulacji limfocytéw T CD4" i CD8* dziewiczych oraz pamieci, odsetek
komérek wykazujacych ekspresje receptoréw dla IL-12 i IL-18, oraz stopien ekspresji tych
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Rysunek 26: Limfocyty B CD19%/CD21°% u dzieci z SIgAD.
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Rysunek 27: Limfocyty B CD197/CD21°% u dzieci z THI.
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Rysunek 28: Poréwnanie limfocytéw B CD19+/CD211V
cjentow z CVID
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receptoréw na poszczegélnych subpopulacjach limfocytéw T (wyrazony jako $rednia inten-
sywnos$¢ fluorescencji (Mean fluorescence intensity — MFI)) oceniano w pelnej krwi dzieci z
CVID, SIgAD, THI, dzieci z grupy kontrolnej oraz w grupie dorostych z CVID i zdrowych

dawcow metoda cytometrii przeptywowe;j.

Badania immunofenotypowe limfocytéw T wykazaly, ze ekspresja receptorow dla IL-12 na

limfocytach T nie jest zalezny od wieku.

Ekspresja IL-12R na limfocytach CD4" dziewiczych

W grupie dzieci z CVID, w stosunku do kontroli, wykazano znaczacy wzrost odsetka lim-
focytéw CD4™ dziewiczych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-12 (p = 0, 048) (Fig.29a),
natomiast stopien ekspresji tego receptora byl poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.30a). U
dorostych pacjentéw z CVID wykazano podobne zmiany, jednak statystycznie nieznamienne.

W grupie dzieci z SIgAD wykazano najwyzszy wzrost odsetka limfocytéw CD4" dziewi-
czych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-12 (Fig.29a), oraz najwyzszy poziom ekspresji
IL-12R na tej subpopulacji komérek (Fig.30a). W poréwnaniu z kontrola, zar6wno wzrost
odsetka limfocytéw CD4™" dziewiczych wykazujacych ekspresje IL-12R byt statystycznie zna-
mienny (p = 0,0003), jak i stopien ekspresji IL-12R (p = 0,011). W poréwnaniu z grupa CVID
réznica w odsetku komorek IL-12R ™ réwniez byta statystycznie znamienna (przy p = 0,0006),
jak 1 réznica w poziomie ekspresji IL-12R (p = 0,0358). Najwieksze réznice stwierdzono w
odsetku komoérek IL-12R* pomiedzy grupa SIgAD a THI (p = 0,0002). Znamienna byla
réwniez réznica w poziomie ekspresji IL-12R pomiedzy SIgAD a THI (p = 0,031).

W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD41 dziewiczych wykazujacych ekspresje
receptora dla IL-12 byl zblizony do kontroli (Fig.29a). Stopien ekspresji tego receptora byt

réwniez poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.30a).

Ekspresja IL-12R na limfocytach CD8" dziewiczych

W grupie dzieci z CVID odsetek limfocytéw CD8T dziewiczych wykazujacych ekspresje
receptora dla IL-12 byl wyzszy w poréwnaniu do kontroli, jednak p > 0,05 (Fig.29b), Stopien
ekspresji tego receptora byl poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.30b). Natomiast wzrost
odsetka tej subpopulacji w CVID byt statystycznie znamienny w poréwnaniu z grupa THI
(p = 0,0207); poziom ekspresji IL-12R byl tylko nieznacznie wyzszy w CVID w stosunku do
THI. U dorostych pacjentéw z CVID nie wykazano ani wzrostu odsetka komoérek IL-12R™,
ani wzrostu w poziomie ekspresji tego receptora.

W grupie dzieci z SIgAD wykazano najwyzszy wzrost odsetka limfocytéw CD8T dziewi-
czych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-12 (Fig.29b), oraz najwyzszy poziom ekspresji
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IL-12R na tej subpopulacji komérek (Fig.30b). W poréwnaniu z kontrola zaréwno wzrost
odsetka limfocytéw CD8™T dziewiczych wykazujacych ekspresje IL-12R byl statystycznie zna-
mienny (p = 0,0041), jak i stopien ekspresji IL-12R (p = 0,0002). W poréwnaniu z grupa
CVID, réznica w odsetku komoérek IL-12R dodatnich w SIgAD nie byla statystycznie zna-
mienna, jednak réznica w poziomie ekspresji IL-12R byla znamienna (p = 0,0079). Naj-
wigksze réznice w odsetku komérek IL-12R* (p = 0,0007) oraz w poziomie ekspresji IL-12R,
(p < 0,0001) stwierdzono pomiedzy grupa SIgAD a THI (Fig.30b).

W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD8Y dziewiczych wykazujacych ekspresje
receptora dla IL-12 byl zblizony do kontroli (Fig.29b). Stopien ekspresji tego receptora byt
réwniez poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.30b).

FEkspresja IL-12R na limfocytach CD4% pamieci

W grupie dzieci z CVID zaréwno odsetek limfocytéw CD4" pamieci wykazujacych eks-
presje receptora dla IL-12 (Fig.29c¢), jak i poziom ekspresji tego receptora byl poréwnywalny
do kontroli (Fig.30c). U dorostych pacjentéw z CVID wykazano nieznaczny wzrostu odsetka
komorek IL-12R ™, natomiast poziom ekspresji tego receptora byt zblizony do grupy kontrol-
nej.

W grupie dzieci z SIgAD, w poréwnaniu z kontrola, nie wykazano wzrostu odsetka limfocy-
tow CD4" pamieci wykazujacych ekspresje receptora dla IL-12 (Fig.29¢), a poziom ekspresji
IL-12R na tej subpopulacji komoérek byt tylko nieznacznie wyzszy w stosunku do kontroli
(p =0,0733) (Fig.30c). Jednak w poréwnaniu do grupy z CVID zaréwno wzrost odsetka lim-
focytéw CD4T pamieci wykazujacych ekspresje IL-12R, jak i wzrost poziomu ekspresji IL-12R,
w grupie z SIgAD byl statystycznie znamienny (p = 0,0178 i p = 0,0066, odpowiednio). W
poréwnaniu z grupa THI zaréwno réznica w odsetku komérek 11.-12R dodatnich byta staty-
stycznie znamienna (p = 0,0349), jak i réznica w poziomie ekspresji IL-12R (p = 0,0159)
(Fig.29c¢, 30c).

W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD4" pamieci wykazujacych ekspresje recep-
tora dla IL-12 byl zblizony do kontroli (Fig.29c¢). Stopien ekspresji tego receptora byl réwniez
poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.30c).
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FEkspresja IL-12R na limfocytach CD8" pamieci

W grupie dzieci z CVID zaréwno odsetek limfocytéw CD8T pamieci wykazujacych ekspre-
sje receptora dla I1-12 (Fig.29d), jak i poziom ekspresji tego receptora byl tylko nieznacznie
wyzszy w poréwnaniu do kontroli (Fig.30d). U dorostych pacjentéw z CVID odsetek komérek
IL-12R™ byt nieznacznie wyzszy niz w kontroli, jednak poziom ekspresji tego receptora byt
zblizony do grupy kontrolnej.

W grupie dzieci z SIgAD, w poréwnaniu z kontrola, wykazano jedynie nieznaczny wzrostu
zaréwno odsetka limfocytéw CD8" pamieci wykazujacych ekspresje receptora dla IL-12 (przy
p > 0,05) (Fig.30d), jaki i poziomu ekspresji IL-12R na tej subpopulacji komérek (p = 0,0532)
(Fig.29d). W poréwnaniu do grupy z CVID zaréwno wzrost w SIgAD odsetka limfocytéw CD8
pamieci wykazujacych ekspresje IL-12R, jak i wzrost poziomu ekspresji IL-12R byt statystycz-
nie nieznamienny. W poréwnaniu z grupa THI wzrost w odsetku komérek IL-12R dodatnich
nie byt statystycznie znamienna, jednak réznica w poziomie ekspresji IL-12R byta znamienna
(p =0,0102) (Fig.30d).

W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD8" pamieci wykazujacych ekspresje recep-
tora dla IL-12 byl zblizony do kontroli (Fig.29d). Stopien ekspresji tego receptora byl réwniez
poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.30d).

4.2.2 Ekspresja receptoréw dla IL-18 na subpopulacjach limfocytéw T CD47" i
CD8" dziewiczych i pamieci

Badania immunofenotypowe limfocytéw T wykazaly, ze ekspresja receptoréow dla IL-18 na

limfocytach T nie jest zalezny od wieku.

FEkspresja IL-18R na limfocytach CD4T dziewiczych

W grupie dzieci z CVID, w stosunku do kontroli, nie wykazano réznicy w odsetku limfocy-
téw CD4* dziewiczych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-18 (Fig.31a), ani w stopieniu
ekspresji tego receptora (Fig.32a). Jednak u dorosltych pacjentéw z CVID wykazano staty-
stycznie znamienny wzrost odsetka komérek IL-18R™ (p = 0,0291), a poziom ekspresji tego
receptora byl tylko nieznacznie wyzszy niz w kontroli.

W grupie dzieci z SIgAD, w poréwnaniu z grupa kontrolna, wykazano nieznacznie wyzszy
odsetek limfocytéw CD4™T dziewiczych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-18 (Fig.31a),
jednak poziom ekspresji IL-18R na tej subpopulacji komoérek byl poréwnywalny z kontrolg
(Fig.32a). W poréwnaniu z grupa CVID i THI odsetek komérek IL-18R dodatnich byt jedynie
nieznacznie wyzszy w SIgAD, a poziom ekspresji IL-18R byl poréwnywalny we wszystkich

grupach.
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Rysunek 30: Poziom ekspresji IL-12 na poszczegblnych subpopulacjach limfocytéw T u dzieci

z CVID, SIgAD oraz THI
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W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD41 dziewiczych wykazujacych ekspresje
receptora dla IL-18 byl zblizony do kontroli (Fig.31a). Stopien ekspresji tego receptora byt

réwniez poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.32a).

Ekspresja IL-18R na limfocytach CD8" dziewiczych

W grupie dzieci z CVID, w stosunku do kontroli, nie wykazano réznicy w odsetku limfocy-
tow CD8™ dziewiczych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-18 (Fig.31b), ani w stopniu
ekspresji tego receptora (Fig.32b). Zblizone wyniki uzyskano u dorostych pacjentéw z CVID.

W grupie dzieci z SIgAD, w poréwnaniu z grupa kontrolna, wykazano nieznacznie wyzszy
odsetek limfocytéw CD8™ dziewiczych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-18 (Fig.31b),
jednak poziom ekspresji IL-18R na tej subpopulacji komorek byt poréwnywalny w kontrolg
(Fig.32b). W poréwnaniu z grupa CVID i THI odsetek komorek I1-18R dodatnich byt jedy-
nie nieznacznie wyzszy w grupie z SIgAD, a poziom ekspresji IL-18R byt poréwnywalny we

wszystkich grupach.

W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD8' dziewiczych wykazujacych ekspresje
receptora dla IL-18 byt zblizony do kontroli (Fig.31b). Stopien ekspresji tego receptora byt
réwniez poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.32b).

Ekspresja IL-18R na limfocytach CD4T pamieci

W grupie dzieci z CVID, w stosunku do kontroli, nie wykazano réznicy w odsetku limfo-
cytéw CD4™T pamieci wykazujacych ekspresje receptora dla I1-18 (Fig.31c), ani w stopieniu
ekspresji tego receptora (Fig.32c). U dorostych pacjentéw z CVID wykazano nieznaczny wzrost
odsetka komorek IL-18R™ (p > 0,05), a poziom ekspresji tego receptora byl poréwnywalny z
kontrola

W grupie dzieci z SIgAD, w poréwnaniu z grupa kontrolna, wykazano nieznacznie wyzszy
odsetek limfocytéw CD4T+ dziewiczych wykazujacych ekspresje receptora dla IL-18 (Fig.31c),
jednak poziom ekspresji IL-18R na tej subpopulacji komoérek byl poréwnywalny z kontrolg
(Fig.32¢). W SIgAD, poréwnaniu z grupa CVID, zaréwno odsetek komorek IL-18R dodatnich
byt statystycznie znamiennie wyzszy (p = 0,0035), jak i poziom ekspresji IL-18R (p = 0, 0357).
W poréwnaniu z THI, w SIgAD odsetek komoérek IL-18R™ nie byl wyzszy, jednak poziom
ekspresji tego receptora w SIgAD byl statystycznie znamiennie wyzszy (p = 0,0221).

W grupie dzieci z THI odsetek limfocytéw CD4" pamieci wykazujacych ekspresje recep-
tora dla IL-18 byl zblizony do kontroli (Fig.31c). Stopien ekspresji tego receptora byl réwniez
poréwnywalny do grupy kontrolnej (Fig.32c).
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Rysunek 31: Odsetek poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw T wykazujacych ekspresje re-
ceptoréw dla IL-18 u dzieci z CVID, SIgAD oraz THI
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FEkspresja IL-18R na limfocytach CD8" pamieci

Zaréwno odsetek limfocytéw CD8" pamieci wykazujacych ekspresje receptora dla IL-
18 (Fig.31d), jak i stopien ekspresji tego receptora byl poréwnywalny pomiedzy wszystkimi
badanymi grupami dzieci (Fig.32d), jak réwniez pomiedzy grupami dorostych.

4.3 ANALIZA SEKWENCJI GENU TNFRSF13B

Badanie sekwencji czeéci kodujacych genu TNFRSF13B przeprowadzono u 21 dzieci z CVID,
20 dzieci z SIgAD, 15 dzieci z THI oraz u 10 dorostych pacjentéw z CVID i u 15 oséb z
grupy kontrolnej. W celu zbadania sekwencji genu kodujacego receptor TACI w pierwszym
etapie przeprowadzono amplifikacje wszystkich pieciu egzonéw genu TNFRSF13B za pomoca
reakcji PCR. Wielko$¢ produktow reakcji PCR oceniano wykonujac elektroforeze w zelu aga-
rozowym w obecnosci bromku etydyny (BrEt). Obecnoéé prazka w odpowiednim miejscu w

zelu $wiadezyla o uzyskaniu prawidtowego produktu reakcji (Fig.33). Natomiast wyniki elek-
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Rysunek 32: Poziom ekspresji IL-18 na poszczegdlnych subpopulacjach limfocytéw T u dzieci
z CVID, SIgAD oraz THI
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troforezy kapilarnej produktéw sekwencyjnego PCR przedstawiano w postaci chromatogramu,

z ktorego odczytywano sekwencje analizowanego fragmentu DNA (Fig.34).

4.3.1 Polimorfizmy genu TNFRSF13B

Badania przeprowadzone w obrebie genu TNFRSF13B wykazaly obecnos¢ wszystkich opisa-
nych polimorfizméw: T27T, PO7P, V220A, P251L oraz S277S. Obecnos¢ tych polimorfizméw

wykazano zaréwno w grupach badanych jak i w grupie kontrolne;j.

Polimorfizm T27T (81 G — A)

Zamiana guaniny (G) na adenine (A) w miejscu 81 w egzonie 2 genu TNFRSF13B byla
najczesciej wystepujacym polimorfizmem. Obecnoé¢ polimorfizmu T27T w miejscu 81 stwier-
dzono w formie homo- badz heterozygoty u ponad 90% pacjentéw oraz u oséb z grupy kontrol-
nej. Zamiana nukleotydu G na A w miejscu 81 sekwencji nukleotydowej nie powoduje zamiany
aminokwasu w lancuchu aminokwasowym, poniewaz kodon zwierajacy guanine (ACG) jak i
polimorficzny kodon zawierajacy adenine (ACA) koduja treonine.

W grupie dzieci z CVID polimorfizm T27T w formie homozygoty stwierdzono u 16 dzieci,

a w formie heterozygoty u 4 dzieci (jedno dziecko nie miato polimorfizmu T27T). W grupie

69



Rysunek 33: Elektroforeza produktéw reakcji PCR pieciu egzonéw genu TNFRSF13B jednego

z pacjentow. MM — marker masowy, 1-5 — numery kolejnych egzonow.

pacjent 1 pacjent 2

Rysunek 34: Fragment chromatogramu 3 egzonu jednego z pacjentow.
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(a) Sekwencja prawidtowa

G G A G A G G 6 G
G G A c G G G G G
b) heterozygota T27T ¢) homozygota T27T

Rysunek 35: Polimorfizm T27T.

dzieci z izolowanym niedoborem IgA 11 pacjentéw bylo homozygotami pod wzgledem tego
polimorfizmu, natomiast 9 dzieci byto heterozygotami. W grupie dzieci z THI polimorfizm
T27T w postaci homozygoty stwierdzano u 9 dzieci, natomiast w postaci heterozygoty u 5
dzieci (jedno dziecko nie miato polimorfizmu T27T). W grupie dorostych z CVID polimorfizm
T27T wystepowat w formie homozygotycznej u 8 pacjentéw, natomiast w postaci heterozygoty
u 2 0s6b. W grupie kontrolnej 9 oséb bylo homozygotami pod wzgledem tego polimorfizmu,
4 osoby bylo heterozygotami, natomiast jedna nie posiadata tego polimorfizmu.

Analiza wynikéw u spokrewnionych chorych w grupie dzieci z CVID wykazala, ze u rodzen-
stwa jeden z braci byt homozygota a drugi heterozygota pod wzgledem polimorfizmu T27T
(Fig.35). W grupie z SIgAD analiza polimorfizmu T27T u spokrewnionych chorych wykazala,
ze w przypadku dwdéch siéstr polimorfizm wystepowal w postaci heterozygoty, natomiast u
obu braci z SIgAD w postaci homozygoty. Analiza polimorfizmu T27T w przypadkach ro-
dzinnego wystepowania SIgAD i CVID wykazala, ze cérka z SIgAD oraz matka z CVID sa

homozygotami pod wzgledem polimorfizmu.
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a) Sekwencja wystepujaca u wigkszosci ludzi b) Heterozygota P97P

Rysunek 36: Polimorfizm P97P.

Polimorfizm P97P (291 T — G)

Zamiana tyminy (T) na guanine (G) w miejscu 291 w egzonie 3 genu TNFRSF15B (poli-
morfizm P97P) nie powoduje zamiany aminokwasu w tafcuchu aminokwasowym, poniewaz za-
réwno kodon zwierajacy tymine (CCT) jak i polimorficzny kodon zawierajacy guanine (CCG)
koduja proline. Obecnosé¢ polimorfizmu P97P (formie homo- badz heterozygoty) stwierdzano
stosunkowo rzadko (okoto 5% dzieci z CVID oraz 7% dzieci z THI). Polimorfizm P97P zostal
znaleziony u jednego dziecka z CVID oraz jednego dziecka z THI. Na rysunku 36 przedsta-
wiono sekwencje bez polimorfizmu oraz sekwencje z polimorfizmem P97P u pacjenta z THI.

zadne z dzieci z SIgAD oraz THI, ani w grupie kontrolnej nie posiadaty tego polimorfizmu.

Polimorfizm V220A (659 T — C)

Zamiana tyminy (T) na cytozyne (C) w miejscu 659 w egzonie 4 genu TNFRSF13B
(polimorfizm V220A) powoduje zamiane aminokwasu w lancuchu aminokwasowym; kodon
zwierajacy uracyl (GUG) koduje waling, a polimorficzny kodon zawierajacy cytozyne (GCGQG)
koduja alanine. Obecnosé polimorfizmu V220A (formie homo- badZ heterozygoty) stwierdzano
stosunkowo rzadko (5% dzieci z SIgAD, 7% dzieci z THI, 7% o0séb z grupy kontrolnej). Poli-
morfizm V220A zostal znaleziony u jednego dziecka z SIgAD, jednego z THI i jednej osoby z
grupy kontrolnej. Na rysunku 37 przedstawiono sekwencje DNA genomowego bez polimorfi-

zmu oraz sekwencje z polimorfizmem V220A u pacjenta z THI.

Polimorfizm P251L (752 C — T)

Zamiana cytozyny (C) na tymine (T) w miejscu 752 w egzonie 5 genu TNFRSF13B
(polimorfizm P251L)) powoduje zamiane aminokwasu w tanicuchu aminokwasowym, poniewaz
kodon zwierajacy cytozyne (CCC) koduje proling, a polimorficzny kodon zawierajacy uracyl
(CUC) koduja leucyne. Obecno$é polimorfizmu P251L (formie homo- badZ heterozygoty)
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a) Sekwencja wystepujaca u wigkszosci ludzi b) Heterozygota V220A

Rysunek 37: Polimorfizm V220A.
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a) Najczesciej spotykany wariant w miejscu 752 b) heterozygota P251L

Rysunek 38: Polimorfizm P251L.

stwierdzono u 9% dzieci z CVID, 5% dzieci z SIgAD, 13% dzieci z THI, 20% dorostych z
CVID natomiast u zadnej osoby z grupy kontrolnej. W grupie dzieci z CVID polimorfizm
P251L w formie homozygoty stwierdzono u 1 dziecka, a w formie heterozygoty rowniez u 1
dziecka. W grupie dzieci z izolowanym niedoborem IgA jeden pacjent byl heterozygota pod
wzgledem tego polimorfizmu. W grupie dzieci z THI polimorfizm P251L w postaci homozygoty
stwierdzano u jednego dziecka, natomiast w postaci heterozygoty réwniez u jednego dziecka.
W grupie dorostych z CVID polimorfizm P251L wystepowal w formie heterozygoty u 2 oséb.

W grupie kontrolnej zadna z os6b nie miala tego polimorfizmu (Fig. 38).

Polimorfizm wystepowatl u jednego dziecka z CVID, ktérego siostra nie posiadala tego

polimorfizmu (rys. 39). Wszystkie przypadki polimorfizmu P251L to heterozygoty.

Polimorfizm S277S (831 T — C)
Zamiana tyminy (T) na cytozyne (C) w miejscu 831 w egzonie 5 genu TNFRSF13B byla

drugim, co do czestosci polimorfizm wykrywany w badanych grupach. Zamiana nukleotydu T
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a) Pacjentka z CVID — heterozygota P251L b) Pacjentka z CVID — brak polimorfizmu

Rysunek 39: Polimorfizm P251L u rodzenstwa z CVID.

hoder? b

a) Najczesciej spotykany wariant w miejscu 831 b) Heterozygota S277S

Rysunek 40: Polimorfizm S277S

na C w miejscu 831 sekwencji nukleotydowej nie powoduje zamiany aminokwasu w tancuchu
aminokwasowym, poniewaz zaréwno kodon zawierajacy uracyl (AUG) jak i polimorficzny
kodon zawierajacy cytozyne (ACG) koduja seryne. Obecno$é polimorfizmu S277S w miejscu
81 stwierdzono w formie homo- badz heterozygoty u 15% dzieci z CVID, 35% dzieci z SIgAD,
20% dzieci z THI, 30% dorostych z CVID oraz 20% oséb z grupy kontrolnej. Wiekszo$¢é oséb,
u ktoérych wykryto polimorfizm S277S byty heterozygotami.

U 18 dzieci z CVID wykazano najczesciej spotykany opisywany wariant (tymina w miej-
scu 831), natomiast polimorfizm S277S zaobserwowano u 3 dzieci z CVID. W grupie dzieci z
SIgAD polimorfizm S277S byt obecny u 7 dzieci. W grupie dzieci z THI polimorfizm S277S wy-
stepowal u 3% dzieci. W grupie kontrolnej u 3 oséb stwierdzano polimorfizm S277S (Fig.40).
W grupie dorostych pacjentéw z CVID, u 3 pacjentéw wystepowata guanina w miejscu 831,
natomiast u 7 dorostych z CVID wykazano polimorfizm S277S. Polimorfizmu S277S wystepo-
wal u jednego z braci chorych na CVID, natomiast drugi brat nie posiadal tego polimorfizmu
(Fig.41).

74



/MMW

a) Pacjent z CVID — brak polimorfizmu b) Pacjent z CVID — homozygota S277S

Rysunek 41: Polimorfizm S277S u braci z CVID.

4.3.2 Mutacje w genie TNFRSF13B

Przeprowadzone badania w obrebie genu TNFRSF13B wykazaly obecno$é¢ nastepujace mu-
tacji: C104R oraz A181E. Obecno$é tych mutacji stwierdzono jedynie u tréjki pacjentéow (z
SIgAD, z THI oraz z niejasng forma hipogammaglobulinemii), natomiast u zadnej z os6b z

grupy kontrolnej ich nie wykryto.

Mutacja C104R (310 T — C)

Zamiana tyminy (T) na cytozyne (C) w miejscu 310 w egzonie 3 genu TNFRSF13B
powoduje zmiane aminokwasu w tafncuchu aminokwasowym z cysteina na argining. Obec-
no$¢ mutacji C104R stwierdzono w formie heterozygoty u dwojki pacjentéw (Fig.42). Jeden
z pacjentow, 15 letni chlopiec, mial niedobdér SIgAD, natomiast druga pacjentka, 4 letnia
dziewczynka, zostata zakwalifikowana do grupy THI. Przed zakonczeniem badan poziomy im-

munoglobulin w surowicy tej pacjentki znormalizowaly sie.

Mutacja A181E (542 C — A)

Zamiana cytozyny (C) na adenozyne (A) w miejscu 542 w egzonie 4 genu TNFRSF13B
powoduje zmiane aminokwasu w tancuchu aminokwasowym z alaniny na glutamine. Obecnosé¢
mutacji A181E stwierdzono w formie heterozygoty u jednego pacjenta — dwu letniego chlopca
(Fig.43). U tego pacjenta w wyjsciowych badaniach stwierdzono niskie poziomy zaréwno IgG
jak i IgA, w kolejnych badaniach kontrolnych poziom IgG znormalizowal si¢, natomiast poziom
IgA pozostaje nadal niski.

Reasumujac, w badanych grupach pacjentéow jak i grupie kontrolnej stwierdzono wystepo-
wanie wszystkich z pieciu polimorficznych wariantéw genu kodujacego receptor TACI (T27T,
P97P, P251L, V220A oraz S277S). Polimorfizmy P97P, P251L, V220A oraz S277S wyste-

powaly u pacjentéw i w kontroli z czestoscia poréwnywalna, do opisywanej w literaturze.
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(a) Sekwencja prawidltowa
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b) Mutacja C104R u chlopca z SIgAD ¢) Mutacja C104R u chlopca z THI

Rysunek 42: Mutacja C104R u dziecka z SIgAD oraz z THI

6 T G G e G G T G 6 T ® ® A ® G T ®
a) Sekwencja prawidlowa b) Mutacja A181A

Rysunek 43: Mutacja A181E u pacjenta z wciaz niejasna forma hipogammaglobulinemii
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Natomiast polimorfizm T27T w postaci homo- badz heterozygotycznej stwierdzono w ponad
90% badanych przypadkow z jednakowa czestoScia w grupach pacjentéow jak i w grupie kon-
trolnej. Wyniki zasadniczo odbiegaja od danych w literaturze, ktore podaja czesto$¢ tego
polimorfizmu na poziomie okoto 40%. Znaczenie wykrytych mutacji u dzieci z SIgAD i THI
wymaga dalszych obserwacji celem stwierdzenia czy obecnos$¢ mutacji u tych pacjentéw moze

predysponowaé do rozwiniecia CVID w podzniejszym wieku.
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5 OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Badane zespoly niedoboréw odpornosci

Niektére formy hipogammaglobulinemii u dzieci takie jak: pospolity zmienny niedobér od-
pornosci (CVID), selektywny niedobér IgA (SIgAD), czy przejéciowa hipogammaglobulinemia
wieku dzieciecego (THI), charakteryzuja si¢ obecnoscia limfocytéw B we krwi obwodowej, a

ich patomechanizm nie zostal do konca poznany.

CVID jest stosunkowo czestym, niezwykle heterogennym zespotem niedoboru odpornoéci
humoralnej, ktérego patomechanizm pozostaje niejasny. U okolo 10-20% przypadkdw, klasy-
fikowanych wczesniej jako CVID, zidentyfikowano defekty genetyczne w obrebie TACI, CD19,
BAFF-R lub ICOS i wedlug najnowszej klasyfikacji zostaly one wylaczone z grupy CVID [104],
a pozostaly w niej jedynie przypadki hipogammaglobulinemii o wciaz nieustalonej etiologii.
Niedobér ten najczesciej ujawnia sie w trzeciej dekadzie zycia, ale pierwszy szczyt zachoro-
wan obserwuje si¢ miedzy 5 a 10 rokiem zycia. Czestos¢ zachorowan miedzy 1 a 5 rokiem
zycia jest przedmiotem wielu kontrowersji (niektérzy wiasnie ten przedzial wiekowy podaja
za pierwszy szczyt czestosci zachorowan) z uwagi na trudnosci diagnostyczne w réznicowaniu
z innymi formami hipogammaglobulinemii wystepujacymi w tym wieku.

Selektywny niedobér IgA (SIgAD) jest najczestszym niedoborem odpornosci humoralne;.
Patomechanizm uposledzonej produkeji IgA pozostaje wciaz niejasny. W 20-25% stwierdza
sie rodzinne wystepowanie CVID i selektywnego niedoboru IgA [61, 84, 144] oraz przypadki
rozwoju CVID z niedoboru IgA [41, 61]. Nie ma jak dotad kryteriéw diagnostycznych, umozli-
wiajacych wskazanie pacjentéw z SIgAD, u ktérych ryzyko przejscia tego niedoboru w postaé
CVID jest zwigkszone.

Kolejnym niedoborem odpornoéci wieku wczesnodzieciecego jest przejsciowa hipogamma-
globulinemia wieku dzieciecego (THI). Czestosé wystepowanie THI ciagle pozostaje przedmio-
tem kontrowersji, a rézne osrodki podaja rézne dane [39, 59, 63, 140, 146]. THI charakteryzuje
sie opOznieniem w rozpoczeciu syntezy immunoglobulin poza okres fizjologicznej hipogamma-
globulinemii [94], a nastepnie normalizacja ich poziomu miedzy drugim a piatym rokiem zycia
[18]. Przyczyny opdznionej syntezy immunoglobulin w THI oraz mechanizm samoistnej nor-
malizacji ich poziomu pozostaja nieznane. Do chwili obecnej u pacjentéw z THI nie zostaly
opisane zadne defekty genetyczne.

U dzieci z hipogammaglobulinemia pomiedzy 1 a 5 rokiem zycia najwieksze problemy
sprawia diagnostyka réznicowa CVID z THI. Pelnoobjawowa forma THI moze cechowaé sie
podobnym obrazem klinicznym oraz podobnym typem zmian parametréow immunologicznych

jak CVID. Kryteria diagnostyczne tych zespotéw chorobowych sa niejednoznaczne. Kryterium
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diagnostyczne CVID, za jakie uwazano upo$ledzong produkcje specyficznych przeciwcial po
szczepieniach, jest ostatnio kwestionowane bowiem u czeéci pacjentéw z CVID stwierdzono
prawidtowa reakcje na szczepienia — zatem prawidtowa synteza swoistych przeciwcial nie wy-
klucza rozpoznania CVID [54, 120]. Z drugiej strony, uposledzona produkcja specyficznych
przeciwcial nie wyklucza rozpoznania przejsciowej hipogammaglobulinemii, poniewaz u cze-
Sci dzieci z THI synteza swoistych przeciwcial po szczepieniach jest uposledzona [38, 155]. W
praktyce, w wielu przypadkach prawidlowa diagnoza mozliwa jest dopiero retrospektywnie
po dlugotrwalej obserwacji i wielokrotnych badaniach immunologicznych. THI jest rozpo-
znawane po stwierdzeniu normalizacji poziomu immunoglobulin, natomiast utrzymywanie sie
niskich pozioméw immunoglobulin powyzej 4-5 roku zycia przemawia za rozpoznaniem CVID.
U dzieci z THI poziom IgG zwykle normalizuje sie wcze$niej niz IgA, i u czesci dzieci z THI
mozna obserwowaé dtugo utrzymujace sie niskie poziomy IgA przy prawidlowych poziomach
pozostalych typéw immunoglobulin [94], co moze sprawiaé kolejny problemy w réznicowaniu
tego niedoboru z zespotem obnizonego poziomu IgA.

Opisane powyzej trudnosci w diagnostyce réznicowej omawianych form hipogammaglobu-
linemii s jedng z wielu przyczyn op6znien w postawieniu wlasciwego rozpoznania i wdrozenia
odpowiedniego leczenia. Wedtug danych z Wielkiej Brytanii op6Znienie w rozpoznaniu CVID
wynosi u dzieci okoto 3 lat [53], u dorostych okolo 6 lat, a wedlug innych danych nawet 10
lat. Brak wladciwego rozpoznania i w konsekwencji niepodjecie odpowiedniego leczenia moze
prowadzi¢ do ciezkich, zagrazajacych zyciu zakazen, nieodwracalnych zmian narzadowych a
nawet inwalidztwa. Wczesne rozpoznanie i wdrozenie odpowiedniego leczenia pozwala nato-

miast zapobiec wielu powiktaniom.

Patogenezie CVID po$wiecono wiele badan, jednak znakomita wigkszo$é¢ dotyczy oséb
dorostych. Do najczesciej opisywanych zmian u dorostych pacjentow z CVID nalezg zaburzenia
funkcjonalne lub/i iloSciowe w obrebie subpopulacji krazacych limfocytéw B [11, 30, 35, 71,
83, 115] oraz nieprawidlowa polaryzacja réwnowagi Thl/Th2 w kierunku Thl [17, 80, 90,
93, 95, 105]. Z defektéw genetycznych najczesciej opisywano mutacje w genie kodujacym
receptor TACI [27, 116], jednak ostatnio pacjentéw z tym defektem wytaczono z grupy CVID
[104]. Tlo$¢ doniesien opisujacych zmiany w zakresie powyzszych parametréw w niedoborach
odpornosci humoralnej u dzieci jest znacznie ograniczona, a w szczegdlnosci dotyczy to THI.

Przedmiotem niniejszej pracy bylo zbadanie oraz ustalenie znaczenia diagnostycznego i
prognostycznego wybranych parametréw immunologicznych u dzieci z CVID, SIgAD oraz
THI, ktére moglyby poméc w réznicowaniu i rokowaniu réznych form hipogammaglobuline-

mii przebiegajacych przebiegajacych z obecnoécia limfocytéw B we krwi obwodowej.
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Subpopulacje limfocytéw B

Z defektéw w obrebie krazacych subpopulacji limfocytéw B (zaburzen funkcjonalnych lub/i
ilo$ciowych), opisywanych u dorostych pacjentéw z CVID [11, 30, 35, 71, 83, 115], w pracy
tej wybrano oznaczanie poziomu poszczegdlnych subpopulacji obwodowych limfocytéw B, po-
niewaz testy in vitro, wskazujace na defekty funkcjonalne limfocytéw B, zwigzane sa z trud-
nosciami w standaryzacji procedur oraz brakiem znaczenia klinicznego [12, 115]. Analizie pod-
dano nastepujace subpopulacje limfocytéw B: dojrzate, dziewicze limfocyty B (CD19% /CD27~/
IgD™ /IgM™); limfocyty B pamieci (CD19" /CD27%) oraz ich subpopulacje — “class-switched”
limfocyty B pamieci (CD19"/CD27%/IgD~/IgM™) i krazace limfocyty B strefy brzeznej
(CD19%/CD27% /IgD™* /IgM™); oraz limfocyty B CD19%/CD21'°". W momencie rozpocze-
cia niniejszych badan brak byto danych na temat znaczenia klinicznego poziomu pozostatych
dwéch subpopulacji krazacych limfocytéw B (przejéciowych limfocytéw B oraz tzw. “class-
switched plasmablasts”) [108, 147], stad, w pracy tej, nie poddano analizie tych dwéch sub-

populacji.

Poziomy subpopulacji krazacych limfocytow B sa podstawa najczesciej stosowanych kla-
syfikacji CVID u dorostych pacjentéw: klasyfikacji “Freiburg” wedlug Warnatza i wsp. [147],
klasyfikacji Paryskiej, opracowanej przez Piqueras i wsp. [108] oraz klasyfikacji EUROclass
[151]. Wszystkie te klasyfikacje jako gléwne kryterium podzialu zastosowaly poziom “class-
switched” limfocytéw B pamieci, poniewaz opisano, ze u wigkszosci pacjentéow z CVID za-
burzone jest koncowe réznicowanie limfocytéw B [1]. Powyzsze klasyfikacje opieraja sie o
wartosci uzyskiwane u oséb dorostych. Nalezy jednak podkredlié, iz poziom krazacych sub-
populacji limfocytéow B jest parametrem zaleznym od wieku. We krwi pepowinowej nie ma
komérek B pamieci, okolo pierwszego roku zycia ich poziom powoli sie podnosi i okoto dru-
giego roku zycia osiaga 10-20% limfocytéw B. U dorostych komérki te stanowiag okoto 30-60%
wszystkich limfocytéw B, z czego polowe stanowia “class-switched” limfocyty B pamieci [82].
Zatem, z powodu zaleznosci poziomu poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw B od wieku,
powyzsze klasyfikacje maja ograniczone zastosowanie u dzieci. Dotychczas ukazata sie tylko
jedna praca (w roku 2009) [67] pos§wiecona poziomom subpopulacji limfocytéw B pamieci u
zdrowych dzieci [67]. Zaréwno w cytowanej pracy [67] jak i w niniejszym opracowaniu, wyka-
zano znaczne réoznice w poziomie subpopulacji limfocytow B u zdrowych dzieci w poréwnaniu
do norm opracowanych dla zdrowych dorostych. W niniejszej pracy wykazano bowiem, ze
poziom “class-switched” limfocytow B pamieci u niektorych zdrowych dzieci ponizej 10-tego
roku zycia jest nizszy od wartosci prawidtowych ustalonych dla zdrowych dorostych i wynosi
ponizej 6.5% limfocytéw B (dolna granica normy wedtug klasyfikacji EUROClIass), czy ponizej
0.4% wszystkich limfocytéw (dolna granica normy wedlug klasyfikacji “Freiburg”) (podobne
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wyniki uzyskat réwniez Huck i wsp. [67]). Natomiast poziom limfocytéw B CD21'°V u zdro-
wych dzieci jest znacznie wyzszy niz u zdrowych dorostych. Potwierdza to sugestie, ze wyniki
uzyskiwane u dzieci z hipogammaglobulinemig muszg by¢ poréwnywane z odpowiednio do-
brang wiekowo grupa kontrolna, a jak dotad ukazala si¢ tylko jedna praca, opublikowana w
roku 2009 (czyli po zakonczeniu badan dotyczacych powyzszej pracy), dotyczaca zakreséw
wartosci referencyjnych dla krazacych subpopulacji limfocytéw B z uwzglednieniem grup wie-
kowych [67]. W literaturze niewiele jest réwniez informacji na temat krazacych subpopulacji
limfocytéw B u dzieci z CVID (w pracy Huck i wsp w grupie dzieci z CVID jedynie jeden
pacjent byl ponizej piatego roku zycia) i praktycznie dotad nie ma badan obejmujacych to
zagadnienie w SIgAD czy THI.

Limfocyty B pamieci oraz “class-switched” limfocyty B pamieci

U okolo 80% dorostych pacjentéw z CVID stwierdza si¢ obnizony poziom “class-switched”
limfocytéw B pamieci (CD19" /CD271 /IgD ™~ /IgM ™), co wskazuje na zaburzona funkcje ogrod-
kéw réznicowania grudek chtonnych [151]. Huck i wsp. wykazali, ze réwniez u dzieci z CVID
mozna obserwowa¢ obnizone poziomy limfocytéw B pamieci, jednak w ich opracowaniu w
grupie pacjentéw z CVID tylko jeden pacjent mial mniej niz pigé lat, a zaden z pacjentéw nie
mial wykonanych ponownych badan kontrolnych [67]. W naszych badaniach u dzieci z CVID
mtodszych niz 4-5 lat wyniki badan subpopulacji limfocytéw B byly zblizone do danych
uzyskanych w wiekowo dobranej kontroli. Jednak, w przeciwienstwie do podobnej wiekowo
kontroli, u dzieci z CVID poziom limfocytéw B pamieci nie wzrastal z wiekiem, i u dzieci
starszych niz 5 lat stwierdzano zmiany podobne jak u dorostych pacjentéow z CVID czyli
obnizony poziom limfocytéw B pamieci oraz ich subpopulacji “class-switched” limfocytéw B
pamieci w poréwnaniu do kontroli. Sugeruje to zatem, ze dzieci z CVID rozwijaja odchylenia
w zakresie subpopulacji krazacych limfocytow B pamieci, zblizone do odchylen opisywanych u
dorostych z CVID, dopiero z wiekiem. U cze$ci mtodszych dzieci z CVID, u ktérych wyjsciowo
stwierdzano prawidlowe poziomy subpopulacji limfocytow B pamieci, w kolejnych badaniach
nie tylko nie wykazano wzrostu (co jest fizjologiczne), a wrecz spadki odsetka tych komérek.
Zmiany te byly prawdopodobnie zwigzane ze wzrostem catkowitej ilosci limfocytéw B CD197,
bez jednoczesnego wzrostu subpopulacji komoérek B pamieci, niz z obnizaniem sie liczby bez-
wzglednej samych limfocytéw B pamieci u tych dzieci. Nasze dane uzyskane w grupie dzieci
z CVID odbiegaja zatem od danych uzyskiwanych u dorostych pacjentéw z CVID. Nato-
miast dostepne dane literaturowe na temat dzieci z CVID [67] w pewnym stopniu zblizone sa
do danych uzyskanych w niniejszej pracy, jednak nasze badania jako jedyne obejmujg dzieci
mlodsze niz 5 lat i opisuja zmiany w czasie w kolejnych badaniach w obrebie limfocytow B

pamieci u danego dziecka.
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W grupie pacjentéw z SIgAD poziom limfocytéw B pamieci byt zblizony do dobranej wie-
kowo grupy kontrolnej, jak réwniez odsetek “class-switched” limfocytéw B pamieci w obrebie
wszystkich limfocytéw B. Jednak gdy subpopulacje ‘class-switched” limfocytéw B przedsta-
wiono jako odsetek jedynie limfocytéw B pamieci, stwierdzono odchylenia zblizone do tych,
obserwowanych u dzieci z CVID (odsetek “class-switched” komérek B pamieci nie podnosit
sie z wiekiem). U dzieci z SIgAD wykazano zatem pewne odchylenia w zakresie subpopulacji
limfocytow B pamiegci, czedciowo zblizone do tych, obserwowanych u dzieci z CVID. Podobien-
stwo w zakresie tego parametru pomiedzy CVID a SIgAD stanowi kolejny dowdd taczacy te
dwie jednostki chorobowe [60, 74, 145]. Pacjenci z SIgAD, u ktérych stwierdzono znacznie ob-
nizony odsetek “class-switched” limfocytéw B pamieci wymagaja zatem dalszych obserwacji,
umozliwiajacych wykazanie czy defekt ten nie predysponuje do przejécia selektywnego niedo-
bory IgA w uogdlniong forme¢ CVID. Jak dotad w literaturze nie ma danych wskazujacych na
zwiazek pomiedzy obnizonym odsetkiem tych komérek a zwigkszonym ryzykiem rozwiniecia

CVID.

U dzieci THI, w poréwnaniu do wiekowo dobranej grupy kontrolnej, nie wykazano zadnych
odchylen w zakresie limfocytéw B pamieci oraz ich subpopulacji “class-switched” limfocytéw
B w calym okresie trwanie hipogammaglobulinemii. Dane te potwierdzajg hipoteze, ze THI
jest raczej zwigzane z nieprawidlowa immunoregulacja niz z zaburzeniami w réznicowaniu

poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw B.

Przedstawione badania i ich wyniki sugeruja, ze w grupie dzieci z CVID, w przeciwienstwie
do THI, réznicowanie komérek B pamieci oraz ich subpopulacji “class-switched” limfocytéw
B jest nieprawidlowe, poniewaz u dzieci z CVID mlodszych niz 5 lat poziomy tych komérek
zblizone sa do pozioméw obserwowanych w grupie kontrolnej, natomiast u dzieci starszych
niz pie¢ lat obserwowano obnizenie poziomu tych komérek wzgledem grupy kontrolnej. Huck
i wsp. badal dzieci starsze niz 5 lat i wykazal jedynie, ze w grupie dzieci z CVID stwier-
dza sie obnizone poziomy subpopulacji limfocytéw B pamieci [67], natomiast nie wykazal on
dynamiki zmian w poziomie tych komérek w tej grupie pacjentéw. Huck sugerowal, ze obni-
zony poziom limfocytéw B pamieci moze by¢ pomocny w diagnozie CVID u dzieci, jednak
w badanej przez niego grupie wiekowej juz utrzymujace sie¢ niskie poziomy immunoglobulin
potwierdzaja diagnoze CVID, bez koniecznosci wykonania badan immunofenotypowych sub-
populacji limfocytéw B pamieci. Natomiast problemy diagnostyczne i terapeutyczne dotycza
dzieci mtodszych niz 5 lat, u ktérych niskie poziomy immunoglobulin stwierdza si¢ zaréwno
u dzieci z CVID jak i z THI. Powyzsze badania sa jak dotychczas jedynym opracowaniem
uwzgledniajacym retrospektywne analizy wynikéw uzyskanych u pacjentéw ponizej 5 roku
zycia z niejasng forma hipogammaglobulinemii. Uzyskane wyniki sugeruja ze, utrzymywanie

si¢ w kolejnych badaniach u dzieci z hipogammaglobulinemia oraz obecnymi krazacymi lim-
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focytami B, niskich pozioméw limfocytéw B pamieci i ich subpopulacji wskazuje raczej na
CVID niz THI, co moze byé¢ pomocne nie tylko w diagnostyce réznicowej, ale przede wszyst-

kim w terapii — w podjeciu lub nie decyzji o substytucji preparatami immunoglobulinowymi.

CD21" limfocyt B

W klasyfikacji “Freiburg” wedlug Warnatza z roku 2002, pierwszej klasyfikacji uwzgled-
niajaca poziom limfocytéw B CD19"/ CD21°% | opisywano komérki o tym immunofenotypie
jako komorki niedojrzate. W klasyfikacji EUROC]lass z 2008 roku, w celu lepszego scharakte-
ryzowania komérek wykazujacych niska ekspresje antygenu CD21, uwzgledniono dodatkowo
ekspresje antygenu CD38, i komérki o immunofenotypie CD19%/CD21'°"CD38!°" opisano
jako komorki aktywowane. Nie jest jednak do konca jasne na jakim stadium réznicowania
sg obecne we krwi obwodowej limfocyty B wykazujace niska ekspresje CD21. Moga to by¢
niedojrzale limfocyty B, ktére jeszcze nie posiadaja ekspresji CD21 [142], lub limfocyty B
aktywowane w oérodkach réznicowania, na ktérych powierzchni wtérnie doszio do obnize-
nie ekspresji tej czasteczki. Dodatkowo, pewne dane wskazuja, ze regulacja ekspresji CD21
na limfocytach B w warunkach fizjologicznych moze przebiegaé¢ zupelnie inaczej niz w wa-
runkach zaburzonej immunoregulacji [70], stad wzrost ilosci limfocytéw B o niskiej ekspresji
CD21 opisywany w pewnych schorzeniach (tj autoimmunizacja, pierwotne i wtérne niedobory
odpornosci) moze by¢ wynikiem odmiennych mechanizméw [8, 97, 98, 150]. By¢ moze obser-
wowany przyrost komoérek CD21'°% w zaleznoéci od stanu klinicznego pacjenta, odpowiada
innej funkcji uktadu immunologicznego i w istocie moga to by¢ komorki badz niedojrzate u
jednego pacjenta, badz aktywowane u innego, w innym stanie klinicznym. Ponadto, w innych
pracach pokazano, ze molekuta CD21 moze ulega¢ stabej ekspresji na réznych subpopulacjach
limfocytéw B, zaréwno na komérkach naiwnych jak i pamieci, a komérki CD211°% nie stanowia
odrebnej funkcjonalnie subpopulacji [70, 73].

Wyniki naszych badan wykazaly, ze u zdrowych dzieci poziom komérek CD19+/CD211w
jest znacznie wyzszy niz u zdrowych dorostych, co moze sugerowaé, ze komérki o niskiej
ekspresji CD21 sg jednak komérkami o charakterze niedojrzalym. Dodatkowo, obserwacja ta
wskazuje na znacznie ograniczone zastosowana w grupie pediatrycznej klasyfikacji opracowa-
nych dla dorostych pacjentow.

U czesci dorostych pacjentow z CVID, niezalezenie od typu klasyfikacji, wykazano wzrost
limfocytéw B o niskiej ekspresji CD21 [147, 151]. Nasze badania wykazaly, ze w grupie dzieci
z CVID, nie ma zadnych réznic w odsetku tych komérek w poréwnaniu do zdrowych dzieci.
U dzieci z CVID, nie wykazano zatem odchylen takich jak te, opisywane u oséb dorostych
z CVID. Ta obserwacja jest zgodna z faktem, ze u dorostych pacjentéw z CVID, u ktérych

obserwowano podwyzszony poziom CD21'°% limfocytéw B, choroba ujawniata si¢ statystycz-
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nie znamiennie czesciej w drugiej-trzeciej dekadzie zycia, w stosunku do pacjentéow, u ktérych
poziom tych komérek byl prawidlowy [151].

Zaréwno w grupie dzieci z SIgAD jak i w THI nie obserwowano zadnych réznic w zakresie
limfocytow B wykazujacych niska ekspresje molekuty CD21. Sugeruje to ograniczona przy-

datnosé oznaczania tego parametru w celach diagnostycznych.

Ekspresja receptoréw dla IL-12 i IL-18 na subpopulacjach limfocytéw T

Procedury pomiarowe wigkszosci parametrow stosowanych u dorostych pacjentéow z CVID
w celu wykazania polaryzacji réwnowagi Thl/Th2 w strone Thl [17, 80, 90, 93, 95, 105],
sg obarczone licznymi trudno$ciami w standaryzacji, a dodatkowo, w wiekszoSci nie maja
udokumentowanego znaczenia klinicznego. Jedynie wzrost ekspresji receptorow dla IL-12 i
IL-18 na poszczegdlnych subpopulacjach krazacych limfocytéw T (gtéwnie na subpopulacjach
limfocytéw T dziewiczych) ma udokumentowane znaczenie kliniczne — koreluje z tworzeniem
ziarniniakéw w wezltach chlonnych i $ledzionie [95]. Rozwazano, czy na obserwowany wzrost
ekspresji tych receptoréw cytokinowych u pacjentow z CVID nie jest wtorny do infekcji lub
terapii IVIG. Jednak, u pacjentéw z agammaglobulinemia Brutona, cierpiacych na podobne
typy infekcji i otrzymujacych taka sama terapie jak pacjenci z CVID, ekspresja receptorow
dla IL-12 i IL-18 nie jest podwyzszona [95]. Zatem malo prawdopodobne jest, by obserwo-
wana u pacjentéow z CVID dysregulacja ekspresji tych receptoréw byta wtorna do infekcji lub
regularnych wlewéw immunoglobulinowych. Ponadto, mato prawdopodobne jest by wtorny
wzrost ekspresji tych receptoréw miat ujawniac¢ sie wybiérczo na populacji dziewiczych limfo-
cytow T. Wydaje sie zatem, ze odchylenia w zakresie receptoréw cytokinowych u pacjentéw
z CVID sg raczej wynikiem zaburzonej immunoregulacji, niz nastepstwem prawidtowej od-
powiedzi immunologicznej na toczace sie w organizmie procesy zapalne czy tez substytucje

immunoglobulinows.

Ze wzgledu na udokumentowane znaczenie kliniczne badania ekspresji receptoréw cyto-
kinowych [95] oraz mozliwo$¢ uzyskania wynikéw o wysokiej powtarzalnosci, w niniejszych
badaniach wybrano wtasnie oznaczanie receptoréw dal IL-12 i IL-18 na subpopulacjach lim-
focytéw T CD4™" oraz CD8™ dziewiczych i pamieci, oraz oznaczanie odsetka poszczegdlnych
subpopulacji limfocytéw T wykazujacych ekspresje tych receptorow cytokinowych. Dotych-
czas nie zbadano zachowania sie receptoréow cytokinowych na subpopulacjach limfocytéw T
u dzieci z CVID, jak réwniez u dzieci z SIgAD ani THI.

W niniejszej pracy wykazano, ze poziom ekspresji receptoréw dla IL-12 oraz IL-18 w
obrebie poszczegdlnych subpopulacji limfocytéow T, nie jest parametrem zaleznym od wieku,

zatem dalszych analiz dokonywano bez uwzglednienia podgrup wiekowych badanych dzieci.
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Wykazano, ze u dzieci z CVID odsetek limfocytéw CD4" dziewiczych wykazujacych eks-
presje receptorow dla IL-12, podobnie jak u dorostych pacjentéw z CVID, byl wyzszy niz w
kontroli. R6znice pomiedzy dzieémi z CVID a kontrolg w poziomie pozostatych limfocytow
T z ekspresja receptoréow dla IL-12R i IL-18R nie byty statystycznie istotne. Wyzszy odse-
tek limfocytéw T CD4™" dziewiczych wykazujacych ekspresje IL-12R obserwowany u dzieci z
CVID wskazuje na przesuniecie réwnowagi Thl/Th2 w kierunku Thl u tych pacjentéw.

U dzieci z SIgAD stwierdzono, ze odsetek limfocytéw dziewiczych CD4™1 i CD8" z ekspre-
sja receptoréw dla IL-12 byt wyzszy zaréwno w poréwnaniu do kontroli jak i do pozostalych
badanych grup pacjentéw. Réwniez stopien ekspresji tych receptoréw na powyzszych subpo-
pulacjach komdrkowych, byl najwyzszy sposréd wszystkich badanych grup pacjentéw. Wysoki
odsetek oraz stopien ekspresji IL-12R na limfocytach T obserwowany w SIgAD, wykazuje na
najwieksze spoérod badanych grup pacjentéw zaburzenia w immunoregulacji w kierunku Th1.

W grupie pacjentéw z potwierdzona przejsciowa hipogammaglobulinemia, analiza ekspresji
receptoréw dla IL-12 i IL-18 na subpopulacjach limfocytéw T wykazala, ze zaréwno odsetek
limfocytéw T dziewiczych oraz pamieci CD4" i CD8T wykazujacych ekspresje receptoréw
dla IL-12 i IL-18, jak i poziom ekspresji tych receptoréw u wiekszoéci dzieci byty zblizone do
grupy kontrolnej, co moze si¢ okazaé pomocne w réznicowaniu THI i CVID.

Wydaje sie zatem, ze obserwacja poziomu subpopulacji limfocytéw T (gléwnie popula-
cji komorek CD4 dziewiczych), dodatnich pod wzgledem ekspresji receptoréw cytokinowych,
moze by¢ pomocna we wskazaniu posréd maltych dzieci z niejasng postacia hipogammaglobuli-
nemii, tych pacjentéw, u ktorych ryzyko rozwiniecia utrwalonej formy hipogammaglobulinemii
CVID jest wyzsze.

Ponadto, u dzieci z THI poziom IgG zwykle normalizuje sie szybciej niz IgA, dlatego u
czesei dzieci z THI mozna obserwowaé utrzymujace sie niskie poziomy IgA przy prawidlo-
wych poziomach pozostalych typéw immunoglobulin [94] — oznaczanie ekspresji receptoréw
cytokinowych na subpopulacjach limfocytéow T, moze pomdc we wskazaniu w grupie dzieci z
niskim poziomem IgA oraz prawidtowymi poziomami pozostatych klas przeciwcial w surowicy,
tych dzieci, u ktérych prawdopodobienstwo, ze niski poziom IgA nie wyréwna sie, a wrecz
przeciwnie — moze przejs¢ w posta¢ SIgAD, jest wyzsze. Niski poziom ekspresji receptoréw
cytokinowych u dzieci, u ktérych utrzymuja sie niskie poziomy IgA przy prawidlowych po-
ziomach pozostatych typéw immunoglobulin, moze sugerowa¢ THI, natomiast wysoki poziom

ekspresji tych receptorow, przemawia¢ moze raczej za SIgAD.
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Polimorfizmy oraz mutacje w genie kodujacym receptor TACI

Sposréd defektéw molekularnych opisywanych wezesniej u dorostych pacjentéw z CVID (TACI,
CD19, BAFF-R czy ICOS), w pracy tej wybrano ocene mutacje genu kodujacego receptor
TACI. Defekt ten wybrano ze wzgledu na jego stosunkowo czeste wystepowanie w grupie

CVID oraz stwierdzanie tego defektu u czesci pacjentéw SIgAD [56, 119].

U okoto 10-15% pacjentéow z CVID oraz u nieznacznej liczby pacjentéow z SIgAD, stwier-
dzono mutacje w genie kodujacym receptor TACI (transmembrane activator and calcium
modulator and cyclophilin ligand (CAML) interactor) [56, 119]. Jednak wigkszo$¢ danych
dotyczy dorostych pacjentéow. Jak dotad nie przeprowadzono podobnych badan w wigkszej
grupie dzieci z CVID, jak réwniez dzieci z SIgAD ani THI. W populacji polskiej brak jest
jakichkolwiek danych o czestosci wystepowania mutacji w genie TACI u pacjentéw z CVID
czy SIgAD.

Ostatnie badania przeprowadzone na duzej populacji pacjentéw oraz zdrowych dawcoéw
wykazaly, ze ze wszystkich wczesniej opisywanych defektéw genetycznych receptora TACI
(204insA, C104R, S144X, A181E, S194X, R202H), statystycznie istotny zwiazek z CVID maja
jedynie trzy typy mutacji: C104R, A181E oraz insercja adeniny w pozycji 204 [25, 107, 110]. U
0s6b z tym samym typem mutacji obserwuje sie réznorodny obraz kliniczny i przebieg choroby
[107]. Réznice dotycza takze poziomu immunoglobulin IgA i IgG w surowicy. Mutacje genu
kodujacego receptor TACI, moga objawiaé¢ si¢ w réznej formie — w jednej rodzinie ta sama
mutacja moze by¢ przyczyng izolowanego niedoboru IgA jak i CVID, a takze moze wystepo-
waé u zdrowych cztonkéw rodziny [116]. W badaniu jednej z rodzin obciazonej defektem genu
kodujacego receptor TACI stwierdzono, ze u cztonka rodziny z mutacja C104R poczatkowo
zakwalifikowanego do grupy SIgAD, w czasie trwania badan poziom IgG oraz IgA obnizyt
sie, stan kliniczny ulegl znacznemu pogorszeniu, w efekcie czego konieczna byta substytucja
immunoglobulinowa. Osoba ta zostala ostatecznie zakwalifikowana jako CVID [26]. Sugeruje
sie takze, ze forma SIgAD, ktéra nie jest zwigzana z mutacjami w genie TACI, moze nie by¢
obciazona ryzykiem przejscia w CVID [26]. Wydaje sie zatem, ze sam defekt receptora TACI,
bez wystapienia/wspolistnienia dodatkowych czynnikéw srodowiskowych i/lub genetycznych,
nie jest wystarczajacy do ujawnienia pelnego obrazu klinicznego, obserwowanego u pacjentéw
z CVID. Jednak do precyzyjnego okreslenia korelacji genotypowo/fenotypowych konieczne sa
jeszcze dalsze analizy, na wiekszej ilosci chorych [4]. Te hipoteze w pewnym stopniu potwier-
dza¢ moga wyniki uzyskane w powyzszej pracy. U zadnego z przebadanych dzieci z CVID nie
stwierdzono bowiem mutacji w genie kodujacym receptor TACI. Byé¢ moze jest to wynikiem
tego, ze w dzieciecej grupie z CVID wystepuje inny niz opisywany u dorostych pacjentéw z

CVID defekt, ktory powoduje wystapienie objawéw klinicznych juz w okresie niemowlectwa
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lub wczesnego dziecifistwa, bez koniecznosci wystapienia/oddzialywania dodatkowych czyn-
nikéw srodowiskowych, tak jak sie to opisuje u dorostych pacjentéw z defektem TACI. Jednak
z powodu zbyt matej liczebnosci grupy nie mozna wyciagnaé¢ definitywnych wnioskéw.

Poéréd dzieci z selektywnym niedoborem IgA mutacje w genie kodujacym receptor TACI
stwierdzono u jednego dziecka. Diagnoze SIgAD u tego pacjenta postawiono w wieku 9 lat,
po historii nawracajacych infekcji. U dziecka tego wykryto heterozygotyczna posta¢ muta-
cji C104R. Dziecko to nalezy obserwowaé pod katem przejscia selektywnego niedoboru IgA
w uogdlniong forme CVID, poniewaz, jak opisano powyzej, wydaje sie, ze defekt ten moze
predysponowaé do rozwiniecia w pozniejszym wieku CVID.

W grupie dzieci z potwierdzong przejéciowa hipogammaglobulinemia, u jednego dziecka
stwierdzono obecnos¢ heterozygotycznej mutacji C104R w genie kodujacym receptor TACI. W
trakcie trwania projektu, u dziecka tego poziom immunoglobulin wyréwnat sie w wieku 4 lat.
Mozliwe jest, ze u tego dziecka, dysfunkcja receptora TACI, ujawniajaca sie u tego pacjenta
w poczatkowym okresie umiarkowang hipogammaglobulinemia, zostala z czasem wyréwnana
przez inne mechanizmy regulujace proces produkeji immunoglobulin czy proces przetaczania
izotypu syntezowanych przeciwcial. Jednak nie wykluczone, ze pacjent ten w pdzniejszym
wieku, pod wplywem dodatkowych czynnikéw srodowiskowych i/lub genetycznych, z powodu
defektu receptora TACI, moze rozwinaé zespét CVID.

U innego, dwuletniego chlopca, z wciaz niejasng forma hipogammaglobulinemii wykryto
heterozygotyczna posta¢ mutacji A181E. U pacjenta tego w poczatkowych badaniach (okoto
pierwszego roku zycia) stwierdzano niskie poziomy zaréwno IgG jak i IgA, w kolejnych ba-
daniach kontrolnych poziom IgG znormalizowal sie, jednak poziom IgA pozostaje wciaz ob-
nizony. Pacjenta tego nalezy obserwowaé pod katem rozwiniecia czeSciowego niedoboru IgA,
lub jak powyzej, pod katem rozwiniecia w podzniejszym wieku uogélnionej postaci hipogam-
maglobulinemii — CVID.

U zZadnego pacjenta, u ktérego wykryto mutacje w genie kodujacym receptor TACI nie
stwierdzono odchylen w zakresie krazacych subpopulacji limfocytéw B, co jest zgodne z fak-
tem, ze receptor ten uczestniczy jedynie w konicowym réznicowaniu limfocytéw B (na etapie
komérek plazmatycznych) i nie wiaze si¢ z konkretnym typem odchylen w zakresie kraza-
cych subpopulacji limfocytéw B [151]. Potwierdza to dodatkowo fakt, ze u wigkszosci dzieci
z CVID, u ktérych obserwowano niskie poziomy limfocytéw B pamieci i ich subpopulacji
“class-switched”, wykluczono defekt receptora TACI.

7 powyzszych obserwacji wynika, ze ocena mutacji w genie kodujacym receptor TACI ma
ograniczone znaczenie kliniczne w doraznej diagnostyce dzieci z hipogammaglobulinemia o
niejasnej etiologii i stratyfikacji tych pacjentéw do grup podwyzszonego ryzyka rozwiniecia

utrwalonej formy niedoboru CVID lub SIgAD. Jednak nie jest wykluczone, ze obecnos¢ mu-
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tacji u danego pacjenta moze predysponowaé¢ do wystapienia choroby w pdzniejszym wieku,
zatem pacjent taki wymaga systematycznych badan kontrolnych. Niniejsze badania moga
sugerowaé ponadto, ze opisywane w literaturze wystepowanie mutacji w genie kodujacym re-
ceptor TACI u zdrowych oséb, nie cierpigcych obecnie z powodu zaburzen odpornoéci humo-
ralnej, mogtlo sie wigzaé¢ z umiarkowana hipogammaglobulinemia u tych os6b w dziecinstwie,
jednak z powodu braku jednoznacznych objawéw klinicznych lub problemoéw diagnostycznych
nie rozpoznano u tych oséb niedoboru odpornosci. Nie jest rowniez wykluczone, ze osoby te,
w pézniejszym wieku moga rozwinaé CVID, jako ze, przedzial wiekowy, w ktérym choroba
moze sie ujawnié, jest bardzo szeroki (pierwsze objawy moga wystapi¢ nawet okoto 70-80-go
roku zycia).

Ponadto, w niniejszej pracy stwierdzono wystepowanie wszystkich pieciu polimorficznych
wariantéw genu kodujacego receptor TACI (T27T, P97P, P251L, V220A oraz S277S), zar6wno
w grupach pacjentéw jak i grupie kontrolnej. Jednak dystrybucja pewnych polimorfizméw w
populacji polskiej jest inna, niz opisywano to do tej pory w literaturze. Najwieksze réznice
dotyczyly wystepowania polimorfizmu T27T. Wedlug danych literaturowych polimorfizm ten
wystepuje u 72% pacjentéw z CVID i u 40% oséb w grupie kontrolnej [116]. Wyniki uzy-
skane w niniejszej pracy zasadniczo réznig sie od danych opisywanych w literaturze, poniewaz
stwierdzono, ze polimorfizm T27T wystepowal w postaci homo- badz heterozygotycznej u po-
nad 90% przebadanych os6b, zaréwno w grupach pacjentéw jak i w grupie kontrolnej. Moze

to sugerowaé¢ pewng odmiennosé populacji polskie;j.
Powyzsze badania maja implikacje zaréwno diagnostyczne, terapeutyczne, jak i poznawcze,

bowiem rzucajg nowe $wiatto na patomechanizm dzieciecych form hipogammaglobulinemii

oraz na odmienny patomechanizm dzieciecej i dorostej postaci CVID.
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6 WNIOSKI

6.1

1.

Whioski wynikajace z badan subpopulacji krazacych limfocytéw B

Zakresy wartosci referencyjnych dla poszczegdlnych subpopulacji limfocytéw B opraco-
wane dla zdrowych dorostych nie moga by¢ stosowane u dzieci. Poziom limfocytéw B
pamieci oraz ich subpopulacji “class-switched” u zdrowych dzieci jest nizszy od poziomu
ustalonego jako prawidtowy dla zdrowych dorostych, natomiast poziom limfocytow B

CD21'°% jest wyzszy niz u zdrowych dorostych.

. W grupie badanych dzieci z pospolitym zmiennym niedoborem odpornosci (CVID) ana-

liza subpopulacji limfocytow B pozwalata wytonié dwie podgrupy. U mtodszych dzieci
z CVID, stwierdzono, ze w odréznieniu od dorostych z CVID, poziomy limfocytéw B
pamieci oraz ich subpopulacji “class-switched”, sa poréwnywalne do warto$ci w odpo-
wiednio dobranej pod wzgledem wieku grupie kontrolnej. W miare dorastania, poziom
tych komoérek w kontroli wzrasta, natomiast u dzieci z CVID nie tylko nie wzrasta,
ale u czedci dzieci nawet si¢ obniza. U dzieci starszych z CVID obserwuje si¢ zatem
(podobnie jak u dorostych z CVID), obnizony poziom limfocytéw B pamigci oraz ich
subpopulacji “class-switched” w poréwnaniu do odpowiedniej kontroli. Poziom limfocy-
tow B CD21°% byt poréwnywalny do odpowiednich wiekowo kontroli zaréwno w grupie
mlodszych jak i starszych dzieci z CVID. Nie stwierdzono opisywanego u oséb dorostych

z CVID podwyzszonego poziomu tych komorek.

U dzieci z selektywnym niedoborem IgA (SIgAD) poziom limfocytéw B pamieci byl
poréwnywalny do kontroli, natomiast odsetek limfocytéw “class-switched” w obrebie
populacji limfocytéw B pamieci byt obnizony (podobnie jak u starszych dzieci z CVID).
Nie obserwowano natomiast réznic w poziomie limfocytéw B z niska ekspresja molekuty

CD21 miedzy dzieémi z SIgAD a grupa kontrolna.

U dzieci z przej$ciowa hipogammaglobulinemia (THI), poziom limfocytéw B pamieci
oraz ich subpopulacji “class-switched” byl poréwnywalny do wiekowo dobranej grupy
kontrolnej, zar6wno w czasie trwania hipogammaglobulinemii, jak i po normalizacji
pozioméw immunoglobulin. Poziom tych komoérek u dzieci z THI wzrastat z wiekiem tak
jak w grupie kontrolnej. Nie obserwowano réwniez zadnych réznic w zakresie limfocytéw

B wykazujacych niska ekspresje molekuty CD21.

. Obserwacje prospektywne i wielokrotne badania pozioméw limfocytéw B pamieci oraz

“class-switched” limfocytow B pamieci u dzieci hipogammaglobulinemia o niejasnej etio-

logii pozwolilty na obserwacj¢ zmian czasowych w zachowaniu si¢ tych parametréw.
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6.2

6.3

Stwierdzono, ze utrzymujacy sie w kolejnych badaniach niski poziom tych komoérek
przemawia za CVID, a nie THI, co sugeruje przydatnosé¢ tych badan w réznicowaniu

THI i CVID u dzieci ponizej 5 roku zycia, co jak dotad jest niezwykle trudne.

Brak réznic w poziomie limfocytéw B CD21°% pomiedzy dzieémi ze wszystkich bada-
nych grup oraz grupa kontrolng pozwala na stwierdzenie o ograniczonej przydatnosci
oznaczania tego parametru w celach diagnostycznych u dzieci z hipogammaglobuline-

mia.

Whioski wynikajace z badan nad ekspresjg receptoréw cytokinowych
dla IL-12 i IL-18 na limfocytéw T CD4" i CD8" dziewiczych i pamieci

U dzieci z CVID jedynie odsetek limfocytéw CD4™ dziewiczych wykazujacych ekspresje
receptoréw dla IL-12 byl wyzszy niz w kontroli. Réznice pomiedzy dzie¢mi z CVID
a kontrolag w poziomie pozostalych limfocytéw T z ekspresja receptoréw dla IL-12R i

IL-18R nie byly statystycznie istotne.

. U dzieci z SIgAD odsetek dziewiczych limfocytéw CD4" i CD8Y z ekspresje receptoréw

dla IL-12 byl wyzszy zaréwno w poréwnaniu do kontroli jak i do pozostatych badanych
grup pacjentéw. Rowniez stopien ekspresji tych receptoréw na powyzszych subpopula-

cjach komérkowych, byt najwyzszy spoéréod wszystkich badanych grup pacjentéw.

U dzieci z THI, odsetek limfocytéw T zaréwno dziewiczych jak i pamieci CD4" i CD8*
wykazujacych ekspresje receptoréw dla 11.-12 i I1.-18, jak i poziom ekspresji tych recep-

toréw byty zblizone do kontroli.

Wyzszy odsetek i stopien ekspresji IL-12R na limfocytach T obserwowany w CVID i
SIgAD wykazuja na przesuniecie w tych schorzeniach réwnowagi Th1l/Th2 w kierunku
Thi.

. Uzyskane wyniki i istotne réznice w ekspresji IL-12R pomiedzy pacjentami z CVID a

grupa z THI i grupa kontrolna (w CVID wyzsza ekspresja il-12R niz w THI oraz kontroli)
sugerujg przydatnosé kliniczna tych badan w réznicowaniu THI i CVID u dzieci ponizej

5 roku zycia.

Whioski wynikajace z badan genetycznych struktury genu kodujacego
receptor TACI

. W grupie dzieci z CVID u zadnego z badanych pacjentéw nie stwierdzono defektu TACI

opisywanego u dorostych z CVID.

90



2. W grupie dzieci z SIgAD, u jednego pacjenta wykryto heterozygotyczna posta¢ mutacji
C104R w genie kodujacym receptor TACI. U dziecka tego nie stwierdzono odchylen w
zakresie krazacych subpopulacji limfocytéw B.

3. W grupie pacjentéw z THI u jednego dziecka stwierdzono obecno$¢ heterozygotycznej

mutacji C104R w genie kodujacym receptor TACI.

4. W grupie dzieci z wciaz niejasna forma hipogammaglobulinemii (zbyt krétki okres ob-
serwacji) w jednym przypadku wykryto heterozygotyczna postaé¢ mutacji A181E. U tego
pacjenta w wyjsciowych badaniach stwierdzono niskie poziomy zaréwno IgG jak i IgA,
w kolejnych badaniach kontrolnych poziom IgG znormalizowal sie, natomiast poziom

IgA pozostaje nadal niski.

5. W badanych grupach pacjentéw jak i grupie kontrolnej stwierdzono wystepowanie wszyst-
kich z pigciu polimorficznych wariantéw genu kodujacego receptor TACI (T27T, P97P,
P251L, V220A oraz S277S). Polimorfizmy P97P, P251L, V220A oraz S277S wystepo-
waly u pacjentéw i w kontroli z czestoScig poréwnywalna, do opisywanej w literaturze.
Natomiast polimorfizm T27T w postaci homo- badZ heterozygotycznej stwierdzono w
ponad 90% badanych przypadkéw z jednakowq czestoscig w grupach pacjentéow jak i w
grupie kontrolnej. Wyniki zasadniczo odbiegaja od danych w literaturze, ktore podaja

czestosé tego polimorfizmu okoto 40%.

6. Uzyskane wyniki sugeruja, ze badania mutacji w genie kodujacym receptor TACI u dzieci
z hipogammaglobulinemia o niejasnej etiologii maja ograniczone znaczenie kliniczne w
diagnostyce i réznicowaniu réznych form hipogammaglobulinemii u dzieci. Znaczenie
wykrytych mutacji u dzieci z SIgAD i THI wymaga dalszych obserwacji celem stwier-
dzenia, czy obecno$¢ mutacji u tych pacjentéw moze predysponowaé¢ do rozwiniecia

CVID w pdzniejszym wieku.

7. U pacjentéw, u ktérych wykryto mutacje w genie kodujacym receptor TACI nie stwier-

dzono zmian w obrebie krazacych subpopulacji limfocytow B.

Przedstawione wyniki badan wydaja sie by¢ istotne klinicznie, bowiem cze$¢ z nich moze
mieé znaczenie zaréwno diagnostyczne jak i prognostyczne u dzieci z réoznymi formami zabu-

rzen odpornoéci humoralne;j.
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