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2 Wprowadzenie

Astma oskrzelowa jest przewlekta chorobg zapalng oskrzeli, w ktérej bierze udziat wiele
rodzajéw komoérek oraz produkowanych przez nie mediatoréw. Stan zapalny btony sluzowej
drég oddechowych jest przyczyng nadreaktywnosci i odwracalnej obturacji, ktére prowadza
do nawracajagcych epizoddéw $wiszczagcego oddechu, dusznosci, Sciskania w klatce
piersiowej i kaszlu. Powyisza definicja, zawarta w raporcie NHLBI/WHO dotyczacym
strategii rozpoznawania, leczenia i prewencji astmy (Raport GINA — Global INitiative for
Asthma)! podkresla ztozone mechanizmy immunologiczne lezgce u podfoza astmy
oskrzelowej oraz napadowy charakter dolegliwosci, ktore pojawiajg sie po ekspozycji na
réznego rodzaju czynniki wyzwalajace (alergeny, infekcje). W badaniach czynnosciowych
ptuc u chorych na astme stwierdza sie niewydolnos¢ wentylacyjng typu obturacyjnego,
ktéra zmniejsza sie po zastosowaniu krotko dziatajgcego wziewnego B,-mimetyku i/lub po

leczeniu zwiekszonymi dawkami glikokortykosteroidéw (GCS).

2.1 Zapalenie i remodeling w astmie oskrzelowej

Przyczyng objawdw astmy oskrzelowej jest charakterystyczny stan zapalny oskrzeli, w
ktorym gtéwng role odgrywajg aktywowane limfocyty pomocnicze typu Th2 (T-helper cell),
pobudzone eozynofile i mastocyty oraz komodrki iNKT (invariant natural killer).? Warto
nadmienié, ze charakter zapalenia drég oddechowych jest bardzo podobny we wszystkich
typach klinicznych astmy. Aktywowane limfocyty Th2 produkujg cytokiny (IL-4, IL-5, IL-13 i
IL-10) odpowiadajgce za naptyw i aktywacje eozynofildw, powstanie typowego zapalenia w
oskrzelach i inne procesy zachodzace podczas reakcji alergicznych.>* IL-4 jest niewatpliwie
najwazniejszg z nich, gdyz ufatwia rdéznicowanie limfocytow Th2 i dalszg polaryzacje
odpowiedzi immunologicznej, a takze zmiane izotypu i produkcje IgE, immunoglobuliny
kluczowej dla reakgji alergicznych.”

Produkowane w nadmiarze mediatory zapalne powodujg: skurcz miesni gtadkich,
pobudzenie zakonczen nerwéw uktadu autonomicznego, zwiekszenie przepuszczalnosci
kapilar, oraz aktywacje nabtonka oddechowego i komadrek strukturalnych Sciany oskrzeli.

Wiele z nich, jak na przyktad biatka kationowe eozynofildw i reaktywne formy tlenu,



uszkadzajg komorki nabtonka oskrzelowego, natomiast enzymy proteolityczne pochodzenia
neutrofilowego uczestniczg w degradacji sktadnikéw macierzy zewnatrzkomaérkowej. Pod
wptywem urazu nabtonka dochodzi do zwiekszonego uwalniania mediatoréw aktywujgcych
fibroblasty, pobudzajagcych ich  proliferacje i wydzielanie biatek  macierzy
zewnatrzkomérkowej. ®’

Konsekwencjg przewlektego stanu zapalnego jest wiec przebudowa sciany oskrzeli (ang.
remodeling), zwigzana z odkfadaniem biatek macierzy zewngtrzkomérkowej (pogrubienie
btony podstawnej) i proliferacjg fibroblastéw, ktéra prowadzi do pogorszenia
niewydolnosci wentylacyjnej i utrwalenia obturacji. Dochodzi réwniez do przerostu
miesniodwki gtadkiej, rozplemu naczyn wtosowatych, gruczotéw btony podsluzowej oraz
wtékien nerwowych.8 Zmiany strukturalne w drogach oddechowych sg szczegdlnie nasilone
u chorych z dtugotrwatg astmg przewlektg ciezkg, chociaz mogg sie pojawiac¢ juz we

wczesnych etapach choroby, nawet u dzieci.’

2.2 Klasyfikacja kliniczna i fenotypy astmy

W klasyfikacji klinicznej uwzglednia sie stopien nasilenia objawdéw astmy, parametry
czynnos$ciowe funkcji ptuc oraz dzienne zuzycie krotko dziatajgcego B,-mimetyku. Ciezkos¢
astmy ocenia sie na podstawie obrazu klinicznego przed rozpoczeciem terapii, lub po
uwzglednieniu aktualnego schematu leczenia. Klasyfikacja tego typu jest nadal
wykorzystywana do oceny ciezkosci astmy w badaniach naukowych, nie jest jednak
zalecana do podejmowania decyzji terapeutycznych i monitorowania leczenia. W praktyce
klinicznej postepowanie w astmie opiera sie przede wszystkim na ocenie kontroli
objawoéw.

Celem przewlektego leczenia astmy oskrzelowej jest uzyskanie i utrzymanie dobrej
kontroli choroby, definiowanej jako: minimalne objawy dzienne i nocne, rzadkie
zaostrzenia, brak doraznych interwencji lekarskich, niewielkie zapotrzebowanie na leki
dorazne, brak ograniczenia aktywnosci zyciowej i prawidtowe wyniki badan czynnosciowych
ptuc. Jezeli pomimo leczenia nie udaje sie uzyska¢ dobrej kontroli choroby moéwimy o
astmie czesciowo kontrolowanej, lub niekontrolowanej. Nalezy pamietaé, ze astma
oskrzelowa jest chorobg ktdéra przebiega w sposéb dynamiczny, a objawy obturacji oskrzeli

nasilajg sie np. w okresach zwiekszonej ekspozycji na alergeny lub podczas infekcji.
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Pacjenci, ktdrzy w okresach zaostrzen wymagajg zwykle krétkotrwatego stosowania matych
lub $rednich dawek systemowych GCS, w okresach miedzy zaostrzeniami mogg skutecznie
kontrolowa¢ objawy stosujgc jedynie leki wziewne.

Dlatego tez schemat terapii dobiera sie na podstawie aktualnych objawéw klinicznych
(kontrola objawdw), oraz dotychczasowego leczenia (terapia stopniowana). Dobrg kontrole
choroby uzyskuje sie w wiekszosci przypadkéw stosujgc srednie lub wysokie dawki GCS
wziewnych w potgczeniu z dtugo dziatajagcym lekiem rozszerzajgcym oskrzela. W
przypadkach astmy przewlektej ciezkiej do opanowania objawéw wymagane jest
zastosowanie trzech lekéw (zwykle GCS wziewny, dtugo dziatajgcy B,-mimetyk wziewny i
doustny preparat teofiliny lub lek antyleukotrienowy), a w niektérych przypadkach
konieczne jest przewlekte leczenie matymi dawkami GCS doustnych.

Istnieje jednak szczegdlna grupa chorych u ktérych utrzymujg sie objawy astmy, czeste
zaostrzenia i obturacja oskrzeli pomimo zoptymalizowanego leczenia zgodnego z przyjetymi
wytycznymi. Ta niewielka grupa chorych z tzw. astma trudng, stanowi niespetna 10%
wszystkich przypadkéw choroby, stwarza olbrzymie problemy terapeutyczne i wymaga

, . T . 10,11
szczegdInej uwagi klinicystow.*”

2.3 Astma ciezka i trudna

Wedtug wytycznych ATS (ATS — American Thoracic Society) z 2000 roku® podstawg do
rozpoznania astmy trudnej jest brak optymalnej kontroli objawéw pomimo zastosowania
wysokich dawek GCS wziewnych. Zaproponowana definicja astmy trudnej obejmuje duze i
mate kryteria pozwalajgce na identyfikacje chorych z ciezkimi postaciami astmy (objawy,
czestos$¢ zaostrzen, leczenie, stopien obturacji) (Tabela 1). Rozpoznanie powinno by¢ jednak
poprzedzone co najmniej sze$ciomiesiecznym okresem obserwacji klinicznej.

Do rozpoznania astmy trudnej wymagane jest spetnienie jednego lub obu kryteriéw
duzych, a wiec (1) konieczno$é¢ stosowania wysokich dawek GCS wziewnych i/lub (2)

dtugotrwate stosowanie GCS doustnych, oraz przynajmniej dwdch kryteriéw mniejszych.
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Tabela 1. Kryteria rozpoznania astmy ciezkiej/trudnej* wg konsensusu ATS (2000).*

Duze kryteria
1. Zapotrzebowanie na doustne glikokortykosteroidy >50% dni w roku

2. Zapotrzebowanie na wysokie dawki glikokortykosteroidéw wziewnych

Mate kryteria

1. Koniecznos¢ dodatkowego stosowania leku kontrolujgcego objawy (dtugo dziatajgcego B,-
mimetyku, pochodne;j teofiliny, leku antyleukotrienowego)

Codzienne lub prawie codzienne stosowanie krétko dziatajgcego B,-mimetyku wziewnego
Utrwalona obturacja oskrzeli (FEV; <80% wartosci naleznej, dobowa zmiennos$¢ PEF >20%)

Co najmniej jedna wizyta w roku z powodu astmy oskrzelowej w szpitalu lub gabinecie
pomocy doraznej

5. Co najmniej trzy cykle leczenia glikokortykosteroidami doustnymi w roku

Natychmiastowe pogarszanie objawdéw przy probie redukcji dawki glikokortykosteroidéw
wziewnych lub doustnych o <25%

7. Epizod astmy zagrazajgcej zyciu w przesztosci

Do rozpoznania astmy trudnej wymagane 1 lub 2 duze i co najmniej 2 mate kryteria.

* pod warunkiem, ze wykluczono inne przyczyny objawdw, opanowano czynniki wyzwalajace zaostrzenia, a
chory stosuje sie do zalecen lekarskich.

2.4 Fenotypy astmy ciezkiej

Astma ciezka i trudna obejmuje wiele postaci klinicznych. Zaproponowany ostatnio
podziat na fenotypy opiera sie na danych klinicznych (wiek rozpoznania, dynamika
zaostrzen, atopia, nadwrazliwo$¢ na aspiryne, reaktywno$é na GCS), spirometrycznych
(utrwalenie obturacji oskrzeli), a nawet cytologicznych (typ zapalenia).

Biorgc pod uwage wiek w jakim pojawity sie pierwsze objawy wyrdznia sie chorych z
rozpoznaniem astmy ciezkiej w dziecinstwie (ang. early-onset), jak i w wieku pdzniejszym
(ang. late-onset). Wiekszos¢ przypadkéw astmy trudnej rozwija sie jednak dopiero w wieku
dorostym.”® Chorzy na astme oskrzelowa réznig sie takze pod wzgledem czestodci i
dynamiki zaostrzen. Jednym z typow astmy ciezkiej jest tzw. astma chwiejna (ang. brittle-
asthma), ktorej cechg charakterystyczng sg gwattowne zaostrzenia, pojawiajace sie w
okresach bardzo dobrej kontroli choroby. W innych przypadkach astma chwiejna objawia
sie wyjatkowo duzg zmiennoscig dobowa maksymalnych przeptywéw wydechowych (PEF).

U niektdrych pacjentow z wieloletnim wywiadem ciezkiej astmy dochodzi do trwatego

pogorszenia wydolnosci wentylacyjnej, wynikajgcego z zaawansowanej przebudowy



12

oskrzeli.** Jezeli pomimo optymalnego leczenia nasilona 1-sekundowa objeto$¢ wydechowa
(FEV1) wynosi mniej niz 75% wartosci naleznej méwimy o przewlektej utrwalonej obturacji
oskrzeli. Wykazano, ze przebudowa oskrzeli u chorych z péznym rozpoznaniem postepuje
szybciej prowadzac do zmian strukturalnych o podobnym nasileniu jak w wieloletnigj
astmie rozpoczynajacej sie w mtodym wieku.>*%*

Pomimo leczenia wysokimi dawkami wziewnych lub doustnych GCS u okoto 50% chorych
na astme ciezka utrzymuje sie zapalenie eozynofilowe drég oddechowych.*® Astma ciezka z
dominujgcy eozynofilig wystepuje czesciej przy rozpoznania late-onset, przede wszystkim u
chorych ze stabszg reakcjg na GCS i gorszymi parametrami czynnosciowymi p’fuc.17 W bfonie
$luzowe] oskrzeli u chorych na astmg ciezkg stwierdza sie dos¢ czesto zapalenie typu

19,20

neutrofilowego. Poniewaz GCS skutecznie zmniejszajg zapalenie eozynofilowe, a z

drugiej strony hamuja apoptoze neutrofiléw?*>*?

to typ nacieku zapalnego stwierdzanego w
drogach oddechowych odzwierciedla w pewnym stopniu skutecznos¢ przewlektej
steroidoterapii.

Biorgc pod uwage wiek pacjenta w ktédrym rozpoznano chorobe oraz rodzaj nacieku
zapalnego oskrzeli, chorych na astme ciezkg mozna podzieli¢ na cztery gtdwne fenotypy
kliniczne (Wenzel i wsp.*®). Astma rozpoczynajaca sie w dziecifistwie z obecnym naciekiem
eozynofilowym wskazuje na typowe zapalenie alergiczne Th2, z uposledzong wrazliwoscig
na GCS. Jezeli w ciezkiej astmie typu early-onset nie stwierdza sie eozynofilbw moze to
Swiadczy¢ o dobrej odpowiedzi zapalenia na GCS, ale przy wspdfistniejacej znacznej
przebudowie oskrzeli i nadreaktywnosci. Fenotyp astmy ciezkiej o pdznym poczatku z
zapaleniem eozynofilowym taczy cechy uposledzonej reaktywnosci na GCS i szybko
postepujgcej przebudowy oskrzeli. Wreszcie ostatni, najrzadszy typ ciezkiej astmy typu late-
onset, ale bez eozynofildw nie jest zwigzany z zapaleniem alergicznym typu Th2 i moze
stanowi¢ zupetnie odrebna chorobe (grupe choréb).?®

Niezaleznie od rodzaju klasyfikacji i stopnia zréznicowania fenotypowego astmy ciezkiej i
trudnej, o nasileniu objawéw choroby i wydolnos$ci wentylacyjnej ptuc decydujg dwa
podstawowe czynniki: (1) przebudowa oskrzeli, zalezna od wieku rozpoznania i czasu
trwania choroby oraz (2) reakcja na glikokortykosteroidy, zalezna od typu zapalenia w

drogach oddechowych i wrazliwosci poszczegdlnych komorek na GCS.
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2.5 Mechanizmy molekularne dziatania glikokortykosteroidéw

Syntetyczne GCS sg najskuteczniejszymi lekami przeciwzapalnymi kontrolujgcymi objawy
astmy oskrzelowej. Prekursorem wszystkich lekdw tej grupy jest kortyzol, naturalny steroid
pochodzenia nadnerczowego. Wszystkie GCS syntetyczne, réznigce sie znacznie cechami
biologicznymi i farmakologicznymi, powstajg w wyniku modyfikacji czgsteczki kortyzonu i

wprowadzenia dodatkowych grup funkcyjnych (Rysunek 1).%*

CH,OH 0
~OH
OH OH
o 0

prednizolon metyloprednizolon CHs

o] o}

dipropioniat beklometazonu budezonid flutikazon F

Rysunek 1. Wzory chemiczne kortyzolu i syntetycznych GCS stosowanych w leczeniu astmy (za wyjgtkiem
deksametazonu). Podstawowym elementem budowy wszystkich GCS jest szkielet pregnanowy zbudowany z
21 atomdw wegla. O aktywnosci glikokortykosteroidowej decyduje grupa OH w pozycji C-17 i C-21, oraz grupa
ketonowa C-3. Zaznaczono charakterystyczne cechy budowy poszczegdlnych zwigzkéw. Na podstawie pozycji
pismiennictwa 24 i 25, zmodyfikowano.

W astmie oskrzelowej stosowane sg dwie grupy GCS: wziewne i podawane
ogolnoustrojowo (doustnie lub dozylnie). Glikokortykosteroidy wziewne sg lekami
pierwszego wyboru u wszystkich chorych na astme przewlektg, bez wzgledu na stopien
ciegikos’ci.1 Stosowane w odpowiednich dawkach zmniejszajg stan zapalny i nadreaktywnos$é
oskrzeli, co w wiekszosci przypadkéw pozwala na dobrg kontrole objawdéw. Najczesciej

stosowanymi lekami z tej grupy sg dipropionian beklometazonu, budezonid i flutikazon oraz
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niedawno wprowadzony cyklezonid.” Silnie dziatajace GCS systemowe, prednizon i
metyloprednizolon, stosowane sg w zaostrzeniach astmy oraz w leczeniu przewlektym
astmy ciezkiej w razie trudnosci z uzyskaniem poprawy klinicznej po zastosowaniu
maksymalnych dawek lekéw wziewnych.

Glikokortykosteroidy dziatajg przeciwzapalnie i immunosupresyjnie poprzez mechanizmy
genomowe, ktére wynikajg z indukcji lub hamowania ekspresji gendéw zwigzanych z
regulacja odpowiedzi immunologicznej,26 oraz mniej poznane mechanizmy pozagenomowe,
niezalezne od transkrypcji. GCS wigzg sie z jednym rodzajem receptora GR (GR -
glucocorticoid receptor), zaliczanym do receptoréow jadrowych aktywowanych ligandem i
wystepujagcym we wszystkich tkankach organizmu. Gen receptora GR (NR3C1 — nuclear
receptor subfamily 3, group C, member 1) znajduje sie na chromosomie 5 (5931.3) i jest
zbudowany z 9 eksonéw. W procesie alternatywnego skfadania mRNA GR powstaje
funkcjonalna izoforma GRa (egzon 9a) i izoforma GRB (egzon 9B),%’ oraz kilka innych mniej
istotnych wariantéow transkrypcyjnych (Rysunek 2). Odkryto réwniez wiele izoform
biatkowych réznigcych sie strukturg odcinka N-koricowego, aktywnoscig i dystrybucja

tkankowa.”®*°

Aktywna transkrypcyjnie izoforma GRa, posiada ztozong, wielodomenowa strukture
(Rysunek 2). W odcinku N-kofncowym czgsteczki znajduje sie domena transaktywacji AF-1
niezbedna do regulacji ekspresji genéw. W dalszej kolejnosci znajduje sie domena wigzaca
DNA (DBD - DNA-binding domain), ktéra odpowiada za rozpoznawanie i przytgczanie
sekwencji GRE (GRE - glucocorticoid response element) w promotorach gendw. Koniec C
czgsteczki zawiera kilka czesciowo pokrywajacych sie regionéw: domene wigzgcg ligand
(LBD - ligand-binding domain),* miejsca wigzania biatek szoku cieplnego, sekwencje
sygnatu translokacji jadrowej,®* oraz druga domene transaktywacji AF-2. Rozmieszczenie
domen w czgsteczce GR ma kluczowe znaczenie dla funkcji réznych izoform receptora. Dla
przyktadu, niektére warianty translacyjne pozbawione regionu AF-1 majg inny profil

transaktywacji, a izoforma GRB nie ma w ogéle funkcjonalnej domeny LBD.*



15
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Rysunek 2. Struktura genu i uproszczona budowa czasteczki receptora glikokortykosteroidowego. Gen
receptora GR (NR3C1) znajduje sie na chromosomie 5 i jest zbudowany z 9 eksondw (1). Z powodu zmiennego
miejsca startu transkrypcji (2) oraz alternatywnego sktadania pierwotnego powstaje kilka rodzajéw mRNA (3),
w tym izoformy GRa i GR[. Powstajgca réwniez w niewielkiej ilosci izoforma GRy rdézni sie obecnoscig trzech
dodatkowych zasad miedzy eksonami 3 i 4. Na skutek alternatywnego startu translacji (4) powstaje gtdwna
izoforma GR-A oraz rzadki wariant GR-B (5). Receptor glikokortykosteroidowy podlega licznym
posttranslacyjnym modyfikacjom, w tym fosforylacji, ubikwitynacji i SUMO-ilacji (6).
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Receptor GR w warunkach spoczynkowych tworzy w cytoplazmie kompleks z biatkami
szoku cieplnego Hsp70 i Hsp90 (Hsp - heat shock proteins).>*** Kiedy lipofilne GCS
przenikng przez btone komodrkowa i potacza sie z czasteczkami GRa dochodzi do zmiany
konformacyjnej, w wyniku ktérej dysocjujg biatka Hsp, kompleks receptor-ligand
przedostaje sie do jadra komdrkowego i jako homodimer GRa/GRa tgczy sie z sekwencjami
GRE.*?®w dalszej kolejnosci przytgczajg sie inne czynniki transkrypcyjne oraz polimeraza
RNA. Z rejonami AF-1 i AF-2 receptora GR wchodzg w interakcje rézne koaktywatory, np.
SRC-1 (steroid receptor coactivator 1), ktérych zadanie polega na wzmocnieniu transkrypcji
i moze ttumaczy¢ zmienne efekty dziatania GCS w réznych typach komorek.?” Niektore
biatka powstatego kompleksu majg zdolno$¢ acetylacji histonédw, co prowadzi do
rozluznienia struktury nukleosomu i umozliwia rozpoczecie transkrypcji.38’39 W wyniku
opisanego wyzej procesu transaktywacji receptor GR aktywuje ekspresje tylko kilku genow
o wtasciwosciach przeciwzapalnych, takich jak anneksyna-1 (inhibitor fosfolipazy A2) oraz
receptor IL-1 typu Il (blokuje dziatanie IL-1).

Podstawowg funkcjg receptora GR jest hamowanie syntezy réznorodnych biatek
prozapalnych w mechanizmie tzw. transrepresji. Glikokortykosteroidy zmniejszajg w ten
sposob ekspresje wielu cytokin (IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-11, IL-12, IL-13, GM-CSF,
TNFa), chemokin (RANTES, IL-8, MIP-1a, MCP-1, eotaksyny), czasteczek adhezyjnych (ICAM-
1, VCAM-1) i metaloproteinaz macierzy (MMP-9). Mechanizm transrepresji polega na
interakcji receptora GR z czynnikami transkrypcyjnymi (AP-1, NF-kB, NFAT i niektére z
grupy STAT).>**° Ten sam mechanizm, obejmujacy w przypadku kompleksu receptora GR z
innymi czynnikami transkrypcyjnymi rowniez przytgczenie biatka p300/CBP i deacetylacje
histonéw, powoduje zmniejszenie ekspresji cyklooksygenazy-2 (COX-2)*' i indukowalne;j

syntazy tlenku azotu (iNOS).***3
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Rysunek 3. Genomowe i niegenomowe mechanizmy dziatania glikokortykosteroidéw. Efekty genomowe
zalezg od pobudzenia receptora GR. Po wniknieciu do komarki GCS wigze sie z receptorem GRa co zmienia
jego konformacje i powoduje odtgczenie biatek Hsp. Aktywny kompleks GCS/GR przedostaje sie do jadra
komorkowego i w procesach transaktywacji indukuje ekspresje gendéw zawierajacych sekwencje odpowiedzi
na steroidy GRE. Biatka kompleksu receptora GRa majg zdolnos$¢ acetylacji histonéw (HAT — histone
acetyltransferase) co utatwia rozpoczecie transkrypcji. Mechanizmy transrepresji polegajg na indukcji
aktywnosci HDAC (histone deacetylase) w obrebie komplekséw transkrypcyjnych i blokowaniu funkcji
czynnikéw transkrypcyjnych takich jak NF-kB (jak na rycinie) lub AP-1. Po zwigzaniu prozapalnej cytokiny z
receptorem dochodzi do fosforylacji blokujgcego biatka 1-kB, ktore odtgcza sie od aktywnego dimeru NF-kB.
Receptor GR wigze czynnik NF-kB hamujac tym samym ekspresje wielu gendw zwigzanych z odpowiedzig
zapalng. Efekty niegenomowe wynikajg ze zmian funkcji bton komdérkowych oraz pobudzenia btonowego
receptora mGR i sg wyzwalane przez wysokie dawki glikokortykosteroidow.
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2.6 Dziatanie przeciwzapalne GCS

GCS oddziatywujg na wiele etapdéw odpowiedzi immunologicznej, poczawszy od
nieswoistych mechanizméw obronnych mediowanych przez makrofagi i neutrofile, poprzez
aktywacje komodrek dendrytycznych (DC — dendritic cells) i prezentacje antygendw, a
skoriczywszy na pobudzeniu efektorowych limfocytow T.2%444

Przyczyng migracji granulocytow i limfocytéw do tkanek zmienionych zapalnie jest
zwiekszona produkcja chemokin (IL-8, MCP-1), oraz podwyzszona ekspresja receptorow
adhezyjnych (np. selektyny-E, ICAM-1). GCS hamujg ekspresje czgsteczek adhezyjnych na
powierzchni komoérek $rédbtonka®® i zmniejszaja synteze wiekszosci cytokin, w zwigzku z
tym blokujg zaréwno aktywacje jak i naptyw leukocytéw.*’

Skutkiem dziatania GCS jest rowniez zahamowanie funkcji fosfolipazy A2 i ekspresji COX-
2, a wiec obnizenie produkcji metabolitdw kwasu arachidonowego. GCS hamujg takze
poziom ekspresji zaréwno konstytutywnej jak i indukowanej NOS, co w konsekwencji
prowadzi do zmniejszenia perfuzji i obrzeku zmienionej zapalnie tkanki.*®

Glikokortykosteroidy wptywajg réwniez na procesy zwigzane z indukcjg swoistej
odpowiedzi immunologicznej. GCS hamujg réznicowanie i migracje komodrek DC,* a
podczas prezentacji antygendw zmniejszajg wydzielanie IL-12, co doprowadza do
polaryzacji odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2.* Dziatanie immunomodulujgce
tego typu wystepuje przy fizjologicznych stezeniach GCS, zastosowanie dawek
farmakologicznych wywotuje natomiast silny efekt immunosupresyjny zwigzany miedzy
innymi z hamowaniem proliferacji i indukcja apoptozy aktywowanych limfocytéw T.>° GCS
zmniejszajg synteze IL-2, gtdwnego czynnika wzrostu limfocytéw oraz wielu innych cytokin,
zaréwno typu Thl (IFNy) jak i Th2 (IL-4).

W przypadku zapalenia typu Th2 dziatanie przeciwzapalne GCS polega na zahamowaniu
aktywacji i proliferacji pobudzonych limfocytow T, oraz obnizeniu produkcji cytokin
pozapalnych (w tym IL-4, IL-5). GCS zmniejszajg réwniez ekspresje czasteczek adhezyjnych i

naciek eozynofilowy.
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2.7 Wptyw GCS na réznicowanie i funkcje limfocytéw regulatorowych

Limfocyty Treg (Treg — regulatory T-cells) stanowig wazng populacje limfocytéw o
funkcjach immunoregulacyjnych. Dzieli sie je na dwie podgrupy: limfocyty regulatorowe
naturalnie wystepujgce nTreg (nTreg — naturally occuring Treg) oraz limfocyty regulatorowe
indukowane na obwodzie (aTreg — adaptive Treg). nTreg powstajg w grasicy, a ich cecha
charakterystyczng jest wysoka ekspresja czynnika transkrypcyjnego FOXP3 (forkhead-
winged helix transcription factor-3) oraz taficucha o receptora IL-2R (CD25).>' nTreg
rozpoznajg przede wszystkim autoantygeny, a ich gtéwnym zadaniem jest hamowanie
limfocytéw autoreaktywnych poprzez bezposredni kontakt receptorowy oraz wydzielane
cytokin IL-10 i TGFp.

. Rysunek 4. Klasyfikacja limfocytéw
grasica ‘_I CD4+ Treg. (1) Limfocyty nTreg rdznicujg

AN CD8+ w grasicy obok dwdch gtéwnych linii

o W limfocytow T (Th CD4+ i Tc CD8+) z
2@ @ wspoélnego prekursora CD4+CD8+.
= (2) Limfocyty o fenotypie CD4/CD25-

N FOXP3- opuszczajg grasice jako

/ \ limfocyty pomocnicze naiwne. (3)
ggig';g: Naturalnie wystepujace limfocyty

\ ’ CD4/CD25+FOXP3+ wspottworzg
\ L pule krazacych limfocytow Treg. (4)

51 aTreg ,®\3 W tkankach obwodowych i po
- ( J stymulacji antygenowej limfocyty T

\ naiwne rdéznicujg do komdrek
Y efektorowych, pamieci i aTreg. (5)

S o

naive ( 4 )

Indukowalne Treg stanowiag
g‘;ﬂ‘;éagfsmh hfa.terogennq grupe Iimf.ocytéw.o
FOXP3+ roznych  fenotypach i  profilu

produkowanych cytokin.

W przeciwienstwie do nTreg, réznicowanie i ekspansja limfocytow aTreg odbywa sie
tylko w tkankach obwodowych, zalezy od stymulacji antygenowej oraz dziatania cytokin,
np. IL-2 i TGFB.52’53 aTreg roznicujg z limfocytdow T-naiwnych podczas prezentacji antygendw
przez tolerogenne komoérki dendrytyczne, rownolegle do typowej odpowiedzi typu Thl lub
Th2 zaleznej od immunogennych DCs. Limfocyty aTreg rozpoznajg rézne antygeny, a ich
cechg charakterystyczng jest produkcja duzych ilosci immunosupresyjnych cytokin IL-10

(tzw. limfocyty Trl) i TGFB (limfocyty Th3). aTreg stanowig niejednorodng grupe pod
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wzgledem markeréw powierzchniowych i funkcji, dodatkowo podczas réznicowania czesé z
nich uzyskuje typowy dla nTreg fenotyp CD4/CD25+FOXP3+.>*>°
Populacja CD4/CD25+ krwi obwodowej zawiera wiec zaréwno limfocyty nTreg FOXP3+

produkowane w grasicy, jak i znaczng ilo$¢ komdrek aTreg CD4/CD25"e"

réznicujgcych w
tkankach obwodowych z limfocytéw naiwnych lub pamieci (Rysunek 4).>®
Glikokortykosteroidy przyspieszajg rdznicowanie aTreg i zwiekszajg ich dziatanie

supresyjne. Barrat i wsp.”’

udowodnili, ze deksametazon zastosowany w pofaczeniu z
witaming D3 w hodowlach limfocytow T utatwia réznicowanie komérek regulatorowych
produkujgcych duze ilosci IL-10.>” Podobne wyniki uzyskano po zastosowaniu GCS z dtugo
dziatajacymi B,-mimetykami.® GCS zwiekszajg ponadto odsetek komoérek CD4/CD25+ i
ekspresje czynnika FOXP3 w limfocytach T—naiwnych.59'185 GCS uczestniczg wiec

prawdopodobnie w procesach obwodowej indukcji limfocytow regulatorowych o

charakterystycznym fenotypie CD4/CD25+FOXP3+.

N s
IL-10 IL-4

FOXP3 “ \_Tbet .~/
\ L . .-

@ T '

Y o
grasica IgE??

zapalenie typu Th2

Rysunek 5. Regulacja odpowiedzi immunologicznej typu Th2 u chorych na astme oskrzelowg leczonych
glikokortykosteroidami. (1) limfocyty regulatorowe naturalnie wystepujace (nTreg) i heterogenna grupa Treg
indukowalnych (aTreg; IL-10-secreting, TGFB-secreting, CD4/CD25highFOXP3+) dziatajg supresyjnie wobec
alergenowo/antygenowo swoistych komoérek Th2 na drodze bezposredniego kontaktu (2) i poprzez
wydzielane cytokiny. (3) Produkcja cytokin prozapalnych typu Th2 hamowana jest przez GCS, ktdrych
supresyjne dziatanie dotyczy réwniez innych komoérek nacieku zapalnego. (4) Limfocyty NKT promujg rozwdj
odpowiedzi immunologicznej w kierunku Th2, wptyw GCS na funkcje komoérek NKT nie jest znany. (5) GCS
zastosowane in vitro i in vivo indukujg powstawanie limfocytéw aTreg, réwniez o fenotypie CD4/CD25"e"
FOXP3+. L-hamowanie, J,-stymulacja.
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Uwaza sie, ze GCS wptywaja tylko na rdznicowanie limfocytéw aTreg (CD4/CD25+).
Leczenie GCS nie prowadzi bowiem do zwiekszenia odsetka limfocytow CD4/CD25+ w
grasicy i nie wptywa na uwalnianie naturalnych nTreg z tego narzadu.®

Coraz wiecej danych wskazuje, ze glikokortykosteroidy i limfocyty Treg odgrywaja
kluczowg role w regulacji odpowiedzi immunologicznej typu Th2. Korzystny wptyw GCS na
indukcje i funkcje Treg pozwala na odtworzenia stanu réwnowagi dynamicznej pomiedzy
aktywowanymi limfocytami T i komodrkami regulatorowymi, co jest niezbedne do

opanowania zapalenia astmatycznego i uzyskania kontroli objawdw astmy (Rysunek 5).

2.8 Wzgledna i prawdziwa steroidoopornos¢ w astmie oskrzelowej

Glikokortykosteroidy wziewne i systemowe stosowane zgodnie z przyjetymi zaleceniami
zmniejszajg stan zapalny drég oddechowych i pozwalajag na opanowanie objawéw u
wiekszosci chorych na astme oskrzelowa. Jednak chorzy na astme ciezkg i trudng
charakteryzuja sie zmniejszong wrazliwoscig na GCS i do uzyskania zadowalajacej kontroli
wymagajg czesto, oprocz maksymalnych dawek steroidéw wziewnych, réwniez
przewlektego stosowania GCS doustnych. Rdznice w reaktywnosci na GCS u chorych z
astma przewlektg ciezkg wynikajg z duzej zmiennosci fenotypowej, stopnia trwatej obturacji
oskrzeli oraz wrazliwosci samych komodrek stanu zapalnego na GCS.

U znacznej czesci chorych na astmg ciezkg udaje sie opanowaé objawy astmy po
zastosowaniu matych dawek GCS (< 7,5 mg/d prednizonu).? Jezeli do uzyskania
zadowalajgcej kontroli choroby potrzeba wiekszych dawek GCS, mdéwimy o astmie
steroidozaleznej. W wytycznych leczenia astmy i wiekszosci badan klinicznych warunkiem
rozpoznania ciezkiej astmy steroidozaleznej jest spetnienie czterech kryteridéw: (1)
utrzymujace sie przewlekte objawy astmy (o réznym nasileniu) i/lub czeste zaostrzenia,
ktére moga ogranicza¢ aktywnos¢ chorego pomimo (2) leczenia maksymalnymi dawkami
GCS wziewnych i (3) zazywania GCS w doustnych >6 miesiecy w roku w dawce >5 mg/d
(zwykle w przedziale 5-30 mg) w przeliczeniu na prednizon, (4) a préba redukcji dawek GCS
w tej grupie chorych powoduje nasilenie objawdw i pogorszenie wydolnosci wentylacyjnej

prowadzace do zaostrzenia astmy.22’61’62’63’64’65’66’67

# Zastosowana w pracy nomenklatura dotyczaca dawek GCS podawanych ogdlnie w przeliczeniu na prednizon (tj niskie
<7.5mg w ciggu doby, umiarkowane 7.5-30mg/d, wysokie 30-100mg/d, bardzo wysokie >100mg/d) wg. raportu EULAR.
Ann Rheum Dis. 2002:61;718-722
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Powaznym problemem terapeutycznym w astmie oskrzelowej jest bardzo rzadko
wystepujgca (<0,1% wszystkich chorych na astme) tzw. prawdziwa astma steroidooporna.
Ten typ astmy rozpoznawany jest gdy (1) u chorego z potwierdzong diagnoza astmy
oskrzelowej stwierdza sie (2) przewlekte ograniczenie sprawnosci wentylacyjnej z
porannym FEV; <70% wartosci naleznej i poprawg o przynajmniej 15% po zastosowaniu
krotko dziatajgcego B,-mimetyku oraz (3) brak poprawy porannego FEV; o co najmniej 15%
po tygodniu (niektérzy autorzy zalecajg 2 tygodnie) stosowania doustnego GCS w dawce
réwnowaznej 40 mg/d prednizonu.68 Z astma steroidooporng mamy do czynienia, jezeli nie
udaje sie uzyskac¢ zadowalajgcej kontroli choroby i poprawy w badaniach czynnos$ciowych,
mimo wielu tygodni stosowania wysokich dawek GCS doustnych.®”® Pacjentéw tych
charakteryzuje ciezki przebieg astmy i trudne do opanowania objawy, nagte i czesto

zagrazajgce zyciu napady dusznosci oraz znacznie uposledzona jako$é zycia.

U chorych na astme oskrzelowg stwierdza sie wiec pewne spektrum reaktywnosci na
glikokortykosteroidy, od bardzo dobrej odpowiedzi na GCS w astmie przewlektej
umiarkowanej, przez zmniejszong wrazliwos¢ w astmie steroidozaleznej, po nasilong
opornos¢ w astmie steroidoopornej. Dodatkowo, reaktywnosé na GCS moze sie zmienia¢ w
czasie choroby, a w niektérych przypadkach poprawia sie po zastosowaniu wyzszych dawek
GCS.”° Przewlekte stosowanie wysokich dawek GCS nie jest jednak mozliwe ze wzgledu na
duze ryzyko powaznych dziatan niepozadanych (osteoporoza, cukrzyca wtdrna, miopatia
posteroidowa, za¢ma i wiele innych).

Mechanizmy powstawania steroidoopornosci w astmy ciezkiej mogg by¢ bardzo rézne, a
ciezkos¢ objawdw i manifestacja kliniczna zalezy najpewniej od wielu innych czynnikow (np.
typu zapalenia i fenotypu astmy). Sama przyczyna uposledzonej odpowiedzi na GCS w
astmie steroidozaleznej jest w dalszym ciggu nieznana. Jak do tej pory wykazano, ze
uposledzona odpowiedZ na GCS nie zalezy od pierwotnych zmian struktury receptora GR
ani zaburzen farmakokinetyki lekéw steroidowych, ale jest konsekwencjg obnizonej
reaktywnosci niektérych komorek zapalnych w oskrzelach. U chorych na astme ciezka
steroidooporng wykazano zwiekszong ilo$¢ aktywowanych limfocytéw zaréwno w drogach
oddechowych, jak i we krwi obwodowej.”* Jest to posredni dowdd na utrzymujacy sie

(oporny na GCS) stan zapalny w oskrzelach. W tej grupie pacjentdw GCS stabiej hamujg
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7273,74,75 Wykazano ponadto zmiany na poziomie

rozne etapy aktywacji limfocytow in vitro.
molekularnym: zmniejszony transport jgdrowy i obnizone wigzanie receptoréw GR do
docelowych sekwencji w DNA,’® uposledzong acetylacje histonéw’’ oraz wyzsza aktywnoéé
niektérych  czynnikéw transkrypcyjnych.78’79 Przyczyng  wielu  wymienionych
nieprawidtowosci moze byé obnizona aktywnosc receptora GR wynikajgca ze zwiekszonej

ekspresji hamujacej izoformy B.

2.9 Kontrowersyjna rola izoformy GRB w powstawaniu steroidoopornosci

Dwie najwazniejsze izoformy GR to (1) grupa aktywnej transkrypcyjnie izoformy GRa
oraz (2) grupa nieaktywnej/hamujacej izoformy GRB,*®' ktére réznig sie dtugoscia
tancucha aminokwasowego oraz strukturg C-koricowej domeny LBD. W izoformie GRa
(wariant A: 777 aminokwaséw) ekson 9a koduje helisy H11 i H12 domeny wigzacej ligand,
ktéra moze przytaczaé GCS i dziata transaktywacyjnie (AF-2).*° W izoformie GRB (wariant A:

742 aminokwaséw) koncowy ekson 98 koduje tylko 15 aminokwaséw. Skrécona domena

27,32,82

LBD traci zdolnos¢ wigzania GCS, ale uzyskuje za to unikalne wfasciwosci blokujgce

(dominant-negative activity) w stosunku do GRa (Rysunek 6).

Zmiana struktury w rejonie C-terminalnym powoduje, ze wariant B nie przytgcza GCS ale

32,83

moze przedostawac sie do jgdra komédrkowego. GRp przytacza sie do sekwencji GRE w

genach regulowanych przez GCS, jednak nie indukuje ich transkrypcji. Tego typu

blokowanie na poziomie DNA nie hamuje funkcji aktywnego kompleksu GRa/GRa, ktéry ma

84,85

znacznie wieksze powinowactwo do GRE. GRB moze tworzy¢ heterodimery z

funkcjonalng formg GRa, co hamuje transport jgdrowy aktywowanego przez GCS receptora

GR.2#%® powstajace w ten sposéb kompleksy GRa/GRB maja inng budowe i stabsze

8788 Dodatkowo, GRB moze przytgczac niektdre koaktywatory,

dziatanie transaktywacyjne.
co zmniejsza aktywno$¢ komplekséw transkrypcyjnych GRE (Rysunek 7).2° Zwiekszona

ekspresja GRB moze wiec zahamowac dziatanie transaktywacyjne GCS.



24

GRa s B

NH, l[pBD| | LBD | fcoow
GR

NH, lpBD| | LBD [-COOH

L733
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Rysunek 6. Struktura domeny LBD izoform a i B receptora GR. (1) schemat liniowy budowy czasteczek GR,
(2) modele przestrzenne domen LBD receptora GRa w potgczeniu z deksametazonem i izoformy GRB
(oznaczono pozycje aminokwaséw 733 i 734). Kolorem czerwonym oznaczono cze$¢ faricucha
aminokwasowego wspdlnego dla a i p (525-727), kolorem zéttym rejon niehomologiczny (728-742, helisa H11
w przypadku izoformy GRa), kolorem zielonym helise H12 obecng jedynie w izoformie GRa (743-777).
Rysunek na podstawie pozycji piSmiennictwa 82, zmodyfikowano. DEX — deksametazon.

Blokowanie efektdw transaktywacyjnych GR pozostaje w relacji do bezwzglednej ilosci
izoformy B i stosunku GROL/GRB.84 Nadmiar GRB skutecznie hamuje funkcje wfasciwego
receptora GRa w wielu modelach in vitro. Jednak wyniki badan laboratoryjnych nalezy
interpretowa¢ w kontekscie zastosowanego ukfadu eksperymentalnego i metody oceny

90

ekspresji.” W niektdrych badaniach wykorzystujacych transfekcje linii komdérkowych,

zwiekszenie ilosci GRB nie blokowato proceséw transaktywacji. 91,92,98

Zasadnicze dziatanie przeciwzapalne GCS polega jednak na transrepresji, czyli
hamowaniu funkcji réznych czynnikdw transkrypcyjnych, w mniejszym zas stopniu zalezy od
transaktywacji. W badaniach oceniajgcych transrepresje gendéw zwigzanych z zapaleniem
wykazano, ze zwiekszenie ilosci GRB nie hamuje transrepresji czynnikéw AP-1 i NF-kB?%3
nie wptywa rowniez na aktywnos¢ promotora genu /L-2 oraz wydzielanie tej cytokiny przez

aktywowane limfocyty (Rysunek 7).%*
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otoczka jadrowa

GRB

| transaktywacja - transrepresja

Rysunek 7. Mechanizm dziatania izoformy GRB. (1) Glikokortykosteroidy wigzg sie jedynie z homodimerami
GRo/GRa. Izoforma GRB moze migrowac na teren jagdra komdrkowego w postaci komplekséw z Hsp. (2) GRB
blokuje sekwencje GRE w genach docelowych, tworzy réwniez heterodimery z GRa. (3) Kompleksy GRa/GRB
maja stabsze dziatanie transaktywacyjne. (4) GRB sekwestruje niektére sktadniki kompleksu transkrypcyjnego
(np. GRIP-1). (5) Dane na temat mechanizmoéw transrepresynych sg niejednoznaczne. Wiekszo$é badan in
vitro wyklucza jakikolwiek wptyw GRB na aktywnos¢ NF-kB (na rycinie) lub AP-1.

lzoforma GRa ulega ekspresji we wszystkich komodrkach organizmu, a ilos¢
funkcjonalnego GR zalezy od typu tkanki, jest ponadto regulowana przez same GCS i
niektore cytokiny.94 Chociaz mRNA GRp stwierdzono we wszystkich badanych tkankach, to
ilos¢ bezwzgledna kopii MRNA tej izoformy jest zawsze znacznie mniejsza w poréwnaniu do
GRa.>*8%% Réwniez biatko GRB wykrywano w matej ilosci tylko w komdrkach
nabtonkowych,’® neutrofilach i limfocytach,”’ podczas gdy izoforme GRa stwierdza sie w

znacznych ilosciach we wszystkich komérkach.*®

U chorych z rozpoznaniem ciezkiej astmy steroidoopornej stwierdzono zwiekszong

ekspresje izoformy GRB w niektérych komdrkach stanu zapalnego drég oddechowych. %
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Ponadto, ekspresja GRP zwieksza sie pod wptywem dziatania cytokin pozapalnych IL-2 i IL-
4. Nadmiar hamujacej izoformy GRB w stosunku do funkcjonalnej izoformy GRa moze
obnizyé reaktywnos¢ limfocytdw na GCS i doprowadzié¢ do powstania steroidoopornosci.

Nie wiadomo jak do tej pory, czy jakiekolwiek zmiany ekspresji GR wystepujg u chorych z
astma steroidozalezng. Zmniejszenie ilosci izoformy GRa, lub indukcja izoformy GRB w
komodrkach krwi obwodowej mogtyby ttumaczyé zaréwno koniecznos¢ stosowania wysokich
dawek GCS (przetamanie opornosci) jak i zaburzong odpowiedz limfocytow w testach
czynnos$ciowych in vitro. Wydaje sie, ze przeprowadzenie badan poréwnujgcych poziom
ekspresji izoform GR u chorych réznigcych sie ciezkoscig astmy jak réwniez w astmie
steroidozaleznej mogtoby wyjasni¢ ten proponowany mechanizm zmniejszone wrazliwosci
na GCS. Dodatkowo w ostatnich latach pojawity sie doniesienia kwestionujgce znaczenie
GRB w rozwoju opornosci na GCS.'°*'% Nie wiadomo réwniez, czy u chorych na astme
steroidozalezng dochodzi do zmniejszenia reaktywnosci limfocytow na GCS (podobnie jak w
ciezkiej astmie steroidoopornej). Ostatecznie, jak do tej pory nie zbadano czy istnieje
jakakolwiek zaleznos¢ miedzy reaktywnoscia na GCS (réwniez ekspresjg izoform GR), a
frakcjg komadrek regulatorowych w warunkach in vivo.

Gtéwnym celem tego badania jest ustalenie czy u chorych na astme ciezka
steroidozalezng dochodzi do obnizenia wrazliwosci limfocytdw na GCS, a jezeli tak, to czy
wynika to ze zmian w ekspresji izoform GR. Drugim celem pracy jest zbadanie, czy
stosowanie systemowych GCS w tej grupie chorych wptywa na ilo$¢ limfocytow

regulatorowych CD4/CD25"e".
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Hipoteza badawcza

Wzgledna steroidoopornos¢ w astmie ciezkiej steroidozaleznej wynika ze zwiekszonej

ekspresji izoformy B receptora GR w limfocytach, co prowadzi do zmniejszenia

reaktywnosci limfocytéw T na GCS in vitro oraz zahamowania indukcji limfocytéw

regulatorowych Treg.

=Y

Cele pracy

Ocena fenotypowa i charakterystyka kliniczna pacjentow z astmg ciezka i trudng

leczonych przewlekle systemowymi GCS.

Ocena odsetka aktywowanych limfocytow T oraz limfocytéw regulatorowych
CD4/CD25+ krwi obwodowej u chorych na astme rdznigcych sie stopniem nasilenia

choroby i reaktywnoscig na GCS.

Zbadanie zaleznosci miedzy badanymi markerami aktywacji krazgcych limfocytow, a

parametrami spirometrycznymi oraz stopniem nasilenia objawdw astmy.

Zbadanie tempa spontanicznej i indukowanej przez deksametazon apoptozy limfocytéw

krwi obwodowej w hodowli in vitro.

Zbadanie poziomu ekspresji antygenéw aktywacyjnych (CD69, CD25, HLA-DR, CD40L)
oraz tempa proliferacji limfocytow krwi obwodowej stymulowanych mitogenem (PHA),
a takze wptywu deksametazonu na procesy aktywacji limfocytéow izolowanych od

chorych réznigcych sie wrazliwoscig na GCS.

Zbadanie  poziomu ekspresji mRNA izoform GRa i GRB receptora
glikokortykosteroidowego w komérkach jednojadrzastych krwi obwodowej u chorych

na astme réznigcych sie ciezkoscig choroby i wrazliwoscig na GCS.
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5 Materiat i metody

51 Kryteria wiaczenia do badania i charakterystyka grup

Do badania wtgczono 15 chorych na astmg przewlektg umiarkowang oraz 25 chorych na
astmga przewlekty ciezka i/lub trudng w wieku od 18 do 65 lat, ktdrzy pozostawali w opiece
ambulatoryjnej Il Katedry Choréb Wewnetrznych. Grupe kontrolng stanowito 11 zdrowych
ochotnikéw (pracownicy Il Katedry Choréb Wewnetrznych) w podobnym wieku jak chorzy
na astme. Do badania kwalifikowano chorych z rozpoznaniem astmy oskrzelowej wedtug
kryteridw GINA, tzn. z typowymi objawami klinicznymi i udokumentowang w badaniu
spirometrycznym (w okresie poprzedzajgcego roku) obturacja drég oddechowych z
odwracalnoscig 212% FEV,, z optymalng kontrolg choroby, oraz co najmniej 2-3 miesigce
bez zaostrzenia astmy (kryteria w tabeli, Tabela 2). Chorych z astma ciezkg i trudng
kwalifikowano na podstawie kryteridow GINA oraz ATS.*? Warunkiem wtaczenia do badania
byto przede wszystkim uzyskanie dobrej (optymalnej) kontroli choroby przy stosowaniu
mozliwie najnizszych dawek systemowych GCS. W kilku przypadkach, po konsultacji z
prowadzacym chorego alergologiem, zmodyfikowano leczenie w celu poprawy kontroli
objawow (najczesciej zwiekszano dawke GCS lub wprowadzano dtugo dziatajgcy lek
rozszerzajgcy oskrzela). Pacjentdéw, ktérym zmieniono dawkowanie lekéw wigczano do
badania po miesigcu dodatkowej obserwacji klinicznej. W przypadku chorych z czestymi
zaostrzeniami astmy, do badania kwalifikowano nie wczes$niej niz 2 miesigce od zaostrzenia
choroby, po zastosowaniu typowego schematu redukcji dawki doustnych GCS i leczonych
przynajmniej 2 tygodnie metyloprednizolonem w optymalnej dawce dobowej. Waznym
kryterium byto réwniez niepalenie papierosdw (przynajmniej od 6 miesiecy, oraz mniej niz

10 paczko/lat w wywiadzie).
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Tabela 2. Kryteria wtgczenia do badania

Astma przewlekta ciezka lub astma trudna

chorzy z potwierdzonym rozpoznaniem astmy przewlektej ciezkiej i/lub astmy trudnej

w okresie optymalnego leczenia i dobrg kontrolg choroby tzn.: minimalnymi objawami nocnymi, bez zaostrzenia i
doraznej interwencji lekarskiej w ciggu ostatnich 2 miesiecy, oraz niewielkim zapotrzebowaniem na B,-mimetyk
stosowany doraznie

z wykluczong inng chorobg ptuc, oraz swiezg lub przebytg w okresie poprzedzajgcych 30 dni infekcja uktadu
oddechowego

niepalacy (>6 miesiecy) lub mniej niz 10 paczko/lat w wywiadzie

nie bedacy w trakcie odczulania (ewentualnie ostatnia dawka szczepionki przed 2 miesigcami)

leczonych glikokortykosteroidem wziewnym w sredniej dawce dobowej 1000-2000 dipropioniatu beklometazonu lub
rownowazng dawka innego steroidu wziewnego (flutikazon 500-1000 ug/d; budezonid 800-1600 ug/d)

leczonych aktualnie (co najmniej od 3 miesiecy) oraz przez >6 miesiecy w poprzedzajgcym roku

glikokortykosteroidem doustnym w dobowej dawce 24mg metyloprednizolonu (25mg prednizonu)

Astma przewlekta umiarkowana

chorzy z potwierdzonym rozpoznaniem astmy przewlektej lekkiej lub umiarkowanej

w okresie optymalnego leczenia i bardzo dobrg kontrolg choroby tzn.: minimalnymi objawami dziennymi i nocnymi,
bez zaostrzenia choroby i doraznej interwencji lekarskiej w ciggu ostatnich 3 miesiecy, z niewielkim
zapotrzebowaniem na B,-mimetyk stosowany doraznie (najlepiej bez koniecznosci stosowania, ewentualnie < 2 razy
na dobe)

prawidtowymi parametrami spirometrycznymi (FEV, i PEF po leku rozkurczowym >80% naleznej; dobowa zmiennosé
PEF <20%) w okresach miedzy napadami dusznosci

z wykluczong inng choroba ptuc, oraz swiezg lub przebyta w okresie poprzedzajacych 30 dni infekcjg uktadu
oddechowego

niepalgcy (>6 miesiecy) lub mniej niz 10 paczko/lat w wywiadzie

nie bedacy w trakcie odczulania (ewentualnie ostatnia dawka szczepionki przed 2 miesigcami)

leczonych glikokortykosteroidem wziewnym w $redniej dawce dobowej 500-2000 dipropioniatu beklometazonu lub

réwnowazng dawka innego steroidu wziewnego (flutikazon 250-1000 ug/d; budezonid 400-1600 ug/d)

Zdrowi ochotnicy

1.
2.
3.

z wykluczong swiezg lub przebyta w okresie poprzedzajacych 30 dni infekcjg uktadu oddechowego
niepalgcy (>6 miesiecy) lub mniej niz 10 paczko/lat w wywiadzie
nie zazywajacy lekdw o dziataniu przeciwzapalnym (w okresie poprzedzajgcych 2 tygodni) i nie bedgcy w trakcie

szczepienia (ewentualnie ostatnia dawka szczepionki przed 2 miesigcami)
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Astme atopowg rozpoznawano jezeli spetniono nastepujace dwa kryteria: (1)
przynajmniej jeden wynik dodatni w punktowym tescie skérnym i/lub obecnosé
specyficznych IgE w badaniu Phadiatop oraz (2) objawy alergiczne i/lub napad dusznosci po
ekspozycji na alergeny w wywiadzie. Nadwrazliwo$¢ na aspiryne rozpoznawano na
podstawie dodatniego testu prowokacyjnego z doustnie podawang aspiryng (n=12) lub
danych z wywiadu (n=2, bardzo silna duszno$¢ po aspirynie, chorzy odméwili wykonania
proby prowokacyjnej). Pozostali pacjenci nie zgtaszali jakichkolwiek objawéw po

zastosowaniu aspiryny lub niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych.

52 Pobranie materiatu i plan badania

Pacjentéw informowano o rodzaju badania i jego znaczeniu klinicznym, a nastepnie
podczas jednorazowe] wizyty przeprowadzono petne badanie lekarskie ze szczegdlnym
uwzglednieniem wywiadu dotyczgcego historii i objawdow astmy. Pacjenci zakwalifikowani
do badania uzupetnili (z pomocy lekarza) szczegétowg ankiete dotyczgcy przebiegu choroby
oraz przygotowany na potrzeby badania kwestionariusz nasilenia ciezkiej astmy (SCA). W
opracowanej czteropunktowej skali SCA oceniano objawy choroby, czesto$é zaostrzen i
hospitalizacji, parametry spirometryczne i leczenie GCS (Tabela 3). Chorym na astme
wykonano badanie spirometryczne podstawowe i po inhalacji krétko dziatajgcego PB,-
mimetyku (2 wdechy po 100 ug fenoterolu z inhalatora cisnieniowego). W dniu badania
chorzy na astme nie stosowali dawki porannej dtugo dziatajgcego B,-mimetyku nie zmieniali
natomiast dawkowania pozostatych lekéw. Krew do badan laboratoryjnych pobierano w
zwigzku z tym ok. 2-3 godziny po porannej dawce GCS. Osobom wigczonym do badania
pobrano jednorazowo 30 mL krwi zylnej na antykoagulant EDTA do badan podstawowych
oraz izolacji limfocytéw, jak rowniez 6 mL krwi pobranej na skrzep w celu oznaczenia
catkowitego stezenia IgE w surowicy (metoda immunonefelometryczna, Dade Boehring)

oraz poziomu swoistych IgE (Phadiatop, Pharmacia).
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Tabela 3. Skala Ciezkosci Astmy (SCA).

Woynik: srednia punktacja=0-3

1.

Objawy astmy takie jak kaszel i/lub dusznos$¢ i/lub epizody $wiszczacego oddechu wystepowaty w ostatnim miesigcu

(0) rzadziej niz raz w tygodniu

(1) czesciej niz raz w tygodniu, ale nie codziennie

(2) codziennie

(3) codziennie bardzo nasilone (lub stale uczucie dusznosci)

. Jak czesto w ostatnim miesigcu wystepowaty objawy nocne astmy oskrzelowej

(0) rzadziej niz 2x w miesigcu

(1) czesciej niz 2x w miesigcu ale nie wiecej niz 1x w tygodniu
(2) czesciej niz raz w tygodniu

(3) objawy nocne bardzo czeste, zaburzajg sen

. Jak czesto w ostatnim miesigcu stosowano doraznie krétko dziatajacy B,-mimetyk wziewny

(0) rzadziej niz 2x dziennie
(1) 3-4xnadobe
(2) 5-8xnadobe
(3) czesciej niz 8x na dobe

. Czestosc zaostrzen choroby w ostatnim roku

(0) rzadkie, maksymalnie 2x w poprzedzajacym roku

(1) czeste, 3-5x w roku

(2) czeste, > 6x w roku

(3) bardzo czeste i znacznie ograniczajgce aktywnosé lub rzadkie, ale o ciezkim przebiegu i staba reakcja na leki

. Hospitalizacje z powodu zaostrzen astmy w poprzedzajacym roku

(0) nie byto

(1) byt jeden pobyt w szpitalu

(2) byty 2-4 hospitalizacje

(3) 5 lub wiecej, lub przynajmniej 1x w oddziale OIT

. W aktualnej podstawowej spirometrii stwierdza sie

(0) wynik prawidtowy, FEV; >80% naleznej

(1) cechy obturacji lekkiego stopnia (FEV; 60-80%)

(2) cechy obturacji umiarkowanego stopnia (FEV; 50-60%)
(3) cechy obturacji ciezkiego stopnia (FEV, <50%)

. W trakcie monitorowania PEF (ostatni miesigc optymalnego leczenia)

(0) $redni PEF>80% naleznej i zmiennos¢ dobowa <30% lub chory nie monitorowat PEF
(1) Sredni PEF <80% naleznej, zmiennosé <30%
(2) $redni PEF <80% naleznej, zmienno$¢ >30%
(3) $redni PEF <60% naleznej, zmienno$¢ >30%

. Aktualne leczenie (glikokortykosteroidy)
(0) bez glikokortykosteroidu doustnego
(1) glikokortykosteroid doustny w dawce <4mg/d metyloprednizolonu
(2) glikokortykoisteroid doustny w dawce 4-16mg
(3) glikokortykosteroid doustny w dawce >16mg/d
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Chorzy na astme wypetniali przez kolejny tydzien kwestionariusz nasilenia objawdw
astmy Juniper (ACD — Asthma Control Diary) oceniajgcy w skali szeSciopunktowej stopien
nasilenia gtéwnych objawdéw astmy oraz zapotrzebowanie na doraznie stosowane leki
rozszerzajgce oskrzela (patrz dodatek 1, Rozdziat 10).1°* Jako wynik ankiety objawowej ACD
podano $rednig punktacje z 7 dni monitorowania. Niektdrzy pacjenci z ciezka astmg (n=13,
52%) mierzyli dodatkowo w tym okresie szczytowe przeptywy wydechowe (PEF). Chorzy
wykonywali trzy pomiary rano, przed zazyciem lekéw oraz trzy pomiary wieczorem o
godzinie 20.00, do analizy wykorzystano najwyzsze wartosci z obu serii pomiaréow (Rysunek
8). Wyniki pomiaréw PEF przedstawiono w postaci srednich z tygodnia: (1) % wartosci
naleznej (na podstawie najlepszego pomiaru w ciggu doby) oraz (2) zmiennosci dobowe;j
PEF  (PEFmiennos=[PEFwieczsr—PEFranol/[PEF¢redni.dobowy]X100%).  Wyniki ACD i pomiary

zmiennosci PEF analizowano podczas kolejnej wizyty (po ok. 2 tyg.).

tygodniowy pomiar PEF Rysunek 8. Przyktadowe

. \ ) L . ) zapisy pomiaréw PEF u jednej

PEF nalezny = 406 L/min z pacjentek. Na goérnym

e B S bbb bbbl wykresie najlepsze  wyniki

) N pomiaréw porannych i
pomiary %— wieczornych (warto$¢ nalezna
- 3001 W 3 dla wieku i wzrostu pacjentki
E ?m‘)‘ zaznaczona linig przerywang).
: 200 100 o Dolny wykres przedstawia
H_J 3 zmiennos¢  dobowg PEF
r80 = przedstawiong jako % zmiany
60 % w odniesieniu do $redniego
B, B zmiennosé dobowa |40 = pomiaru PEF w odpowiednim
I —— B R = R 1) dniu.
0 T T T T 0
1 2 3 4 5 6 7
dni

5.3 Immunofenotypowanie limfocytow krwi obwodowej

5.3.1 Markery i przeciwciata

Wartosci odsetkowe limfocytow T (CD3+), limfocytow pomocniczych (CD3/CD4+),
limfocytow T regulatorowych (CD4/CD25+) oraz aktywowanych (CD3/CD69+) krwi
obwodowej zostaty oznaczone z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej i przeciwciat
monoklonalych wykrywajacych odpowiednie receptory na powierzchni limfocytow (Becton

Dickinson, USA). Przeciwciato anty-CD3 (klon:UCHT1) wykrywa tancuch-€ receptora TCR
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(TCR — T-cell receptor) wystepujgcy na wszystkich limfocytach T. Przeciwciato anty-CD4
(klon:SK3) wykrywa receptor CD4 limfocytdw Th. Przeciwciato anty-CD25 (klon:M-A251)
reaguje z tancuchem-a receptora IL-2R (IL-2R — interleukin-2 receptor). Przeciwciato anty-
CD69 (klon:L78) wykrywa lektyne ulegajgcg ekspresji na wszystkich aktywowanych
leukocytach. W celu zréinicowania odpowiednich populacji limfocytéw stosowano
konjugaty przeciwciat z barwnikami fluorescencyjnymi: FITC (izotiocyjanian-fluoresceiny),
PE (fikoerytryna), PerCP (biatkowy kompleks perydynina-chlorofil). W badaniu
wykorzystano typowy protokét bezposredniego barwienia krwi petnej. 50 ulL krwi zylnej
pobranej na EDTA inkubowano przez 30 min z przeciwciatami (wysycajgce stezenia
rekomendowane przez producenta) w uktadach podwaéjnych barwien: (1) FITC-CD3/PE-CD4,
(2) PerCP-CD4/PE-CD25, (3) FITC-CD3/PE-CD69. Po zabarwieniu materiat utrwalono 10
minut w odczynniku FACS-Lysing Solution (FLS, Becton Dickinson, USA), a nastepnie
przeptukano (300g/8min/Tpok) w roztworze PBS i zanalizowano w cytometrze
przeptywowym Coulter EPICS XL (Beckman Coulter, USA) w czasie nie przekraczajgcym 24
godziny od barwienia.

Jako wynik analizy cytometrycznej podano: (1) %+ czyli odsetek komérek CD3 lub CD4
wykazujacych ekspresje badanego antygenu w pordwnaniu z kontrolg izotypowg (na
poziomie 1%), (2) IE+ (indeks ekspresji) czyli $redni zintegrowany poziom fluorescencji
danego antygenu w catej populacji badanych komédrek obliczony ze wzoru: IE+ = [f+] x
[MnFL+] gdzie f+ oznacza frakcje komérek %+, a MnFL+ oznacza Srednig fluorescencje

danego markera w populacji komérek dodatnich.

54 Izolacja limfocytow krwi obwodowej i stymulacja ex vivo

We wstepnych eksperymentach z wykorzystaniem krwi pobranej od zdrowych dawcow
opracowano metode izolacji i hodowli limfocytéw krwi, analizowano réwniez poziom
ekspresji antygenow aktywacyjnych stymulowanych limfocytéw, oraz zmiany w czasie
hodowli. Komérki frakcji PBMC (PBMC — peripheral blood mononuclear cells) izolowano z
krwi zylnej (antykoagulacja EDTA) w przeciggu godziny od pobrania. W celu uzyskania
frakcji limfocytow krwi obwodowe] (PBL — peripheral blood lymphocytes) przeprowadzono
w pierwszym etapie separacje krwi petnej metodg wirowania w gradiencie gestosci, a

nastepnie komérki PBMC inkubowano w ptaskodennych naczyniach hodowlanych w 37°C
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przez 40 min w celu adherencji monocytéw. Nieadherujgce limfocyty stymulowano

nastepnie mitogenem i hodowano w réznych stezeniach GCS.

5.4.1 lzolacja komédrek PBL metodg separacji w gradiencie gestosci

30 mL krwi pobranej na antykoagulant EDTA (Vacuteiner) rozciericzono buforem PBS w
stosunku 2:1. Rozcienczong krew ostroznie nawarstwiono na przygotowany w probdwkach
polipropylenowych (objetos¢ 50 mL) odczynnik histopaque-1077 (Sigma, USA) w stosunku
1:1. Gradienty krwi zwirowano nastepnie 400g, przez 30min w temperaturze pokojowej
(400g/30min/Tpok) bez gwattownych przyspieszen. Po zwirowaniu erytrocyty i granulocyty
opadajg na dno probodwki, natomiast frakcja PBMC (z domieszka ptytek) lokalizuje sie na
granicy pomiedzy osoczem i gradientem. Zebrane komorki PBMC przeptukano trzykrotnie
buforem PBS zawierajgcym cytrynian sodu (PBS/Citrate) stosujgc niewielkie predkosci
wirowania (150g/10min/Tpok). Procedura taka pozwala na odptukanie ptytek krwi. Pellete
komdrek PBMC delikatnie pipetowano w 4 mL pozywki RPMI zawierajgcej 12,5% FCS (FCS —
fetal calf serum), a nastepnie rozciericzono do kofcowej gestoéci 2 x 10° w 1 mL. W
optymalnych warunkach z 30 mL krwi uzyskiwano ok. 25-30 miIn czystej frakcji komérek
PBMC (domieszka ptytek nie przekraczata 1-2 ptytek w przeliczeniu na 1 limfocyta) co
oznacza wydajnosc ok. 60%.

Z czesci komérek PBMC wyizolowano catkowite RNA w celu oznaczenia poziomu izoform
MRNA receptoréw GR, reszte komodrek przeniesiono do dotkéw ptytki 6-cio dotkowej i
inkubowano przez 40 min w cieplarce (37°C, 5%CQO;). Podczas krétkiej hodowli monocyty
przylegajg do powierzchni dna naczynia hodowlanego, natomiast limfocyty pozostajg w
zawiesinie. Po odpfukaniu zawiesiny uzyskano frakcje komorek, ktéra zawierata ponad 90%
limfocytéw (Srednio 96,4+2,2%, n=25) oraz niewielkg domieszke monocytéw (2%) i
granulocytéw (1,6%). Komorki PBL doprowadzono do gestosci 2 x 10° w 1 mL,

rozporcjowano do dotkow ptytki 96-dotkowej i poddano stymulacji in vitro.

5.4.2 Ocena ekspresji antygenow aktywacyjnych limfocytéw T

W tym badaniu do stymulacji hodowli PBL zastosowano fitohemaglutynine-L (PHA —
phytohaemagglutinin), biatko pochodzenia roslinnego wykazujgce powinowactwo do

oligosacharydéw (zawierajacych galaktoze i N-acetylogalaktozamine), w tym rdznego
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rodzaju reszt cukrowych biatek btonowych.'®'* PHA aktywuje limfocyty T po zwigzaniu z

glikoproteinami wchodzgcymi w sktad kompleksu TCR.

W celu oceny optymalnych warunkéw modelu hodowli limfocytéw wykonano kilka
wstepnych eksperymentdw wykorzystujgc komorki PBL izolowane od zdrowych dawcéw.
Ustalono optymalne stezenie PHA (10 ug/mL) ktére wykorzystano do stymulacji limfocytow
w pozostatych eksperymentach. Analizowano réwniez dynamike zmian poziomu ekspresji
wybranych markeréw aktywacyjnych (CD69, CD25, HLA-DR i CD40L) pobudzonych

limfocytéw T w czasie trwania hodowli.

Zawiesine komoérek PBL w RPMI-10%FCS o gestosci 2 x 10° kom. w 1 mL rozporcjowano
do dotkéw ptytki 96-dotkowej (po 400 tys. komodrek na dotek), a nastepnie dodano PHA w
konncowym stezeniu 10 ug/mL. Komérki hodowano nastepnie przez 24 godziny w cieplarce
37°C/5%C0,. Wyjsciowo, oraz po 2, 4, 8 i 24 godzinach od dodania mitogenu z dotka ptytki
pobierano catg zawiesine komorek, ktérg nastepnie przeptukano 1 raz w buforze PBS
(200g/8min/Tpok) i rozporcjowano do probdéwek polistyrenowych (4,5mL) zawierajgcych
przeciwciata monoklonalne w uktadach: (1) CD4/CD25, (2) CD4/CD40L, (3) CD3/CD69, (4)
CD3/HLA-DR (klon:L243). Réwnoczesnie przygotowano préobki zawierajgce kontrolne
izotypowe przeciwciata FITC-IgG1 i PE-IgG1l. Komodrki barwiono 30 min w temperaturze
pokojowej, a nastepnie utrwalono 10 min w odczynniku FLS, przeptukano 1 raz w buforze
PBS/azide (300g/8min/Tpok) i zanalizowano w cytometrze. Zmierzono nastepnie odsetek
limfocytéw CD3+ wykazujgcych ekspresje antygendéw CD69 lub HLA-DR oraz limfocytow
pomocniczych CD4+ wykazujgcych ekspresje CD40L lub CD25. Wyniki 6 niezaleznych

eksperymentdéw przedstawiono na rycinie (Rysunek 9).

Stymulacja limfocytéw T prowadzi do szybkiego wzrostu ekspresji CD69. Po okofo 8
godzinach od dodania PHA zwieksza sie ekspresja HLA-DR oraz taricucha a receptora dla IL-
2. CD40L osigga maksimum ekspresji btonowej po 8-12 godzinach i utrzymuje sie na
wysokim poziomie w pierwszej dobie. W drugiej dobie stwierdza sie w dalszym ciggu
podwyzszony poziom antygenéw CD69 i CD25, natomiast spada odsetek komdrek CD40L+.
W zwigzku z tym iz maksymalng ekspresje wiekszosci markeréw uzyskano w drugiej dobie,
jak réwniez dla uproszczenia protokotu, w dalszych badaniach ekspresje markeréw

oceniano po 24 godzinach od dodania PHA.
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PHA 10 ug/mL Rysunek 9. Zmiany w ekspresji gtéwnych

100 : : : : : : antygendéw aktywacyjnych na limfocytach T

CD3+ (CD69, HLA-DR) i pomocniczych CD4+

(CD25, CD40L) w stymulowanym

u mitogenem hodowlach PBL. Na wykresie
przedstawiono wartosci odsetkowe
komorek wykazujgcych ekspresje danego

- markera (w poréwnaniu z izotypowa
kontrolg) i ich zmiany w czasie. n=6-7
niezaleznych eksperymentow.
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5.4.3 Wptyw deksametazonu na aktywacje limfocytéw

W celu oceny wptywu GCS aktywacje limfocytéw T do czesci stymulowanych hodowli
dodawano deksametazon (Sigma) w koricowych stezeniach 0,1 uM oraz 10 uM. W zwigzku
z wykorzystaniem odczynnika rozpuszczonego w metanolu, do kontroli dodano roztwoér
metanolu w stezeniu identycznym jak w hodowli z najwyiszym stezeniem GCS (0,1%).
Wyniki przedstawiono w postaci: (1) %+ czyli odsetka limfocytow CD3+ lub CD4+
wykazujgcych ekspresje danego markera, (2) indeksu ekspresji IE+ proporcjonalnego do

ilosci markera na powierzchni komarek (+), (3) % zmiany do hodowli stymulowanej PHA.

5.4.4 Ocena tempa proliferacji

Najczesciej wykorzystywanymi sposobami oceny proliferacji sg pomiar ilosci
znakowanych nukleotydéw (np. radioaktywnej *H-tymidyny) inkorporowanych do DNA w
trakcie fazy S cyklu komérkowego lub pomiary kolorymetryczne z wykorzystaniem
zwigzkéw redukowanych w komodrkach do barwnych pochodnych. Poniewaz w hodowlach
stymulowanych mitogenem obok podziatéw komdrkowych dochodzi réwniez do indukcji
apoptozy (zaleznej od aktywacji lub dziatania lektyn) to prosty pomiar ilosci zywych

komodrek dobrze odzwierciedla stan wynikajgcy z wspotistnienia obu proceséw. Metoda ta
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zostata wykorzystana w tym badaniu. W tym celu do ptytki 96-dotkowej dodano po 0,4x 10°
PBL (koricowa objetos¢ 200 ul) w medium RPMI-1640 z FCS (10%), w dalszej kolejnosci do
czesci dotkéw dodano po 25 ul roztworu PHA (koricowe stezenie 10 ug/mL), a do dwdch
kontrolnych samo medium hodowlane. Nastepnie dodano deksametazon we wzrastajgcych
10x stezeniach (koricowe od 1x 10 do 1x 10 M). Poniewaz deksametazon byt wstepnie
rozpuszczony w metanolu do dotkéw kontrolnych dodawano medium hodowlane
zawierajgce metanol w stezeniu takim samym jak w dotku zawierajgcym deksametazon w
najwyzszym stezeniu (0,01% vol.). W ten sposdb uzyskano hodowle stymulowanych
limfocytow w seriach rozcieczen deksametazonu (ocena dziatania hamujacego) oraz
odpowiednie kontrole zawierajagce samg PHA (maksymalna stymulacja). Komorki
inkubowano nastepnie 3 lub 5 dni w 37°C/5%CO,.

W celu oznaczenia ilosci zywych limfocytéw komorki z odpowiednich dotkéw (100ul)
przenoszono do probdéwki 4,5 mL zawierajgcej 400 mL buforu PBS i 7-aminoaktynomycyne
D (7-AAD) w koricowym stezeniu 2 ug/mL. 7-AAD jest barwnikiem DNA z maksimum emisji
655 nm, ktéry gromadzi sie w martwych lub apoptotycznych komdrkach.” Komdrki
barwiono 10 minut w 4°C w ciemnosci i zanalizowano w cytometrze. Prébki analizowano w
protokole, ktéry umozliwiat zbiérke danych z ustalonej, identycznej dla wszystkich prébek
objetosci zawiesiny komoérek. Rejestrowano zdarzenia 7-AAD-ujemne (zywe komorki) w
bramce FSC/SSC odpowiadajgcej limfocytom i limfoblastom. Dane przedstawiono jako (1) %
zmiany w odniesieniu do wyjsciowej liczby komodrek, (2) % zmiany pod wptywem
deksametazonu w poréwnaniu do prébki kontrolnej stymulowanej PHA, (3) ECso czyli
stezenie deksametazonu przy ktérym uzyskano 50% efekt hamowania proliferacji.

Szczegbtowy opis analizy danych proliferacji przedstawiono na rysunku (Rysunek 10)
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Rysunek 10. Sposdb analizy danych proliferacji limfocytéw stymulowanych in vitro (seria danych jednego
eksperymentu). (1) Dane z cytometru na wykresie punktowym FSC/SSC, zdarzenia z bramki R1 odpowiadajgce
limfocytom/limfoblastom zostaty przedstawione na (2) wykresie fluorescencji 7-AAD (0$ Y), bramka R2
zawiera tylko zywe komoérki (7-AAD ujemne). (3) liczba zywych komérek uzyskana przy akwizycji z
zachowaniem takich samych objetosci analizowanej prébki. Tabela zawiera dwie serie danych i Srednig x. (4)
dane przedstawione jako % w stosunku do wartosci wyjsciowych zmierzonych w dniu zaktadania hodowli,
oraz w stosunku do prébki stymulowanej PHA (bez DEX). (5) dane przedstawione na wykresach % zmiany
wzgledem stezenia DEX, ECsy, 0znacza takie stezenie deksametazonu przy ktérym uzyskuje sie potowe efektu

hamowania.
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55 Ocena wptywu deksametazonu na apoptoze limfocytow

W celu oznaczenia odsetka apoptotycznych limfocytow mierzono zmiany potencjatu
mitochondrialnego komdrek z wykorzystaniem barwnika MitoTracker Red CMX-Ros
(Molecular Probes, Carlsbad, CA). Barwnik MitoTracker jest zwigzkiem z grupy X-rozamin,
ktory z tatwoscig przenika przez btony komérkowe i gromadzi sie w mitochondriach zywych

komorek, gdzie ulega utlenieniu do fluoryzujacej pochodnej (Rysunek 11).

]2

Absorption
Fluorescence emission

H,,(Cl /S----peptyd 50 500 550 600 65
CH,( PePlyd) 450 450 500 550 600 630 700

Wavelength (nm)

=)

@ i @ / monocyty

1023
1023

hal
[
S
2 3 B
_ =
= | r3 E limfocyty-T
) ) .
1023 10° 10° 10° 100 10t 10° 10° 100 00 10
FSC CD3-FITC CD3-FITC

Rysunek 11. Detekcja komdrek apoptotycznych z zastosowaniem odczynnika MitoTracker Red CMX-Ros. (1)
Struktura czasteczki barwnika, zaznaczono miejsce wigzania z resztami tiolowymi biatek. (2) Widmo
absorpcji/emisji.  (3) Komérki PBL na wykresie danych cytometru przeptywowego FSC/SSC
(wielkos¢/ziarnistosc), region R1- limfocyty, region R2-monocyty. (4) Frakcja limfocytéw T CD3+ na wykresie
fluorescencja-FITC/FSC. (5) Mapa potencjatu mitochondrialnego komérek PBL znakowanych 2 godziny po
izolacji z krwi, w gornych kwadrantach zywe komarki z prawidtowym potencjatem mitochondrialnym (w tym
limfocyty T), w dolnych kwadrantach komérki apoptotyczne/nekrotyczne (w tym ok. 1% limfocytéw T).

W celu oznaczenia odsetka apoptotycznych limfocytéw T zawiesine komérek PBL w
medium RPMI-1040 z FCS (koricowe stezenie 10%) rozporcjowano do dotkow ptytki 96-
dotkowej (po 300 tys. komodrek). Do odpowiednich dotkéw ptytki dodano nastepnie
deksametazon w trzech stezeniach (1 nM, 100 nM i 10 uM) lub medium hodowlane

(kontrola, metanol 0,01% vol). GCS dodano w dniu izolacji komédrek lub po 24 godzinach
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hodowli. Po 1, 3 lub 5 dniach inkubacji ze steroidami 100 ulL zawiesiny komérek z
odpowiednich dotkow ptytki przeptukano w 1 mL buforu PBS (zwirowano 250g/7min/T-pok)
i zawieszono w 200 ul roztworu MT (100 nM) w medium hodowlanym RPMI-1040 (37°C).
Zawiesine komodrek inkubowano w cieplarce przez 30 min, a nastepnie przeptukano 1x w
PBS (37°C). Pellete komédrek zworteksowano w 50 ul PBS, a nastepnie dodano 10 uL
przeciwciata monoklonalnego FITC-anti-CD3. Komorki barwiono 15 min w T-pokojowej,
inkubowano 10 min, a nastepnie przeptukano w 1 mL 0,5%-paraformaldehydu-PBS i
zanalizowano w cytometrze przeptywowym. Oznaczono odsetek komédrek apoptotycznych,

MT ujemnych w bramce limfocytéw (FSC/SSC) i limfocytéow T (CD3+). (Rysunek 11)
5.6 Ocena ekspresji izoform receptora glikokortykosteroidowego

5.6.1 Izolacja catkowitego RNA i pomiar stezenia

Catkowite komérkowe RNA izolowano z pelety 6x 10° komdrek PBMC z wykorzystaniem
zmodyfikowanej jednoetapowej metody wg. Chomczyriskiego i Sacchi.’®'® W badaniu
wykorzystano odczynnik TRl Reagent (Sigma, Saint Louis, USA) bedgcy mieszaning fenolu i
izotiocyjanianu guanidyny. Pellete komdrek zawieszano w 1 mL odczynnika TRI Reagent, a
nastepnie pozostawiono przez 5 minut w temperaturze pokojowej w celu petnej lizy. Po
dodaniu 0,2 mL chloroformu i energicznym wymieszaniu lizat komérkowy rozdziela sie na
trzy warstwy. Goérng faze wodng zawierajacg RNA (okoto 400 ul) odwirowano
12.000g/15min/4°C i dodano 0,5 mL alkoholu izopropylowego w celu precypitacji RNA (10
minut w T pokojowej). Prébki odwirowano nastepnie 12.000g/10min/4°C uzyskujac osad
precypitatu RNA, ktéry przeptukano dwukrotnie w 1 mL 75% alkoholu etylowego, a
nastepnie zamrozono w -80°C (w 75% etanolu) az do ostatecznej analizy (3-6 miesiecy).
Bezposrednio przed odwrotng transkrypcjg préobki odwirowano, a RNA rozpuszczono w 20
uL ddH,0 (ddH,0 - double-distilled H,O — woda redestylowana) w celu zmierzenia ilosci
RNA. Pomiaru spektrofotometrycznego stezenia RNA w prébkach dokonano przy uzyciu
spektrofotometru (DNA Quant, Pharmacia). Stosunek absorbancji Swiatta UV przy dtugosci
fali 260 (Aep — maksimum absorbancji dla kwaséw nukleinowych) do absorbancji przy

dtugosci 280 (A,z0 — maksimum absorbancji dla aminokwasdw aromatycznych) pozwala na
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oszacowanie czystosci probek.” Po zanalizowaniu wszystkich dostepnych prébek RNA $redni
stosunek Ayeo/Az80 Wynidst 1,68+0,15 (n=48). 6 probek nie wigczono do analizy z uwagi na
bardzo mata ilo$¢ wyizolowanego RNA lub niskg wartos¢ Ajeo/Asso (<1,4). W badanym
materiale znalazty sie prébki z wynikiem w przedziale 1,45-1,7 ale z uwagi na réwnomierny
rozdziat w poszczegdlnych grupach zostaty one ostatecznie uwzglednione w analizie.

Srednie stezenie RNA w analizowanych prébkach wyniosto 0,24+0,1 ug/uL (n=42).

5.6.2 Projektowanie starteréw reakcji PCR.

W celu oceny ekspresji obu izoform mRNA w pierwszym etapie w oparciu o sekwencje

genu NR3C1 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/) oraz sekwencje mRNA GRa (X03225) i

GRB (X03348) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide) zaprojektowano

startery do reakcji PCR (program Oligo 5.0). Zasady ktérymi kierowano sie wybierajac

sekwencje starteréw przedstawiono na rycinie ponizej (Rysunek 12).

B s B e Blla—AsHe—{7} 3 R

gen receptora GR (NR3C1)

GRa268bp -

mRNA GRp 5 |3' S5

= —Tr— :
7 8 9B

13’

Rysunek 12. Projektowanie starterow reakcji PCR. W oparciu o opublikowana sekwencje mRNA obu izoform
zaprojektowano wspdlny starter sensowny GR5 (czerwona strzatka) komplementarny do sekwencji cDNA w
miejscu potgczenia eksondw 7 i 8. Startery antysensowne (niebieskie strzatki), komplementarne do sekwencji
mRNA w eksonach 9a (GR3A) lub 9B (GR3B) zostaty wykorzystane w reakcji RT. W reakcji PCR z parami
odpowiednich starterow powstajg produkty o wielkosci 268 bp (GRa) lub 229 bp (GRB). Genomowe DNA nie
ulega amplifikacji z uwagi na dobodr startera GR5 (miejsce sktadania eksondw) i dtugosé ponad 3 kb (intron
miedzy eksonami 8 i 9).

Ostatecznie zaprojektowano i zsyntetyzowano (TIB MOLBIOL, Poznan) wspélny dla obu

izoform starter sensowny GR5 5’-CTT CTC TCT TCA GTT CCT AAG GAC-3’ (eksony 7/8

® Stosunek Aso/Asg0 ™ 2.0 0znacza czyste RNA, A,go/Asso ~ 0,6 0znacza czyste biatko. Wynik w przedziale 1,7 — 2,0 oznacza
dobrej jakosci materiat z niewielkg iloscig zanieczyszczen (najczesciej fenol lub biatka).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide
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nukleotydy: 2143-2166) i swoiste startery antysensowne GR3A 5’-GAT TGG TGA TGA TTT
CAG CTA ACA-3’ (ekson 9a CDS nukleotydy: 2387-2410) i GR3B 5'-GGG ATG AAA ATC AGA
TTA ATG TG-3’ (ekson 9B CDS/UTR nukleotydy: 2349-2371). Koricowe produkty PCR miaty
dtugos¢ 268 par zasad (GRa) i 229 par zasad (GRB). Do oceny poziomu ekspresji genu
referencyjnego, B-aktyny uzyto komercyjnie dostepne startery HBACTIN.A 5’-GGG TAC ATG
GTG GTG CCG-3’ i HBACTIN.S 5-AGC GGG AAA TCG TGC GTG-3’ (Integrated DNA

Technologies, USA) a koncowy produkt amplifikacji miat wielkos¢ 307 bp.

5.6.3 Reakcja odwrotnej transkrypcji

W reakcji odwrotnej transkrypcji (RT-PCR — reverse transcription PCR) enzym odwrotna
transkryptaza syntetyzuje DNA wykorzystujac matryce mRNA. Powstajgce komplementarne

DNA (cDNA — complementary DNA) moze zosta¢ wykorzystane w amplifikacji PCR.

Tabela 4. Przygotowanie reakcji RT-PCR.

W celu zwiekszenia swoistosci reakcje

koricowa objetosc 15 uL 20 uL

RT  przeprowadzono ze  starterami
starter antysensowny GRa, GRB . , .

antysensownymi w rownolegtych seriach

B-aktyna

probek. Reakcje RT z starterami GR3A (dla
bufor AMV 5x 3ul 4 uL
AMV (10 U/uL) 0,75 ul 1ul GRa) i HBACTIN.A (dla B-aktyny)
RNAse inhibitor (10 U/uL) | 0,375uL | 0,5 uL wykonano w koricowej objetosci 15 ul z
dNTP (20 uM) 0,75 uL 1ul 0,75 ug RNA, a RT z starterem GR3B (dla
starter GR3A (20 uM) 0,75uL - GRB) w objetosci 20 uL z 1 ug RNA, w
starter GR3B (20 uM) - 1ul . . ,

zwigzku z tym stezenie konAcowe
starter HBACTIN.A (20uM) | 0,75uL - , .

substratéw  reakcji bylo w  obu
RNA (ug) 0,75 ug 1lug
RNA + ddH,0 (vol.) 8625 ul | 12,5 ul przypadkach identyczne (Tabela 4).

w celu zmniejszenia btedow
zwigzanych z porcjowaniem odczynnikdw i RNA, reakcje RT-PCR byly wykonywane w
rownoczesnie dla GRa i GRB, w czterech seriach prébek rozdzielonych losowo pomiedzy
badanymi grupami. Do reakcji RT-PCR uzyto enzym odwrotng transkryptaze AMV (AMV RT
— avian mieloblastosis virus reverse transcriptase, Amresco, USA) z optimum dziatania w

temperaturze 37°C. W celu zablokowania aktywnosci RNAzy do mieszaniny reakcyjnej
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dodano inhibitor rybonukleaz (ribonuclease inhibitor, Amresco, USA). Reakcje RT
przeprowadzono w termocyklerze (T3 thermocycler, Biometra). W pierwszym etapie probki
inkubowano 1 godzine w 37°C (RT), a nastepnie 30 min w 70°C (denaturacja RNA). cDNA

przechowywano zamrozone w -80°C.

5.6.4 Optymalizacja reakcji PCR.

Reakcja PCR jest metody enzymatyczng stuzgcg do amplifikacji krotkich fragmentéw
DNA in vitro. Schemat i opis etapdw reakcji PCR przedstawiono na rycinie (Rysunek 13).
We wstepnych eksperymentach wykonano reakcje PCR z réznymi buforami i stezeniem
jondw Mg*?, jak réwniez wzrastajacymi temperaturami hybrydyzacji (55 do 70 °C). Produkty
amplifikacji oceniano po rozdziale w 2% zelu agarozowym (SFR, Amresco) z dodatkiem
bromku etydyny (0,5 mg/mL, Sigma) w buforze TBE (TRIS: 12,1 g/L, kwas borowy: 5,13 g/L,
EDTA 0,37 g/L) przy uzyciu aparatu (VDS Pharmacia). Prazki DNA wykrywano w sSwietle
lampy UV transiluminatora sprzezonego z kamerg fotograficzng i komputerem. Ostatecznie

ustalono optymalne parametry PCR, ktére zestawiono w tabeli (Tabela 5).

°oC TTTTTmmmmmmmmsmmmmmmsmemees -
/ )
85 i
denaturacja i
H
|:
72 !
elongacja
50-65
hybrydyzacja
4
wstepna 3040 cykli amplifikacji koncowa
denaturacja elongacja
(5 min) {10 min)

Rysunek 13. Schemat reakcji PCR. Pierwszym etapem jest wstepna denaturacja (rozdzielenie podwdjnej nici
DNA) w temperaturze ok. 95°C. Podczas hybrydyzacji (annealing) startery wiaza sie w odpowiednio dobranej
temperaturze do komplementarnych miejsc w DNA na przeciwlegtych koicach matrycy. W trakcie elongacji
termostabilna polimeraza DNA syntetyzuje w optymalnej dla jej dziatania temperaturze 72°C
komplementarng ni¢ DNA. Po okoto 30-40 cyklach, w ktérych ilos¢ kopii przyrasta w tempie geometrycznym
uzyskuje sie miliony kopii amplifikowanego fragmentu DNA. Po ostatnim etapie koricowej elongacji reakcja
zostaje przerwana przez obnizenie temperatury do 4°C. 0§ Y — temperatura, 0$ X — czas, etapy.
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Tabela 5. Zoptymalizowane parametry reakcji PCR.

parametry amplifikacji

GRa

GRB

B-aktyna

liczba cykli

35

40

25

denaturacja czas/temp.

30 sek. / 95°C

30 sek. / 95°C

30 sek. / 95°C

annealing czas/temp.

30 sek. / 66°C

30 sek. / 63°C

30 sek. / 55°C

elongacja czas/temp.

30 sek. / 72°C

30 sek. / 72°C

30 sek. / 72°C

bufor Taq Taq Taq

ilos¢ uL starterow w 50 ulL reakcji | 2x 1 uL 2x 1 ulL 2x 0,5 uL

5.6.5 Przygotowanie standardéw DNA izoformy GRa

W celu przygotowania standardéw GRa do reakcji real-time PCR produkt amplifikacji
GRa rozdzielono w 2% zelu agarozowym o niskim punkcie topnienia z dodatkiem bromku
etydyny. Prazek na wysokosci 270 bp odpowiadajgcy zamplifikowanemu fragmentowi cDNA
GRa zostat wyciety z zelu, a zawarte DNA zostato oczyszczone z wykorzystaniem zestawu do
izolacji DNA (Qiaex Il gel extraction Kit, Qiagen, USA). Oczyszczony produkt PCR
wklonowano do wektora pcDNA-2.1 (Invitrogen), ktérym w dalszej kolejnosci
stransformowano kompetentne bakterie Escherichia coli F10. Po selekcji, izolacji i
namnozeniu stransformowanych bakterii (wektorem 2z insertem) plazmidowe DNA
wyizolowano z wykorzystaniem zestawu Qiagen Maxi Prep (Qiagen, USA). Oczyszczony
plazmid rozciericzono w 30 ul ddH,0 uzyskujac koricowe stezenie 0,03 ug/ul (zmierzone za
pomocg spektrometru). Poniewaz pcDNA-2.1 (3908 bp) wraz z insertem (268 bp) ma taczng
dtugos¢ 4178 bp, a 1 mol dwuniciowego DNA o dtugosci 1000 bp wazy 6,5x 10> g to
uzyskano 6,67x 108 kopii plazmidu w 1 uL. W dalszej kolejnosci przygotowano rozciericzenia
plazmidu w ddH,0 od 1x 10’ do 1x 10% w 1 uL, ktére zostaty wykorzystane jako wewnetrzne

standardy w reakcji real-time PCR.

5.6.6 PCR w czasie rzeczywistym

PCR w czasie rzeczywistym (real-time PCR) jest jedng z metod ilosSciowego oszacowania
liczby kopii mRNA (cDNA) lub DNA w badanej prébce. Do reakcji real-time PCR
wykorzystano amplifikator iCycler (Bio Rad) wyposazony w lampe halogenowg i zestaw
filtrow optycznych. W badaniu wykorzystano metode z zastosowaniem barwnika

fluorescencyjnego SYBR-Green ktoéry fluoryzuje po zwigzaniu z dwuniciowym DNA. Podczas
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kolejnych cykléw amplifikacji system optyczny amplifikatora fotografuje dotki ptytki
reakcyjnej i mierzy intensywnos$¢ fluorescencji, ktéra jest wprost proporcjonalna do ilosci
produktu reakcji. Oprogramowanie pozwala na eliminacje tta rejestrowanego podczas
pierwszych kilkunastu cyklow reakcji oraz obliczenie progu (threshold), czyli takiej wartosci
fluorescencji (a wiec ilosci produktu) przy ktérej wykres rozpoczyna faze ekspotencjalnego
wzrostu. Cykl reakcji w ktérym to przejscie nastepuje to tzw. CT (threshold cycle). Po
zakonczeniu reakcji przeprowadzonej rdwnoczesnie ze standardami o znanej ilo$ci matrycy,
na podstawie uzyskanych wartosci CT mozna bardzo doktadnie okresli¢ wyjsciowg ilos¢é
produktu (np. mRNA) w badanej prébce. Uzyskane dane normalizowano po uwzglednieniu
wynikéw amplifikacji genu referencyjnego B-aktyny. Dokfadny opis metodologii real-time
PCR w ktérym opisano warunki reakcji, barwnik SYBR-Green, sposdb analizy danych i

metody standaryzacji znajduje sie w pozycjach pismiennictwa nr 110i 111.

5.6.7 Ocena ekspresji mRNA GRa

Tabela 6. Sktadniki reakcji real-time PCR i reakcji PCR GRp.

Reakcje real-time PCR dla GRa
koricowa objetos¢ 50 uL 50 uL 25 uL
przeprowadzono w duplikatach
wykrywany produkt GRa B-aktyna GRB
bufor Taq 10x 5 ul = ul 5 5 ul (dwie serie amplifikacji ze
Taq polimeraza 1 uL 1ul 0,5 ul standardami). Real-time PCR (-
dNTP (20 uM) 0,5 uL 0,5 uL 0,25 ulL aktyny wykonano w trzech
Primer GR3A (20 uM) lul - - seriach amplifikacji. Do reakcji
starter GR3B {20 uM) _ _ 0,5 uL PCR wykorzystano probki cDNA
starter GR5 (20 uM) lul - 0,5uL . ) .
po reakcji odwrotnej transkrypcji
HBACTIN.A (20 uM) - 0,5uL -
HBACTIN.S (20 uM) ] 05 ul ] z primerami swoistymi GR3A i
¢DNA po RT (vol.) 4ul 2 uL 3,5 ul HBACTIN.A (koncowa objetos¢ 15
roztwor SYBR (5x) 10 uL 10 uL - uL, z czego 8 ulL wykorzystano do
ddH,0 (vol.) 27,5uL | 30,5uL | 17,25uL amplifikacji GRa a 4 ulL do

amplifikacji B-aktyny). W tabeli
(Tabela 6) zestawiono sktad mieszaniny reakcyjnej zastosowanej w real-time PCR z

uwzglednieniem stezen i objetosci poszczegdlnych odczynnikdw.
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PCR Amp/Cycle Graph for SYBR-490
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Rysunek 14. Krzywa standardowa reakcji real-time PCR do oceny ekspresji GRa. (géra) Oryginalny wykres
programu iCycler IQ przedstawiajgcy zmiany fluorescencji (RFU, o$ Y w skali log) w kolejnych cyklach PCR.
Amplifikowano standard w pieciu rozcienczeniach oraz probke slepg (strzatka), prég do oznaczenia CT
oznaczony pomaranczowq linig. (Srodkowy rysunek) Krzywa standardowa, o$ Y kolejne cykle PCR, o$ X log
dziesietny ilosci kopii w 1 uL dodanego standardu. (dét) Krzywa topnienia, produkt GRo. o Tm 87°C (czerwona

Temperature, Celsius

strzatka), dimery starteréw <82°C (czarna strzatka).
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Do dotkdéw 96-cio dotkowej ptytki reakcyjnej dodawano 46 ulL (GRa) lub 48 uL (B-aktyna)
mieszaniny reakcyjnej, a nastepnie 4 lub 2 uL cDNA jako matryce do reakcji PCR.

Protokot reakcji real-time PCR GRa sktadat sie z czterech czesci: (1) etapu wstepnej
denaturacji z pomiarem fluorescencji tta, (2) etapu amplifikacji i rejestracji danych
powtdrzonego 40 razy, (3) etapu krzywej topnienia (55-95°C) ze skokowymi przyrostami
temperatury o 1°C i 30 sekundowym etapem pomiaru, (4) etapu koricowej elongacji i
chtodzenia. Specyficzno$¢ reakcji real-time PCR potwierdzono analizujgc wykres krzywej
topnienia i po rozdziale elektroforetycznym produktéow reakcji.

Na wykresie temperatura topnienia (Tm — melting temperature) dla fragmentu GRa
wynosita 87°C natomiast dla dimerdw starteréw z prébki kontrolnej okoto 80°C. We
wszystkich analizowanych prébkach uzyskano po amplifikacji wyrazny produkt z Tm 87°C
oraz bardzo niewielkg ilo$¢ produktu z Tm <82°C (Rysunek 14). Po rozdziale
elektroforetycznym we wszystkich amplifikowanych prébkach uzyskano jeden prazek na
wysokosci okoto 270 bp (GRa — 268 bp).

Do krzywej standardowej uzyto tryplikaty rozciericzen plazmidu od 1x 102 do 1x 10° kopii
w 1 ulL (dodawano 4 ulL na jedng reakcje). We wszystkich reakcjach uzyskiwano bardzo
dobry wspoétczynnik liniowej regresji dla krzywej srednich CT rozcienczen standardu (r 2
0,99, p<0,0001). Wariacja w obrebie tej samej reakcji (intraassay variation) obliczona z
wzoru [SD/x]*100%, gdzie SD — odchylenie standardowe, x — S$rednia dla danego
rozcieiczenia (n=3) nie przekraczata 2%. Wariacja pomiedzy réznymi reakcjami (interassay
variation) wyniosta przyktadowo 2,8% dla rozciedczenia 1x 10° kopii/uL i 5,7% dla
rozciericzenia 1x 10% kopii/uL (n=4). Wydajnos¢ reakcji PCR (E — real-time PCR efficiency) dla
standardu GRa obliczona z nachylenia krzywej wyniosta 1,8 (73%). Pomimo wprowadzenia
zmian w kofAcowym stezeniu primerdéw i SYBR Green nie udato sie zwiekszy¢ wydajnosci
reakcji (optymalna > 80%), jednak z uwagi na bardzo dobrg korelacje i matg wariacje
zdecydowano o kontynuacji badania probek cDNA przy zachowaniu wczes$niej zestawionych

parametréw reakcji (Tabela 5,Tabela 6).
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@ RNA » cDNA —* standard wewnetrzny
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prébka p-aktyna GRa : liczba kopii
CT1|CT2| x |ACT,=| CT1 | CT2 X [x-ACT;] z krzywej| w catej w1ug
XX i | w1 uL] | reakeji RT| total-RNA
: [x 109 [x 10%
P01 [17,1]|16,4|16,75| -0,71 |17,47|17.46| 17.46] 16,755 | 100163,8 1,5 2,0
P02 [16,9|17,6(|17,25| -0,21 |18,11|17,98| 18,04] 17,835 |55563,13 0.8 1,1
P03 [17,6(16,9(17,25| -0,21 |16,97|17,81| 17,.39] 17,18 | 7943282 1,2 1,6
P04 |17.4|17,5|17.45| -0,01 |17,11|16,89| 17,00] 16,99 |88109,69 1.3 1,8
PO5 |18,8(184| 186 | 1,14 |18,18(19,23| 18,71] 19,845 | 1855596 0.3 0,4
17,46 | | ’
X, = Srednie CT skorygowane CT

Rysunek 15. Model analizy danych real-time PCR dla oceny ekspresji GRa. (1) Catkowite RNA komdrkowe w
reakcji RT ze swoistymi starterami dla GRa i B-aktyny zostato przepisane do cDNA. Fragment cDNA GRa
sklonowano w celu przygotowania zewnetrznego standardu. (2) Reakcje real-time PCR przeprowadzono w
kilku seriach oddzielnie dla obu gendw. (3) W trakcie reakcji PCR GRa wykonywano krzywe standardowe dla
wzrastajgcych rozcienczen plazmidu. (4) Tabela przedstawia przyktad analizy oryginalnych danych pieciu
losowo wybranych préobek. Poczgtkowo obliczono srednie CT dla aktyny i GRa (x — w tabeli), oraz rdznice
odchyleri od éredniej (ACT,) dla wynikéw CT aktyny. (5) Srednie wyniki CT dla GRo normalizowano
wykorzystujgc ACT, aktyny. Liczbe kopii mRNA w wyjsciowej prébce obliczono z rédwnania krzywej
standardowej po podstawieniu skorygowanego CT dla GRa i przeliczeniu dodawanych objetosci po reakcji RT.
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Dla potrzeb badania opracowano model analizy danych uwzgledniajgcy standaryzacje
wewnetrzng i zewnetrzng, ktérego szczegdtowy opis wraz z przyktadem przedstawiono na
rycinie (Rysunek 15). W pierwsze] kolejnosci obliczono odchylenia od sredniej wartosci CT
dla wszystkich prébek B-aktyny (ACTa). Srednie wyniki GRo. normalizowano odejmujac
ACT,. Skorygowane wyniki CT GRa wprowadzono do réwnania krzywej standardowej (dla
kazdej serii prébek oddzielnie) i uzyskano ilos¢ kopii GRa w 1 ulL dodanego cDNA.

Ostatecznie obliczono ilos¢ kopii mMRNA GRa w 1 ug catkowitego RNA.

5.6.8 llosciowa ocena produktéw konwencjonalnej reakcji PCR GRB

Z uwagi na bardzo mata liczbe kopii mMRNA GRB w badanym materiale, podczas
amplifikacji préobek kontrolnych nie udato sie w petni zoptymalizowa¢ warunkéw reakcji
PCR. Po rozdziale elektroforetycznym prébek amplifikacji po 40 cyklach PCR obserwowano
jedynie niewielki prgzek odpowiadajgcy produktowi GRPB, oraz znaczng ilos¢ dimeréw
starteréw. Obecno$¢ dimerdw ograniczyta mozliwosci wykorzystania SYBR Green w reakcji
real-time PCR. W celu wiarygodnej oceny liczby kopii mRNA dla GRP opracowano metode
ilosciowej oceny produktéw konwencjonalnej reakcji PCR, ktéra przypomina metode real-
time PCR, z tym ze produkty reakcji oceniane sg za pomoca programu do analizy obrazu.

W tym celu z kazdej probki cDNA GRp (koricowa objetos¢ 20 ul po reakcji RT) wykonano
5 identycznych reakcji PCR o koncowe] objetosci 25 uL (Tabela 6). Reakcje amplifikacji
prowadzono wg protokotu opisanego w tabeli (Tabela 5) i zatrzymywano po 30, 33, 36, 39 i
42 cyklach PCR. Produkty amplifikacji rozdzielono w 2% zelu agarozowym z dodatkiem
bromku etydyny w buforze TBE przy statych parametrach elektroforezy (60 min, 100 V).
Prazki produktu GRP (229 bp) uwidoczniono w Swietle UV transluminatora, a nastepnie
sfotografowano. Cyfrowe zdjecia analizowano wykorzystujgc oprogramowanie do
wizualizacji i dokumentacji elektroforezy na zelach agarozowych (ImageMaster, VDS-
Pharmacia Biotech). Do standaryzacji wykorzystano wyizolowany i oczyszczony fragment
amplifikacji GRB, ktéry dodawano w statej objetosci do dwéch studzienek zelu. Srednie
wyniki wspotczynnikéw fluorescencji w kolejnych cyklach PCR przedstawiono na wykresie w
programie GraphPad Prism. Prég w ktérym mierzono CT zostat wyznaczony arbitralnie na
wysokosci fazy wzrostu ekspotencjalnego (wspdtczynnik fluorescencji 0,5) po zanalizowaniu

wszystkich danych (Rysunek 16).
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Rysunek 16. Analiza danych GRP (cze$¢ pierwsza). (1) Rozdziat elektroforetyczny produktéw amplifikacji GRB
(reakcje PCR zatrzymywano co trzy cykle). W pierwszej linii marker wielkosci produktu. W dwadch kolejnych
standard GRp. Pozostate: dwie przyktadowe serie prébek. (2) Fluorescencje pragzkdw mierzono dwukrotnie, a
nastepnie normalizowano wykorzystujgc wewnetrzny standard. (3) Srednie wyniki wspétczynnika
fluorescencji przedstawiono na wykresie z ktérego odczytano wartosci wzgledne CT. W tym przypadku CTpg;
(34,4) i CTpp, (33,1) réznig sie o ACT=1,3, czyli wyjsciowa probka P02 zawiera okoto 2,5 razy wiecej cDNA GRp.
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5.6.9 Przygotowanie standardu GRpB

Do przygotowania standardu wykorzystano produkt amplifikacji GRB (kilka prazkéw 230
bp) wyizolowany z zelu agarozowego po rozdziale elektroforetycznym (podobnie jak w
przypadku standardu GRa, patrz rozdziat 5.6.5). Uzyskane DNA w dalszej kolejnosci
oczyszczono metodg separacji w fenolu/chloroformie i precypitacji w octanie amonu. W
tym celu DNA rozpuszczone w 100 uL ddH,0 doktadnie wymieszano z fenolem (200 ul) Po
odwirowaniu 1 min przy maksymalnej szybkosci gédrna wodna faza zostata przeniesiona do
probowki zawierajgcej 100 ulL chloroformu. Po energicznym wymieszaniu prébke ponownie
odwirowano, a faze wodng przeniesiono do 300 ulL 96% etanolu zawierajacego 10 uL 3M
octanu amonu. Po 10 minutach precypitacji w -20°C prébke odwirowano
15.000xg/10min//4°C, nadsgcz doktadnie odpipetowano a pelete DNA pozostawiono 1
godzine do wyschniecia. DNA przeptukano nastepnie w 300 uL 75% etanolu, osuszono 30
min w temperaturze pokojowej i rozpuszczono w 30 ul ddH,0. Uzyskany, oczyszczony
fragment DNA GRP ponownie amplifikowano (30 cykli PCR), wyizolowano z zelu,
oczyszczono metodg separacji w fenolu/chloroformie i rozpuszczono ponownie w 30 ulL
ddH,0. W pomiarze spektrofotometrycznym uzyskano stezenie DNA 0,06 ug/ul.
Analogicznie do GRa obliczono liczbe kopii w 1 ul (2,43 x 1011) i przygotowano
rozciericzenia od 1x 10° do 1x 10° kopii w 1 ulL. Pozostaty materiat rozcienczono 12x
uzyskujgc ok. 200 uL roztworu o koncowym stezeniu 5 ng/ul, ktéry dodawano do zelu (po 5
uL czyli ok. 1 x 10 kopii) i wykorzystywano jako wewnetrzny standard przy pomiarze
intensywnosci swiecenia prazkow.

RozcienAczenia standardu amplifikowano w dubletach wykorzystujgc te same parametry
reakcji jak w przypadku pozostatych prébek GRP (Tabela 5, Tabela 6). Dla kazdego
rozcienczenia przygotowano 9 reakcji PCR, ktére przerywano co 3 cykle (od 18 do 42).
Produkty reakcji analizowano w identyczny sposéb jak pozostate prébki GRB (szczegdtowo
opisano w rozdziale 5.6.8 i na rycinie Rysunek 16). Po odczytaniu wartosci CT sporzagdzono
krzywg standardowg (r=0,99; p=0,001) wykorzystang do obliczenia liczby kopii mRNA w
analizowanych prébkach (Rysunek 17).
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Rysunek 17. Krzywa standardowa GRB. (po lewej) Oczyszczony fragment DNA GRB amplifikowano w
dubletach w czterech rozcienczeniach (od 1x 10° do 1x 10° kopii 1 uL) przerywajac PCR co 3 cykle (od 18 do
42). Wzgledng ilo$¢ produktu zmierzono po sfotografowaniu prazkéw zelu i normalizacji przez wewnetrzny
standard (warto$¢ 1 na osi Y). Prog do odczytu CT ustalono arbitralnie w fazie ekspotencjalnego przyrostu
ilosci produktow PCR. (po prawej) Wartosci CT amplifikacji standardéw oraz wyjsciowe ilosci kopii matrycy
zestawione na wykresie.

5.6.10 Sposdb analizy danych dla oceny ekspresji GRB

Po obliczeniu CT dla prébek GRB dane normalizowano wykorzystujgc odchylenia od
Sredniej CT dla B-aktyny (ACTa). Skorygowane CT GRP przeliczano na liczbe kopii matrycy
cDNA w amplifikowanych préobkach podstawiajgc do réwnania krzywej standardu. Schemat
analizy danych dla GRB przedstawiono na rycinie (Rysunek 18). Dane korcowe
przedstawiono jako (1) znormalizowane CT obu izoform w rdéznych grupach klinicznych, (2)

liczba kopii mMRNA GRa lub GRB w 1 ug catkowitego RNA, (3) stosunek ilosci GRa/GRp.
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P02 |16,9(176 (17,25] -0,21 }28,71 28,5 535,8 10,7 10,7
P03 |17.6|169 (17.25] -0,21 }30,54 30,33 255,8 51 51
P04 (174|175 (17.45| -0,01 30,78 30,77 2141 43 43
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17,46

Rysunek 18. Model analizy ekspresji GRB (czes¢ druga). (1) Catkowite RNA zostato przepisane do cDNA w
rownolegtych reakcjach z primerami dla GRB i B-aktyny. (2) cDNA GRP kazdej probki amplifikowano w
reakcjach PCR przerywanych w réznych cyklach (od 30 do 42), produkty PCR sfotografowano, a z wykresow
fluorescencji obliczono CT dla kazdej prébki. (3) Produkt amplifikacji GRB powielono w kolejnej reakcji PCR i
oczyszczono przygotowujgc standard (krzywa, analiza obrazu). (4) CT B-aktyny wykorzystane do normalizacji
danych uzyskano w typowej reakcji real-time. (5) Tabela przedstawia przyktadowe dane i sposdb analizy.
Wyniki CT dla GRB normalizowano wykorzystujgc ACT, aktyny. Liczbe kopii mRNA obliczono z réwnania

X,= srednie CT

krzywej standardowe;j.

(.

skorygowane CT
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5.7 Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano z wykorzystaniem programu GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software, Inc.,, San Diego, USA). W charakterystyce wyjsciowej grup
zastosowano test x2 (zmienne kategoryczne) lub analize ANOVA (zmienne ciggte). Do oceny
réznic miedzy badanymi grupami (n=4) opracowano model analizy statystycznej
przedstawiony na rysunku (Rysunek 19). Jezeli ilo$¢ uzyskanych wynikéw w jakiejkolwiek z
grup byfa n<9 stosowano testy Kruskal-Wallisa lub Friedmana. W pozostatych przypadkach
pierwszej fazie testowano dane pod wzgledem zgodnosci z rozktadem normalnym (test
Kolmogorova-Smirnova), a nastepnie oceniono jednorodnos$¢ wariancji (testem Levina).
Serie danych spetniajgce kryterium rozktadu normalnego i réwnych wariancji analizowano
w modelu ANOVA. W przypadku wynikéw uzyskanych dla réznych punktéw czasowych lub
przy roznych stezeniach deksametazonu stosowano wariant z powtarzanymi pomiarami.
Wyniki ANOVA przedstawiono na wykresach jako: (1) efekt grupy badanej, (2) efekt punktu
czasowego lub stezenia deksametazonu, (3) interakcje miedzy grupg badang i drugim
ocenianym czynnikiem ktéra pozwala zbada¢ czy oceniany parametr zmienia sie w
kolejnych punktach czasowych lub stezeniach deksametazonu inaczej (gdy p<0,05)
przynajmniej w jednej z badanych grup. W analizie post-hoc (ktdra pozwala na ocene réznic
dla kazdej grupy w kazdym punkcie konicowym) zastosowano testy Bonferroniego i Tukey’a.
Dane o rozktadzie normalnym przedstawiono w tekscie i tabelach jako srednie +SD
(odchylenie standardowe), a na wykresach kolumnowych lub punktowych jako S$rednie
+SEM (bfad standardowy) lub 95%CI (przedziat ufnosci). Serie danych z rozktadem réznym
od normalnego analizowano testami nieparametrycznymi Kruskal-Wallisa i Friedmana. W
tekscie, tabelach i na wykresach (punktowych lub blokowych) wyniki takie przedstawiono
jako mediana i przedziat miedzykwartylowy [25-75% w nawiasie kwadratowym].

ECso czyli takie stezenie agonisty (deksametazonu) ktdore prowadzi do uzyskania 50%
efektu czynnosciowego obliczono przy zastosowaniu modelu regresji nieliniowej po
dopasowaniu wariantu krzywej sigmoidalnej ze zmiennym nachyleniem (variable-slope
sigmoidal dose response curve). Do oceny stopnia korelacji zmiennych o rozktadzie
normalnym i n>30 zastosowano model regresji liniowej. W pozostatych przypadkach

zastosowano wariant nieparametryczny (korelacja rang Spermana).
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Rysunek 19. Model analizy statystycznej zastosowany do oceny réznic pomiedzy badanymi grupami (n>3

grupy) przy liczebnosci w grupie n=10.
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6  Wyniki

6.1 Charakterystyka kliniczna pacjentow bioracych udziat w badaniu

Do badania zakwalifikowano 42 chorych z potwierdzonym rozpoznaniem astmy
spetniajgcych kryteria opisane w czesci dotyczacej metod badawczych. Po zebraniu
doktadnego wywiadu, badaniu przedmiotowym i wykonaniu badania spirometrycznego
chorym pobrano krew do badan laboratoryjnych. Wszyscy chorzy na astme wypetniali
nastepnie przez tydzien kwestionariusz nasilenia objawdéw astmy (ACD), a czes¢ z nich
wykonywata dodatkowo codziennie pomiary PEF. Podczas kolejnej wizyty ponownie
zbadano chorych i zanalizowano wyniki ACD. Z uwagi na pogorszenie objawéw u dwdch
pacjentéw (u jednej chorej czeste napady dusznosci i wysoka punktacja ACD - 4,33; druga

pacjentke hospitalizowano z powodu zaostrzenia astmy po zazyciu niesteroidowego leku

przeciwzapalnego) zostali oni wykluczeni z analizy. Plan badania i liczebnosci
poszczegdblnych grup przedstawiono na rycinie (Rysunek 20).
astma przewlektfa
@ @ ™ lekka i umiarkowana @
chorzy na doktadny wywiad (n=15) 7 dni ACD
astme ciezkos¢ astmy pomiary PEF . drop-out
oskrzelowg spirometria wyniki badar " (n=2)
(n=42) krew do badan weryfikacja
L, astma przewlekta
@ ciezka (n=27)
droui (4)[astma przewlekia |
ochotnicy doktadny wywiad drop-out !
(n=14) krew do badari (n=3)
zdrowi ochotnicy przewlekia ciezka ciezka
(bez atopii) umiarkowana dobra kontrola steroidozalezna
(n=11) (n=15) (n=11) (n=14)

Rysunek 20. Projekt badania i liczebnosci grup. (1) Do badania zakwalifikowano 42 chorych na astme
oskrzelowa. (2) Po zebraniu doktadnego wywiadu i wykonaniu badania spirometrycznego chorym pobrano
krew do badan laboratoryjnych. (3) Wszyscy chorzy na astme uzupetniali kwestionariusze objawowe, czesc¢ z
nich wykonywata pomiary PEF. (4) Po tygodniu chorych ponownie zbadano i przeanalizowano dane z
kwestionariuszy, dwaj pacjenci zostali wykluczeni z badania, pozostali zostali na podstawie danych klinicznych
podzieleni na trzy grupy. (5) Sposréd 14 zdrowych ochotnikdéw u 3 stwierdzono dodatni wynik swoistych-Igk
(Phadiatop) i zostali wykluczeni z badania, pozostali stanowili grupe kontrolna.



6.1.1 Fenotypy astmy

W grupie z astmg ciezkg chorobe rozpoznawano czesciej w wieku dorostym (n=17, 68%).
Sredni wiek rozpoznania astmy wynosit 13,9+4,1 lat w grupie elary-onset i 30,7+7,9 lat w
grupie late—onset. Poréwnywane grupy nie réznity sie czasem trwania choroby, zapewne ze
wzgledu na starszy wiek chorych w grupie late-onset (45,5 vs. 27,1 lat; p<0,001). Nie
stwierdzono réznic w pozostatych parametrach klinicznych (Tabela 7). Podobne czestosci

early- i late-onset stwierdzono w grupie chorych z astma przewlekta umiarkowang (early-

onset n=5, 33%).

Tabela 7. Charakterystyka kliniczna chorych (astma ciezka) z choroba rozpoznang w dziecinstwie
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(<18 rok zycia) i w wieku dorostym. **p<0,001.

badane grupy early-onset (<18 lat) late-onset (>18 lat)
liczebnos¢ 8[32] 17 [68]
wiek, lata 27,1 [5,8] 45,5 [9,4]**
pteé, kobiety n[%] 4 [50] 11 [66]
wiek rozpoznania, lata 13,9 [4,1] 30,7 [7,9]**
czas trwania astmy, lata 13,2 [6,0] 14,8 [7,9]
astma atopowa, n[%] 4 [50] 8 [47]
nadwrazliwos¢ na ASA, n[%] 4 [50] 8 [47]
astma steroidozalezna, n[%)] 3 [38] 11 [65]
skala ciezkosci astmy (SCA) 0,83 [0,52] 0,9 [0,46]
ankieta objawowa (ACD) 1,14 [1,3] 1,5[1,0]
FEV1 (% wartosci naleznej) 78,9 [18,4] 80,2 [18,1]
utrwalona obturacja, n[%] 3 [38%] 5 [29%]
PEF (% wartosci naleznej) 83,5 [14,3] 88,5 [26,7]
GCS systemowe, mg/d 9,5 [6,0] 12 [6,2]
GCS systemowe od lat, lata 4,2 [3,9] 7,5 [5,2]

GCS — glikokortykosteroidy, ASA — aspiryna, GCS systemowe w przeliczeniu na metyloprednizolon.
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Przewlekta utrwalong obturacje oskrzeli definiowang jako FEV; (po zastosowaniu leku
rozkurczowego) < 75% wartosci naleznej stwierdzono u 8 (32%) chorych z astma ciezka.
Chorzy ci dtuzej chorowali na astme w poréwnaniu z grupg bez cech obturacji (19,8 vs. 11,7
lat, p<0,01), nie réznili sie natomiast pod wzgledem wieku zachorowania, ciezkosci choroby
i czasu trwania steroidoterapii (Tabela 8). Utrwalona obturacja wystepowata czesciej wsrod
mezczyzn (n=6, 60%) niz u kobiet (n=2, 13%), jednak z uwagi na niewielkie liczebnosci grup
rdznica ta nie osiggneta znamiennosci statystycznej (p=0,1). U zadnego pacjenta z astma

przewlekta umiarkowang nie stwierdzono obnizenia FEV; <75%.

Tabela 8. Charakterystyka kliniczna chorych z ciezkg astma rdznigcych sie stopniem nasilenia
obturacji oskrzeli. **p<0,01; (a) p=0,1.

badane grupy

FEV,<75%

(utrwalona obturacja)

FEV,:>75%

liczebnos¢

8[32]

17 [68]

wiek, lata

pteé, kobiety n[%]

wiek rozpoznania, lata

czas trwania astmy, lata
astma atopowa, n[%]
nadwrazliwos¢ na ASA, n[%]
astma steroidozaleina, n[%)]
skala ciezkosci astmy (SCA)
ankieta objawowa (ACD)
FEV1 (% wartosci naleznej)
PEF (% wartosci naleznej)
astma od dziecinstwa, n[%)]
GCS systemowe, mg/d

GCS systemowe od lat, lata

43,3 [12,0]
2 [25]
23,5 [13,1]
19,8 [7,9]
4 [50]

4 [50]

6 [75]
0,97 [0,36]
1,58 [1,0]
68,8 [6,9]
67,2 [16,4]
3 [38]
11,5 [6,6]

8,1[4,8]

37,9 [12,1]
13 [76] (a)
26,2 [9,4]
11,7 [5,5]**
8 [47]
8 [47]
8 [47]
0,82 [0,52]
1,33 [1,1]
93,5 [14,0]**
96,1 [20,0]**
5 [29]
11,1 [6,1]

5,6 [5,0]

GCS — glikokortykosteroidy, ASA — aspiryna, GCS systemowe w przeliczeniu na metyloprednizolon.
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Na podstawie charakterystycznych objawéw zgtaszanych w wywiadzie i dodatnich
testéw skdrnych (i/lub wyniku badania Phadiatop) atopie rozpoznano u 48% (n=12) chorych
na astme przewlekta ciezkg i 53% (n=5) chorych na astme przewlekta umiarkowana.
Nadwrazliwos¢ na aspiryne wystepowata u 48% (n=12) chorych na astma ciezka i 20% (n=3)
na astme przewlektg umiarkowang. Na rycinie (Rysunek 21) przedstawiono doktadng
charakterystyke fenotypowg chorych z astmg ciezkg. Zwraca uwage znaczny odsetek
pacjentéw z wspdtistniejgcg atopig i nadwrazliwoscig na aspiryne (n=6, 24%) jak rowniez
czestsze wystepowanie astmy steroidozaleznej wsrdd chorych z rozpoznaniem astmy w

wieku dorostym (n=11, 65% chorych w tej grupie).

fenotypy astmy ciezkiej astma przewlekta ciezka
(n=25, 100%)
(] astma steroidozalezna |

[] utrwalona obturacja

["] astma atopowa wiek zachorowania <18 lat wiek zachorowania >18 lat
[ nietolerancija aspiryny nearly-onset” (n=8, 32%) nlate-onset” (n=17, 68%)
FEV, >75% FEV, £75% FEV, >75% FEV, £75%
(n=5, 20%) (n=3, 12%) (n=12, 48%) (n=5, 20%)
bez atopii / ATA (28%) 1 1| 3 2
« atopia (24%) 1 1 1 2| 1
g — —
S |E atopia+ AlA (24%) | 1 ; 1, 2 2
& ~—
@ AlA(24%)| 1 1] 1 1 2 1
T Z — i
i ] i ]
astma ciezka steroidozalezna n=3, 12% n=11, 44%

Rysunek 21. Fenotypy kliniczne astmy przewlektej ciezkiej u chorych objetych badaniem. Na schemacie
liczebnosci poszczegdlnych grup. Doktadny opis w tekscie. AIA — aspirin intolerant asthma, ATA - aspirin
tolerant asthma.

Na rycinie (Rysunek 22) zestawiono fenotypy kliniczne chorych z astmg przewlekta
umiarkowang. W przeciwienstwie do chorych z astmg ciezkg w tej grupie nie stwierdzono

przypadkéw wspotwystepowania alergii i nadwrazliwosci na aspiryne.
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fenotypy astmy astma przewlekta umiarkowana
przewleklej umiarkowanej (n=15, 100%)

[] astma atopowa

[ nietolerancja aspiryny  wiek zachorowania <18 lat wiek zachorowania >18 lat
nearly-onset” (n=5, 33%) nlate-onset” (n=10, 67%)
FEV, >75% FEV, >75%
bez atopii / ATA (27%) 1 3
'E atopia (53%) 3 5
% § atopia + AlA (-%)
% AlA (20%) 1 2

Rysunek 22. Fenotypy kliniczne astmy przewlektej umiarkowanej. Na schemacie liczebnosci grup.

6.1.2 Stopien nasilenia astmy i objawy choroby

Chorzy z rozpoznaniem astmy przewlektej umiarkowanej, z bardzo dobrg kontrolg
choroby, charakteryzowali sie niskg punktacjg w skali nasilenia astmy SCA (0,46+0,38
punktow w skali od 0 do 3), zgtaszali ponadto jedynie niewielkie objawy (gtéwnie
sporadyczne napady dusznosci o niewielkim nasileniu w godzinach porannych) albo zupetny
brak dolegliwosci podczas tygodnia obserwacji klinicznej. Stopied nasilenia objawdw
mierzony kwestionariuszem ACD wynosit $Srednio 0,13+0,17 punktéw w skali od 0 do 6.

Chorzy na astme oskrzelowg ciezkg leczeni GCS doustnymi réznili sie znacznie zaréwno
pod wzgledem stopnia ciezkosci choroby, jak i nasilenia objawéw podczas tygodnia
obserwacji (Rysunek 23). Zestawienie wynikow skali ciezkosci choroby i kwestionariusza
objawéw pozwolito na wyodrebnienie grupy pacjentéw z ciezkg postacig astmy i
utrzymujacymi sie umiarkowanymi objawami choroby. Wartosci odciecia dla punktacji SCA
(1,22 punktu) i ACD (0,47 punktu) wyznaczono na podstawie srednich +2SD uzyskanych w

grupie chorych z astmg przewlektg umiarkowana.
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Rysunek 23. Charakterystyka kliniczna. Zestawienie stopnia ciezkosci astmy mierzonego w skali SCA (0-3) z
wynikami kwestionariusza objawowego ACD (0-6). Po stronie lewej wykres punktowy na ktorym liniami
przerywanymi zaznaczono wartosci ACD i SCA réwne Srednim +2SD dla grupy chorych z astmg przewlekty
lekkg (bardzo dobra kontrola choroby). Warto$¢ ta pozwala wyrdzni¢ pacjentdw (czerwone kwadraty) z
najciezszg astma i utrzymujacymi sie umiarkowanymi objawami choroby pomimo zoptymalizowanego
leczenia. Wykres po stronie prawej przedstawia Srednie +SEM dla wyodrebnionych w ten sposéb trzech grup

chorych.
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Rysunek 24. Charakterystyka kliniczna chorych. Na pierwszym wykresie zestawiono wyniki punktacji kazdej z
kategorii kwestionariusza nasilenia ciezkosci astmy (SCA). Drugi wykres przedstawia stopien nasilenia
objawéw astmy na podstawie tygodniowego kwestionariusza ACD. Wyniki przedstawiono jako srednie +SEM

w kazdej z analizowanych grup chorych.
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Chorzy na astme ciezkg z bardzo dobrg kontrolg objawdw zazywali przewlekle nizsze
dawki doustnych GCS (metyloprednizolon 5,8+2,7 mg/d) w poréwnaniu z pacjentami u
ktérych utrzymywaty sie niewielkie bgdZz umiarkowane objawy choroby (15,4+4,4 mg/d).
Stwierdzono ponadto znamienng dodatnig korelacje (r=0,91) pomiedzy skalg objawoéw
astmy, a dawka dobowg doustnych GCS (Rysunek 25). Obie podgrupy chorych z astma
ciezka nie réznity sie pod wzgledem dawki GCS wziewnego ani czestoscig stosowania innych

lekéw przeciwastmatycznych (Tabela 9).
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Rysunek 25. Dawki steroidéw doustnych (w przeliczeniu na metyloprednizolon) u chorych na astme
oskrzelowg wtaczonych do badania. Wykres po stronie prawej przedstawia $rednie £SEM dawki dobowe
metyloprednizolonu i wyniki skali SCA z podziatem na dwie grupy chorych, réznigce sie ciezkoscig choroby i
objawami.

6.1.3 Wyniki badan spirometrycznych

Chorzy z ciezkg astmg steroidozalezng mieli znamiennie obnizone % wartosci naleznej
FEV: i PEF w porownaniu z grupg chorych z astma przewlektg umiarkowang (p<0,001), jak i
astmg ciezka z dobrg kontrolg choroby (p<0,05). Wyniki badan czynnosciowych ptuc

przedstawiono na rysunku (Rysunek 26).
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Rysunek 26. Parametry spirometryczne u chorych z astma oskrzelowg analizowanych w badaniu. Gérne
wykresy przedstawiajg zaleznos¢ % wartosci naleznej FEV, od nasilenia astmy, na dolnych wykresach
zestawiono wyniki dla % wartosci naleznej PEF. Chorzy zostali podzieleni na grupy rdéznigce sie nasileniem
objawéw astmy. Na wykresach dane poszczegdlnych chorych oraz srednie +SEM. Podano jedynie znamienne
statystycznie réznice w %FEV, i %PEF przy poréwnaniu poszczegdlnych grup chorych.

W badaniach spirometrycznych stwierdzono dodatkowo znamienng ujemng korelacje
pomiedzy % wartosci naleznych FEV; (r=-0,59) i PEF (r=-0,53), a skalg ciezkosci astmy.
Podobne wyniki uzyskano oceniajgc pomiary PEF wykonywane przez niektérych pacjentow
(n=13) w domu. Wyniki pomiaréw domowych PEF wyrazone jako % wartosci naleznej byty
znamiennie nizsze w grupie chorych z astmg ciezka steroidozalezng i korelowaty z wynikami
skali SCA. Nie stwierdzono natomiast réznic w dobowej zmiennosci PEF (Rysunek 27).
Wykazano ponadto bardzo dobrg korelacje wynikow pomiaréw PEF w warunkach
domowych i % wartosci naleznej PEF z badania spirometrycznego wykonanego w dniu

wtaczenia do badania (r=0.71, p<0,001).
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Rysunek 27. Wyniki monitorowania PEF w warunkach domowych (n=13). Gérne wykresy przedstawiajg
wyniki PEF (% wartosci naleznej) w odniesieniu do skali ciezkosci astmy. Dolne wykresy przedstawiajg dobowa
zmienno$¢ PEF (Srednia tygodniowa) w odniesieniu do SCA. Na wykresach wyniki poszczegélnych chorych oraz
Srednie £SEM.

6.1.3 Pordéwnanie badanych grup

W tabeli (Tabela 9) zestawiono liczebnosci grup analizowanych w badaniu jak réwniez
podstawowe dane kliniczne pacjentdéw z astma. Chorzy na astme oskrzelowg i zdrowi
ochotnicy nie réznili sie pod wzgledem wieku i ptci. W grupach chorych na astme
stwierdzono podobng czestos¢ wystepowania atopii i nadwrazliwosci na aspiryne. Grupy
nie roznity sie pod wzgledem czasu trwania astmy, ktéry wynosit srednio 12,5+8,8 lat. U
wiekszosci pacjentow z ciezka astma rozpoznawano chorobe w wieku dorostym (/ate-onset,
>18 roku zycia, n=17, 68%), a tylko u dwdéch chorych w wieku szkolnym (<15 lat, 8%). Sredni
wiek w momencie rozpoznania wynosit 24,7+12,0 lat w grupie z astmg ciezkg dobrze

kontrolowang, 25,949,6 lat w grupie chorych z astma steroidozalezng i 26,5t11,4 lat w
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grupie chorych z astmag przewlektg umiarkowang. Wszyscy pacjenci stosowali GCS wziewne
w dawce 500-1000 ug/d w przeliczeniu na flutikazon oraz dtugodzialajacy B,-mimetyk
wziewny (za wyjatkiem jednej osoby z astma przewlekta umiarkowang). Jak wczesniej
wspomniano zaréwno ciezkos¢ astmy jak i dawki steroidéw systemowych byty znamiennie
(p<0,05) wyzsze u chorych z astmg ciezky steroidozalezng. Nie wykazano natomiast réznicy
w czasie trwania leczenia systemowymi GCS (Srednio 4,8+4 lata w przypadku astmy ciezkiej
z dobrg kontrolg objawow i 7,9+5,6 roku w przypadku astmy ciezkiej steroidozaleznej). Czas
trwania choroby od rozpoznania do momentu rozpoczecia przewlektej steroidoterapii
(pierwszy rok leczenia z koniecznoscig stosowania > 6 miesiecy) wynosit $rednio 7,8+6,6 lat
i nie réznit sie w badanych grupach. Chorzy na astme oskrzelowg mieli wyzsze catkowite
stezenie IgE w surowicy w poréwnaniu ze zdrowymi ochotnikami (Rysunek 28).
Stwierdzono réwniez wyzsze (p<0,01) stezenie IgE w surowicy u pacjentdw z astmg
atopowg (177[110-489] IU/mL) w poréwnaniu z nieatopowg (63[30-124]). Nie wykazano

réznic w ilosci bezwzglednej eozynofildw krwi obwodowe;j.
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Rysunek 28. Poziom IgE (po lewej) i eozynofilia bezwzgledna (po prawej) krwi obwodowej u os6b
wtaczonych do badania. Na wykresach danych punktowych mediany [25-75%] oraz wyniki analizy
statystycznej. *p<0.05, **<0.01.



Tabela 9. Charakterystyka grup biorgcych udziat w badaniu. Wyniki przedstawiono jako $rednig [SD]
lub liczebnos¢ n[%], dla IgE i eozynofilii jako mediane [25-75%]. *p<0,05 w poréwnaniu z astmg
przewlekta umiarkowana, 'p<0,05 w poréwnaniu z astma przewlekla ciezka (z dobrg kontrola
objawéw), #p<0,01 i *p<0.05 w poréwnaniu z kontrola.

. astma astma astma ciezka
zdrowi .
badane grupy . przewlekta przewlekta steroido-
ochotnicy . . . .
umiarkowana ciezka zalezna
liczebnos¢ 11 15 11 14
wiek, lata 38[9,6] 36 [11] 36,5 [12,8] 42 [11,4]
pteé, kobiety n[%] 6 [55%] 9 [60%)] 6 [55%] 9 [64%]
czas trwania astmy, lata - 8,8 [8,0] 10,5 [5,3] 16,6 [8,3]
astma atopowa, n[%] - 8 [53%] 5 [46%] 7 [50%]
nadwrazliwos$¢ na ASA, n[%] - 3 [20%] 5 [46%] 7 [50%]
skala ciezkosci astmy (SCA) - 0,13 [0,17] 0,44 [0,24] * 1,21[0,29] * '
ankieta objawowa (ACD) - 0,45 [0,38] 0,38[0,33] 2,2[0,62] * "
FEV1 (% wartosci naleznej) - 99,9 [14,3] 89,4 [19,2] 72,7 [12,8] * "
PEF (% wartosci naleznej) - 106,2 [12,6] 98,4 [22,6] 77,8[20,1] *
GCS wziewne, ug/d - 567 [334] 909 [202] 964 [134]
GCS systemowe, mg/d - 0 5,8[2,7] 15,4 [4,4] *
GCS systemowe 216mg/d,% - 0 0 9 [64%]
GCS systemowe od lat - 0 4,8 [4] 7,9 [5,6]
GCS systemowe 25 lat, n[%)] - 0 4 [36%)] 10 [71%]
inne leki, n[%]
B,-mimetyk dtugodziatajgcy - 14 [93%)] 11 [100%] 14 [100%]
pochodna aminofiliny - 4 [27%] 7 [64%] 9 [65%]
lek antyhistaminowy - 7 [47%] 4 [36%] 4 [29%]
lek antyleukotrienowy - 1[7%] 1 [9%] 0
113 134 387 167
eozynofilia bezwzgledna, /ul
[44-136] [59-368] [147-587] [10-326]
IgE catkowite, 1U/mL 24 [18-41] 118 [59-152]*  84[29-207] 173 [26-532]%

GCS - glikokortykosteroidy, ASA — aspiryna, GCS wziewne w przeliczeniu na dipropionian flutikazonu, GCS
systemowe w przeliczeniu na metyloprednizolon.
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6.2 Immunofenotyp limfocytéw krwi obwodowej

Badane grupy nie réznity sie pod wzgledem wiekszosci parametréw ocenianych w

badaniu morfologii krwi. Znamiennie podwyzszona leukocytoza w grupie chorych z astma

ciezka steroidozalezng wynikata ze zwiekszonego odsetka i bezwzglednej ilosci neutrofilow.

Nie stwierdzono réznic w odsetkach ani ilosciach bezwzglednych limfocytéw T (CD3+) i Th

(CD4+). Podstawowe wyniki badan zestawiono w tabeli (Tabela 10).

Tabela 10. Leukocyty i limfocyty T krwi. Wyniki przedstawiono jako $rednig [SD] *p<0,01 w
poréwnaniu z kontrolg, Tp<0,01 w poréwnaniu z astmg przewlektg umiarkowana.

badane grupy zdrowi astma astma astma ciezka
ochotnicy przewlekta przewlekia steroido-
umiarkowana ciezka zalezna
liczebnos¢ 11 15 11 14
leukocyty, 1x10* kom/uL 5,7 [1,4] 5,8 [1,4] 7,4 [1,4] 8,6 [2,6]*+
neutrofile, % leukocytow 59,9 [6,9] 60,7 [10,3] 62,2 [12,0] 70,1 [15,1]
neutrofile, 1x10° kom/uL 3,4 [0,9] 3,5[1,0] 4,6 [1,1] 6,0 [2,5] 7
limfocyty, % leukocytow 31,5[7,0] 28,8 [5,9] 25,0 [9,1] 22,7 [11,9]
limfocyty, 1x10* kom/uL 1,74 [0,31] 1,64 [0,46] 1,83 [0,63] 1,86 [0,85]
limfocyty T (CD3+), % LYM 70,2 [6,9] 72,2 [6,1] 72,5 [6,9] 70,0 [8,9]
limfocyty T (CD3+), kom/uL 1223 [251] 1175 [296] 1322 [446] 1361 [747]
limfocyty Th (CD4+), % LYM 46,1 [5,4] 43,1 [6,5] 41,7 [6,8] 38,3 [8,9]
limfocyty Th (CD4+), kom/uL 799 [147] 701 [188] 764 [283] 758 [437]

LYM-limfocyty, Th-limfocyty pomocnicze

6.3 Limfocyty aktywowane CD3/CD69+

Nie wykazano réznic miedzy badanymi grupami w odsetkach krgzgcych aktywowanych

limfocytow T o fenotypie CD3/CD69+. Wartosci procentowe komodrek CD3/CD69+ nie

korelowaty ze stopniem nasilenia choroby ani dawkg stosowanych GCS (Rysunek 29).
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Rysunek 29. Limfocyty CD3/CD69+ (aktywowane limfocyty T) krwi obwodowej. Nie stwierdzono rdznic w
odsetku komédrek CD69+ w zaleznosci od ciezkosci astmy jak rowniez dawki doustnych GCS. Na wykresach
$rednie £SEM.

6.4 Limfocyty CD4/CD25+

Pacjenci z astma ciezka steroidozalezng charakteryzowali sie podwyzszonym odsetkiem
komoérek frakcji CD4/CD25+ w pordéwnaniu z innymi badanymi grupami. Odsetek komérek
CD4/CD25+ wynosit: 10,3+4,1% u chorych z astma steroidozalezng, 6,7+2,1% u chorych z
astmga ciezkg dobrze kontrolowang, 5,8+2,0% u chorych z astmg przewlektg umiarkowang i
7,0£1,7% w grupie kontrolnej. Wykazano zaleznos¢ pomiedzy odsetkiem komodrek
CD4/CD25+ (réwniez poziomem ekspresji receptora CD25), a dawkga zazywanych doustnych
GCS (Rysunek 30). Odsetek komoérek CD4/CD25+ dodatnie korelowat z wynikami skali
nasilenia astmy (r=0,62) oraz objawami choroby (r=0,59) (Rysunek 31). Stwierdzono
réwniez stabg (r=-0,4) ale znamienng statystycznie korelacje miedzy %+ CD4/CD25+, a %
wartosci naleznej FEV;. Frakcja komdrek CD4/CD25+ jako jedyna z analizowanych populacji
limfocytéw T korelowata ze stopniem nasilenia choroby, dawkg systemowych GCS jak i

stopniem obturacji oskrzeli.
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Rysunek 30. Populacja limfocytéw CD4/CD25+ krwi obwodowej. Gérne wykresy przedstawiajg odsetek
komérek frakcji CD4/CD25+ [%+] i wzgledng intensywnosé fluorescencji CD25 (IE+) w zaleznos$ci od stopnia
ciezkosci astmy. Dolne wykresy przedstawiajg CD4/CD25+ w zaleznosci od dawki zazywanych GCS. *p<0,05;
**<0,01.
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Rysunek 31. Korelacja odsetka limfocytow CD4/CD25+ z wynikami skali ciezkosci astmy (po lewej) i
stopniem nasilenia objawow astmy (po prawe;j).

Populacja CD4/CD25+ krwi obwodowe] zawiera oprécz komérek Treg pewng ilosé
limfocytéw aktywowanych. Poniewaz we frakcji PBL komdrki Treg majg najwyzsza ekspresje
CD25 jedng z metod ich analizy jest bramkowanie populacji CD4/CD25"e" (Rysunek 32).
Sredni odsetek komorek CD4/CD25Me" byt znamiennie wyzszy u chorych z astma ciezka
steroidozalezng. Rodwniez w tym przypadku wykazano korelacje w zaleznosci od dawki
stosowanych GCS (p<0,05), objawéw astmy (p<0,05) i wynikéw badan czynnosciowych ptuc

(p<0,05) (Rysunek 33).
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Rysunek 32. Strategia bramkowania populacji komérek CD4/CD25"®". Limfocyty barwiono przeciwciatami

PerCP-CD4+ i PE-CD25 CD4+. Po lewej, na wykresie SSC/CD4 bramkowana populacja komérek CD4+. Po
srodku, ekspresja CD25 w populacji komdrek CD4+. Populacja CD4/CD25"e" jest zazwyczaj fatwa do
odrdznienia od frakcji komérek cD25%™ (na podstawie ksztattu i rozmieszczenia na wykresie). Populacja

CD4/CD25+ oznaczona na podstawie kontroli izotopowej PE-IgG1. Po prawej, korelacja CD25+ i CD25"",
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Rysunek 33. Populacja limfocytéw CD4/CD25

high

krwi obwodowej. Wykresy przedstawiajg odsetek komarek

frakcji CD4/CD25"8" [%+]w zaleznosci od stopnia ciezkosci astmy i dawki zazywanych GCS. *p<0,05; **<0,01

6.5

Aktywacja limfocytéw in vitro

W modelu in vitro zbadano maksymalng aktywacje limfocytéw po stymulacji PHA i

oceniono réznice miedzy grupami chorych i zdrowymi ochotnikami. W dalszej kolejnosci

oceniano wptyw deksametazonu na aktywacje i proliferacje limfocytéw (schemat

eksperymentdéw na rycinie Rysunek 34).

\aktywacja limfocytow in vitro \

proliferacja @ ekspresja antygenéw
limfocytow in vitro aktywacyjnych: CD69,
‘ CD25, HLA-DR, CD40L
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Rysunek 34. Parametry oceniane w eksperymentach dotyczacych wptywu deksametazonu na tempo
proliferacji (1) i wczesne etapy aktywac;ji (2) limfocytéw stymulowanych mitogenem in vitro.



72

6.5.1 Proliferacja limfocytéw in vitro

Po 3 dniach stymulacji PHA (10 ug/mL) ilos¢ zywych limfocytéw, odzwierciedlajgca
stopien proliferacji, byta najwieksza w hodowlach PBL zdrowych dawcéw. Stwierdzono
okoto trzykrotne zwiekszenie liczby komoérek w poréwnaniu ze stanem wyjSciowym
(Rysunek 35, kontrola). llos¢ zywych komérek nie zmienita sie natomiast w grupie chorych z
astmga ciezka steroidozalezng, réznica w poréwnaniu do zdrowych dawcéw byta istotna
statystycznie (p<0,01). Deksametazon zmniejszyt tempo proliferacji limfocytéw w

hodowlach (p<0,001 zaréwno po 3 jak i 5 dniach).

zywe limfocyty po 3 dniach stymulacji PHA (10 ug/mL)

350+
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Rysunek 35. Wptyw deksametazonu na proliferacje limfocytéw po 3 dniach hodowli in vitro. lloé¢ zywych
limfocytéw w hodowlach stymulowanych 10 ug/mL PHA (kontrola) lub inkubowanych dodatkowo z
deksametazonem we wzrastajacych stezeniach wyrazona jako % w odniesieniu do ilosci wyjsciowej (po lewej)
lub do kontroli PHA (po prawej). Stezenia deksametazonu w mol/L. Na wykresach wartosci $rednie +SEM oraz
wyniki analizy statystycznej. **p<0,01; *<0,05.

Efekt deksametazonu byt najsilniejszy w hodowlach limfocytow zdrowych dawcéw
(Rysunek 35, efekt grupy p<0,05; po 3 dniach rdznica znamienna statystycznie w
poréwnaniu z astmg ciezkg steroidozalezng). Stezenia deksametazonu odpowiadajace za
50% efektu hamowania proliferacji (ECsp) wynosity: 1,23+5,3 nM w grupie zdrowych
dawcéw, 4,3516,2 nM w grupie z astmg przewlektg umiarkowang, 13,2+6,6 nM w grupie z
astma przewlektg ciezka i 24,319,9 nM w grupie z astmg ciezkg steroidozalezng. Efekt
deksametazonu w byt ponad dziesieciokrotnie mniejszy w grupie z astma ciezka

steroidozalezng w poréwnaniu do zdrowych dawcdw, rdznica ta byta istotna statystycznie
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(p<0,05). Stwierdzono ponadto dodatnig korelacje pomiedzy stopniem proliferacji
limfocytéw, a skalg ciezkos$ci i objawami astmy (Rysunek 36). Zalezno$¢ miedzy ACD, a
proliferacja limfocytéw in vitro byta szczegdlnie wyrazna w grupie chorych na astme ciezka
steroidozalezng. Nie wykazano réznic pomiedzy stopniem proliferacji limfocytéw, a dawka

zazywanych GCS.
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Rysunek 36. Korelacja stopnia proliferacji limfocytéw krwi obwodowej po 3 dniach hodowli in vitro ze
stopniem ciezkosci astmy (po lewej) i objawami (po prawej). Oddzielnie przedstawiono korelacje z wynikami
ACD w grupie chorych z astma ciezka steroidozalezna.

6.5.2 Aktywacja limfocytow

Po 24 godzinach stymulacji PHA 80,8+11,6% limfocytdw T wykazywato ekspresje
wczesnego markera aktywacji leukocytéw lektyny CD69. Poziom ekspresji CD69 (IE+) byt
znamiennie wyzszy w hodowlach limfocytdw zdrowych dawcéw w pordwnaniu z chorymi
na astme przewlekia ciezka (P<0,01) i steroidozalezng (p<0,05) (Rysunek 37).

Po 24 godzinach stymulacji mitogenem obserwowano réwniez bardzo wysokg ekspresje
taricucha a receptora IL-2R (CD25). Odsetek komdrek CD4+ wykazujacych ekspresje CD25
wynosit srednio 68,3+15,0% i nie réznit sie w badanych grupach chorych. Nie wykazano
réwniez znamiennych réznic w maksymalnym poziomie ekspresji HLA-DR (40,1+10,6%
komédrek CD3+) i CD4O0L (24,2+9,8% komdrek CD4+). Stwierdzono znamienng statystycznie
korelacje (r=0,65) pomiedzy maksymalnym poziomem ekspresji CD25 i CD69 (Rysunek 38).
Obserwowano réwniez dodatnig korelacje (r=0,53) pomiedzy ekspresjg CD25 i CD40L.
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Rysunek 37. Wptyw deksametazonu na ekspresje antygenu CD69 w stymulowanych PHA limfocytach T.
Wykres przedstawia Srednie (+SEM) wartosci IE+ komdrek CD69+. Na wykresach podano znamienne wyniki
analiz statystycznych: ##p<0,01 w poréwnaniu do efektu samej PHA, *p<0,05; **<0,01 w pordwnaniach

miedzy badanymi grupami.
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Rysunek 38. Korelacja poziomu maksymalnej ekspresji IL-2Ra i CD69. Wykres po lewej stronie przedstawia
wyniki %. Po prawej stronie wartosci indeksu ekspresji IE+.

Dodanie deksametazonu do hodowli limfocytow stymulowanych PHA prowadzito do
wyraznego zmniejszenia poziomu ekspresji wszystkich badanych antygenow zwigzanych z
aktywacja limfocytéw za wyjatkiem HLA-DR. Deksametazon zastosowany w stezeniu 0,1 uM
znacznie obnizyt ekspresje CD25 (Srednio o 46+24%) i CD69 (Srednio o 52+17%). Efekt

hamujgcy byt najwyiszy przy ocenie zmian ekspresji CD40L i wynosit srednio 66112% w
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porownaniu z kontrolg PHA. Deksametazon nieznacznie wptynat na poziom ekspresji HLA-
DR, efekt byt znamienny statystycznie w niektérych badanych grupach, jednak $rednia
zmiana ekspresji w pordwnaniu z PHA wynosita tylko 17+20% (Rysunek 39). Nie
stwierdzono istotnych réznic w hamowaniu przez deksametazon ekspresji CD25, HLA-DR

(Rysunek 40) oraz CD69 (Rysunek 37) w zaleznosci od ciezkosci astmy lub dawki GCS.
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Rysunek 39. Wptyw deksametazonu na ekspresje antygenéw zwigzanych z aktywacjg limfocytéw T. Wyniki
przedstawiono jako % zmiany w poréwnaniu z maksymalng ekspresja (wyrazong jako IE+) po stymulacji 10
pg/mL PHA. Na wykresach punktowych zaznaczono srednie +95%Cl. *p<0,05.



76

Wykazano natomiast, ze deksametazon stabiej hamowat ekspresje CD40L limfocytow T
CD4+ w grupie chorych z astmg ciezkg steroidozalezng. Réznica w dziataniu deksametazonu
byta istotna statystycznie w porédwnaniu z astmg przewlekta ciezkg (z dobrg kontrola
choroby) i byta widoczna zaréwno przy ocenie odsetka (lub IE+) komdrek CD40L+ po
dodaniu deksametazonu (Rysunek 41) jak réwniez po obliczeniu % zmiany w poréwnaniu
do maksymalnej stymulacji PHA (Rysunek 39).

Nie stwierdzono istotnej rdoznicy w ekspresji badanych antygendéw jak réwniez w

dziataniu hamujgcym deksametazonu przy poréwnaniu chorych réznigcych sie wrazliwoscia

na aspiryne.
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Rysunek 40. Wptyw deksametazonu na ekspresje IL-2Ra (CD25) i HLA-DR limfocytéw stymulowanych
mitogenem. Wykresy przedstawiajg Srednie (+SEM) wartosci IE+. #p<0,05; 20,01 w poréwnaniu do efektu

samej PHA.
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Rysunek 41. Wptyw deksametazonu na ekspresje ligandu CD40 w stymulowanych mitogenem limfocytach T.
Wykresy przedstawiajg srednie (+SEM) odsetki komorek CD4/CD40L+. Na wykresach podano znamienne
wyniki analiz statystycznych: ”#p<0,01 w porownaniu do efektu samej PHA, *p<0,05 w poréwnaniach miedzy

badanymi grupami.
Nie stwierdzono réznic w maksymalnej ekspresji CD25, CD69 i HLA-DR u chorych z astma
atopowa. Poziom ekspresji CD40L limfocytdw stymulowanych PHA byt najwyzszy u chorych

z atopowg astma steroidozalezng (ANOVA, efekt atopii p<0,05).

6.6 Apoptoza limfocytéw w hodowlach in vitro

Odsetek limfocytéw apoptotycznych zwiekszat sie w kolejnych dniach hodowli (ok. 5-
10% w pierwszej dobie, do okoto 15-25% w pigtej dobie; p<0,001) i w kazdym z ocenianych
punktéw koncowych byt najwyiszy w hodowlach limfocytdw chorych na astme ciezka
steroidozalezng (Rysunek 42). Deksametazon indukowat apoptoze limfocytéw w in vitro.
Efekt dziatania deksametazonu byt zalezny od dawki (p<0,001) i w wiekszosci ocenianych

punktow koncowych byt najwiekszy w grupie astmy steroidozaleznej (p<0,05) (Rysunek 43).
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Rysunek 42. Apoptoza limfocytéw w hodowlach in vitro. Po stronie lewej wartosci odsetkowe limfocytéw z
obnizonym potencjatem mitochondrialnym w kolejnych dniach hodowli (spontaniczna apoptoza). Po stronie
prawej apoptoza indukowana deksametazonem w stezeniu 0,1 uM. Na wykresach $Srednie +SEM oraz wyniki
analizy ANOVA. W testach post-hoc # oznacza p<0,01 w pordwnaniu astmy steroidozaleznej do astmy ciezkiej
dobrze kontrolowanej, przewlektej umiarkowanej lub zdrowych ochotnikéw. * oznacza p<0,01 w poréwnaniu
astmy steroidozaleznej i przewlektej umiarkowanej.
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Rysunek 43. Indukcja apoptozy limfocytdow w hodowli in vitro. Deksametazon w trzech wzrastajacych log
stezeniach dodawano wyjsciowo (#, dolne wykresy) lub po 1 dniu wstepnej hodowli (*, gérne wykresy).
Odsetek komadrek apoptotycznych oceniano po 24 godzinach, 3 i 5 dniach. Wyniki przedstawiono jako $rednie
+SEM, na wykresach wyniki analizy ANOVA.
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Podobne wyniki uzyskano w badaniach apoptozy limfocytéw CD3+ (Rysunek 44).
Zaréwno ilos¢ komérek apoptotycznych w hodowlach kontrolnych jak i efekt GCS byty
najwyzsze w grupie chorych na astme steroidozalezng. Stwierdzono ponadto korelacje
(p<0,01) pomiedzy odsetkiem komdrek apoptotycznych i wyjsciowym poziomem ekspresji
CD69 (r=0,74 w grupie chorych leczonych steroidami). Nie wykazano podobnej zaleznosci w
odniesieniu do odsetka komdérek CD4/CD25+ ani poziomu ekspresji receptorow GR.

Podsumowujac, indukcja apoptozy limfocytéw in vitro nie jest zaburzona u chorych na

astme ciezka steroidozalezng i zalezy przede wszystkim od ilosci krgzgcych aktywowanych

komorek CD3+.
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Rysunek 44. Apoptoza limfocytéw T (CD3+) w hodowlach in vitro. Opis jak na rycinie (Rysunek 42). W testach
post-hoc # oznacza p<0,001 w pordwnaniu astmy ciezkiej i steroidozaleznej oraz p<0,01 w poréwnaniu astmy
steroidozaleznej z przewlekta umiarkowang lub kontrolg. * oznacza p<0,05 w porédwnaniu astmy
steroidozaleznej i przewlektej umiarkowane;.

6.7 Ekspresja izoform receptora GR

Poziom ekspresji mRNA izoform receptora GR oznaczono u 9 oséb grupy kontrolnej
(82%), 12 chorych na astma przewlekta umiarkowang (80%), 11 chorych na astme
przewlektg ciezkg z dobrg kontrolg choroby (100%) i 10 chorych na astme ciezka
steroidozalezng (71%). Skorygowane wartosci CT reakcji real-time PCR dla GRa i GRB nie
roznity sie w badanych grupach. Po uwzglednieniu danych z krzywych standardowych
obliczono ilo$¢ kopii izoform GR w catkowitym RNA wyizolowanym z PBMC. Mediana ilosci
kopii MRNA GRa we wszystkich zanalizowanych prébkach wyniosta 0,82 x 10° [25-75%:
0,37-1,84] w przeliczeniu na 1 pg catkowitego RNA. Mediana ilosci kopii GRP wyniosta 3,75
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x10° [1,82-6,57]. Stosunek iloéci GRo/GRB wynidst 245 [136-455] co oznacza, ze w PBMC
krwi obwodowej na jedng czasteczke mRNA GRP przypada ok. 250 czasteczek izoformy

GRa. Szczegdtowe dane na temat ekspresji mMRNA GR przedstawiono w tabeli (Tabela 11).

Tabela 11. Poziom ekspresji izoform receptora glikokortykosteroidowego. Dane przedstawione jako
mediana [25-75% przedziat]. Brak réznic miedzy badanymi grupami.

badane grupy zdrowi astma astma astma ciezka
ochotnicy przewlekta przewlekta steroidozalezna
umiarkowana ciezka
n= 9 12 11 10
GRa
18,5 18,5 17,4 18,4
CT, [cykl]
[18,1-19,1] [17,2-20,8] [16,1-19,8] [16,9-20,4]
ilo$¢ kopii mRNA, 0,79 0,79 1,43 1,16
1x10° /1pg RNA [0,55-1,0] [0,22-1,65] [0,38-2,84] [0,29-2,46]
GRB
31,6 31,0 30,4 31,0
CT, [cykl]
[30,0-32,5] [29,0-33,2] [29,7-33,4] [29,2-35,3]
iloé¢ kopii mRNA, 3,06 3,87 4,97 4,0
1x10° /1ug RNA [2,14-5,87] [1,61-8,90] [1,46-6,49] [0,87-8,33]
GRa/G RB 259 [161-358] 156 [60-319] 352 [169-499] 311 [142-634]

Nie wykazano rdznic miedzy badanymi grupami w ilosci kopii mMRNA GRa, mRNA GRpB, jak
réwniez wspoétczynniku ekspresji GRa/GRB (Rysunek 45). Uzyskano ponadto bardzo dobrg
korelacje wynikdw poziomu mRNA GRa i GRB (r=0,68) co moze wskazywa¢ na brak
dodatkowej regulacji proceséw alternatywnego sktadania, a ilos¢ izoformy GRP jest
uzalezniona jedynie od catkowitego poziomu transkrypcji GR (Rysunek 46). llos¢ izoform GR
nie réznita sie ponadto w grupach chorych leczonych wysokimi dawkami GCS (Rysunek 47).
Nie stwierdzono réwniez istotnych korelacji pomiedzy ekspresjag GR (lub stosunkiem

GRa/GRpB), a wskaznikami aktywacji lub proliferacjg limfocytéw in vitro.
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Rysunek 45. Poziom ekspresji izoform GRa (wykres po stronie prawej) i GRB (wykres po stronie lewej) w

komarkach PBMC. Wyniki przedstawiono jako ilos¢ kopii mRNA w 1 pg catkowitego RNA. Na wykresach dane
punktowe wraz z medianami i przedziatami miedzykwartylowymi.
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Rysunek 46. Poziom ekspresji izoform receptora GR. Wykres po stronie lewej przedstawia w skali
logarytmicznej korelacje poziomu ekspresji obu izoform (liczba kopii mMRNA w 1 pg catkowitego RNA). Po

stronie prawej stosunek ilosci GRa/GRB w badanych grupach na wykresie punktowym z uwzglednieniem
median i przedziatéw miedzykwartylowych.
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Rysunek 47. Poziom ekspresji izoform receptora GR w zalezno$ci od dawki stosowanych przewlekle GCS. Na
wykresach punktowych mediany i przedziaty miedzykwartylowe. Brak réznic miedzy badanymi grupami.
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Rysunek 48. Zaleznos¢ miedzy ekspresjg izoform receptora GR i frakcjg komérek CD4/CD25+ limfocytéw
krwi obwodowej. Na pierwszym wykresie przedstawiono stosunek liczby kopii GRa/GRB u pacjentéw z astmg
oskrzelowa (mediana i przedziaty miedzykwartylowe od Q1 do Q4). Srodkowy wykres przedstawia
bezwzgledng liczbe kopii GRa i GRB w kolejnych kwartylach (Q1-Q4). Na ostatnim wykresie podano wartosci
odsetkowe komadrek CD4/CD25+ w zaleznosci od ilosci izoform receptora. *p<0,05.

Z uwagi na znaczng zmienno$¢ wskaznika ekspresji mMRNA GRa/GRB w PBMC chorych na
astme oskrzelowg (245 [126-465], Rysunek 48) w dalszej analizie badano fenotyp i
parametry aktywacji limfocytow w grupach réznigcych sie stosunkiem GRa/GRp (przedziaty
miedzykwartylowe). Chorzy z najwiekszg ekspresjg izoformy GRB (stosunek GRa/GRP w

przedziale od: 35-126) mieli najnizsze odsetki limfocytéow CD4/CD25+ krwi obwodowe;j.
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Roznica osiggneta znamiennos¢ statystyczng (p<0,05) w pordéwnaniu z pacjentami z
najwyzszg wzgledng ekspresja GRa (stosunek GRa/GRP w przedziale od: 465-1258),
(Rysunek 48). Nie stwierdzono natomiast podobnej zaleznosci w zadnym z innych badanych

parametréw klinicznych i immunologicznych.
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7 Dyskusja

7.1 Kryteria kwalifikacji do badania

Duze znaczenie w badaniach ciezkiej astmy ma odpowiedni dobdr pacjentéw, doktadna
charakterystyka kliniczna i zastosowanie wtasciwych kryteriéw stabej odpowiedzi na GCS.
Powodem braku dostatecznej reakcji na leczenie moze byé nieprawidtowe rozpoznanie (np.
POChP), wspdfistnienie innej choroby, nie przestrzeganie zalecen przez chorego lub

utrzymujaca sie ekspozycja na czynniki wywotujace zaostrzenia.'**'*?

Szczegdtowa
diagnostyka réznicowa pozwala na wykluczenie rozpoznania astmy lub wykrycie innej

przyczyny niepowodzenia leczenia nawet u 15% chorych z ciezka astma.***

W kryteriach kwalifikacji do badania uwzgledniono wiec przede wszystkim: (1) pewne
rozpoznanie astmy oskrzelowej u chorych bez dodatkowych czynnikdw pogarszajgcych
kontrole choroby, (2) wieloletnia obserwacje w osrodku klinicznym, (3) uzyskanie
optymalnej kontroli choroby przy zastosowaniu leczenia zgodnego z kryteriami GINA,
czesto po dodatkowym okresie 1-2 miesiecznej obserwacji. Poniewaz w grupie chorych na
astme ciezkg/trudng dawki GCS dobiera sie w zaleznosci od przebiegu choroby, zaostrzen i
reakcji na leczenie warunkiem witgczenia do badania byto stosowanie GCS doustnych w

dawce >4 mg/d przez ponad 6 miesiecy w roku (w tym aktualne leczenie).

Ostatecznie badanie objeto 25 chorych z ciezkg/trudng astmag wg kryteridow ATS.”” W tej
grupie chorych dominowaty przypadki astmy rozpoznawanej w wieku dorostym (/ate-onset,
68%) co zgadza sie z wynikami ten Brinke i wsp."” oraz ENFUMOSA."” Réwniez $redni wiek
chorych byt podobny do wynikéw uzyskanych w duzych europejskich badaniach
populacyjnych oraz kohorcie badania Jenkins i wsp.” Podstawowe charakterystyki kliniczne

grup chorych cytowanych badan oraz wyniki tej pracy zestawiono w tabeli (Tabela 12).

Podobnie jak w badaniach ten Brinke i wsp. oraz ENFUMOSA, wsrdd chorych z najciezszg
postacig astmy oskrzelowej przewazajg kobiety (60-80%). Przewlekta utrwalong obturacje
oskrzeli rozpoznano w 32% przypadkéw, jednak srednia warto$¢ FEV,; wynosita 80%

wartosci naleznej i byta znacznie wyzsza niz w cytowanych badaniach.
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Tabela 12. Charakterystyka kliniczna pacjentéw z ciezkg astma. Zestawiono wyniki duzych badan
populacyjnych poréwnanych do wynikdw tego badania. W tabeli Srednie [SD] za wyjatkiem oznaczonym *.

parametr ten Brinke ENFUMOSA Jenkins badanie
(2001) (2003) (2003) wtasne
(2007)
liczebnos¢ 136 163 150 25
wiek, lata 45,4 [14,4] 42,4 [12,1] 34,4 [12,2] 39,6 [12,8]
pte¢, kobiety [%] 70% 81% 68% 60%
czas trwania astmy, lata 26,5*% 15,0** 20,8 [2,5] 22,3 [14,0] 13,9 [7,7]
late-onset, [%] b.d.t b.d. 42% 68%

FEV,, % wartosci naleznej

66,3 [25,1]

71,8 [23,1]

70,3 [18,5]

80,0 [14,7]

utrwalona obturacja, [%] 49% b.d. b.d. 32%
atopia, [%] 58,2% 58% 88% 48%
doustne GCS, [%] 33% 35% 80% 100%

Referencje: ten Brinke 2001,"” ENFUMOSA,™™ Jenkins 2003."

*-mediana w grupie z utrwalong obturacja, **-mediana w grupie bez utrwalonej obturacji, T-late-onset czynnikiem ryzyka
trwatej obturacji, sredni wiek przy rozpoznania astmy ok. 25-30 lat, b.d. — brak danych.

Rdznice mozna wyttumaczyé innymi kryteriami kwalifikacji do badan, przede wszystkim
znacznie wiekszym odsetkiem chorych z bardzo ciezka, nieodwracalng obturacja w
badaniach ten Brinke i ENFUMOSA.© Podobnie jak w badaniu ten Brinke i wsp. utrwalong
obturacje stwierdzano gtdwnie u mezczyzn (OR=4,9 [Cl:0,9-26,4]). Wykazano ponadto
poréwnywalng czestos¢ utrwalonej obturacji w grupach early- i late-onset (Tabela 8). Dane
te wskazujg na szybszg przebudowe oskrzeli u chorych z péinym rozpoznaniem astmy i
potwierdzaja wyniki wczeéniej publikowanych prac.'>*¢7116

Atopie stwierdzono u 48% chorych na astmg ciezkg i 53% na astmg przewlektg
umiarkowang (OR=0,81 [CI:0,22-2,9]). Podobng czestos¢ wystepowania atopii stwierdzono
w grupach rdznigcych sie wiekiem rozpoznania i stopniem obturacji oskrzeli. Brak korelacji
pomiedzy atopia, a fenotypem ciezkiej astmy w populacji dorostych nie jest wynikiem

zaskakujagcym. W badaniu ENFUMOSA wykazano nawet odwrotng zaleznos¢ pomiedzy

¢ Przyktadowo, do badania ten Brinke i wsp. kwalifikowano takze chorych >65 roku zycia i z nasilonymi objawami, i ciezka
obturacja. Mimo tak znacznej niewydolnosci wentylacyjnej u wiekszosci chorych nie uzyskano odwracalnosci >12% co
moze wskazywaé na komponente POChP lub wspotistnienie innych choréb uktadu oddechowego.



86

stopniem ciezko$ci astmy, a atopig, diagnozowang na podstawie dodatnich testow
skornych. Atopia nie jest rdwniez czynnikiem ryzyka przetrwatej obturacji oskrzeli, co moze
wynikac z czestszego fenotypu late-onset (rzadsze wystepowanie atopii) w grupie chorych z

utrwalong obturacjal.17

W przeciwienstwie do atopii, nietolerancja aspiryny jest uznawana za wazny czynnik

ryzyka zaréwno ciezkiej astmy, jak i przetrwatej obturacji oskrzeli.''’

W tej pracy
stwierdzono czestsze wystepowania nadwrazliwos$ci na aspiryne wsréd chorych na astme
ciezka; réznica w poréwnaniu z astmg umiarkowang nie byta jednak istotna statystycznie
(48% vs. 20%; OR=3,69 [CI:0,83-16,4]). Nietolerancje aspiryny zdiagnozowano u 30%
chorych na astme atopowa, co odpowiada wartosciom uzyskanym w populacji
europejskiej.''® Wspotwystepowanie atopii i nadwrazliwosci na aspiryne stwierdzono tylko
w grupie chorych z astma ciezka (24% chorych). Tego typu fenotyp astmy nie jest wiec
rzadkoscig i wigze sie z gorszym rokowaniem. Podobne wyniki uzyskano w badaniu Kupczyk
i wsp.119 gdzie nietolerancja aspiryny byta najwazniejszym czynnikiem ryzyka ciezkiej astmy,
ale tylko w grupie chorych z atopia1.d

Doktadna analiza fenotypowa, ktérg przedstawiono na rycinie (Rysunek 21) pozwala na
wyodrebnienie kilkunastu fenotypdéw klinicznych ciezkiej astmy. Musimy jednak pamietad,
ze klasyfikacja ta nie uwzglednia typu zapalenia drég oddechowych (eozynofilowe lub nie-
eozynofilowe), ktére ocenia sie na podstawie badania BAL, biopsji bronchoskopowej,

ewentualnie cytologii indukowanej plwociny.120

Jednak nawet uproszczona analiza fenotypowa, ktdrg zastosowano w tej pracy pokazuje,
jak bardzo zrdéinicowana jest grupa pacjentdw z ciezkg astmg. Warto w tym miejscu
zaznaczy¢, ze tego typu charakterystyka moze znacznie utatwi¢ opis chorych w praktyce
klinicznej i badaniach naukowych. Dokfadniejszy podziat fenotypowy (uwzgledniajgcy rodzaj
zapalenia) zostat zaproponowany przez zesp6t Wenzel i wsp. z National Jewish Medical and
Research Center w Denver i jest juz stosowany w badaniach opisowych dotyczgcych astmy

ciezkiej i trudne;j.**®

4 Nadwrazliwoéé na aspiryne zwieksza 5,5-cio krotnie (niezaleznie od czasu trwania choroby zwigzanego z OR=3,7) ryzyko
ciezkiej astmy u chorych z atopia.
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7.2 Steroidozalezno$é w ciezkiej astmie

Do badan nad astmgq steroidooporng kwalifikuje sie chorych spetniajgcych zdefiniowane
kryteria kliniczne,® czyli brak jest poprawy FEV; o 15% po 2 tygodniach leczenia
prednizonem w dawce 40 mg/d. W tej grupie pacjentdw stosowanie przewlekte wysokich
dawek systemowych GCS nie jest zalecane, gdyz nie przynosi poprawy klinicznej. Z zupetnie
inng sytuacja mamy do czynienia w astmie steroidozaleznej, gdzie umiarkowane lub

wysokie dawki GCS systemowych stosuje zwykle z zadowalajgcym efektem klinicznym.

W rozpoznaniu astmy steroidozaleznej uwzglednia sie kilka kryteriéw klinicznych: (1)
utrzymujace sie objawy i/lub czeste zaostrzenia astmy pomimo (2) leczenia maksymalnymi
dawkami GCS wziewnych i (3) niskimi/umiarkowanymi dawkami GCS doustnych >6 miesiecy
w roku przy (4) zaostrzeniu dolegliwosci podczas préoby redukcji dawek GCS. Podstawa
rozpoznania astmy steroidozaleznej sg wiec wytgcznie obserwacje kliniczne, ale ich
zastosowanie w praktyce nie jest wcale proste. Przede wszystkim nie wiadomo dokfadnie
jak przeprowadzi¢ granice miedzy dobrg i uposledzong wrazliwoscig na GCS. Opracowanie
Scistych kryteriow, ktore pozwolityby na wyodrebnienie tych grup nie jest tatwe z uwagi na
wiele fenotypdw klinicznych, dynamiczny przebieg choroby oraz rézne nasilenie objawdéw
subiektywnych (trudnych w weryfikacji) i utrzymujacych sie pomimo zoptymalizowanego
leczenia.

Dla potrzeb badania opracowano kwestionariusz ciezkiej astmy (SCA), ktory pozwolit na
obiektywng ocene ciezkosci choroby i wyodrebnienie przypadkdéw astmy steroidozaleznej.
Uwzgledniono w nim dane zawarte w kryteriach rozpoznania i wytycznych postepowania w
ciezkiej astmie, a mianowicie: objawy podmiotowe, czestos$¢ zaostrzen i hospitalizacji,
parametry spirometryczne i dawke stosowanych GCS (patrz, Tabela 3). Do oceny stopnia
nasilenia objawdéw subiektywnych wykorzystano szesciopunktowg ankiete objawowg ACD i
domowe pomiary PEF. Wyniki kwestionariuszy oraz dane dotyczgce steroidoterapii
pozwolity na wyodrebnienie (1) grupy pacjentéw z bardzo dobrg kontrolg astmy, ktérzy
stosowali niskie dawki GCS i (2) chorych z astmg ciezka steroidozalezng, u ktérych nie udato

sie w petni opanowac objawdw choroby, pomimo przewlektego stosowania Srednich (7,5—

¢ metody diagnostyczne pozwalajgce na ocene odpowiedzi na GCS in vitro (ocena funkcji limfocytéw, wigzanie GCS) nie sa
do tego celu wykorzystywane
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30 mg/d) dawek metyloprednizolonu. Taki podziat wykorzystano w pdzniejszych analizach

wynikéw badan i doswiadczen in vitro.

Stosujac powyzsze kryteria astme steroidozalezng rozpoznano u 56% (n=14) chorych z
astma przewlekfa ciezka. Wynik ten moze by¢ jednak zanizony z uwagi na kwalifikowanie do
badania tylko chorych niepalagcych i z zadowalajgcg kontrolg astmy. W grupie tej
dominowali chorzy z rozpoznaniem late-onset (n=11, 79%) jednak réznica w poréwnaniu z
astmag ciezkg dobrze kontrolowang (late-onset, 55%) nie osiggneta znamiennosci
statystycznej (OR=3,05 [CI:0,5-17,4]). Utrwalona obturacja oskrzeli wystepowata u 43%
chorych na astme steroidozalezng, gtdwnie u pacjentéw z pdznym rozpoznaniem (Rysunek
21). Nie stwierdzono natomiast zadnych réznic miedzy badanymi grupami w czestosci
wystepowania atopii i nadwrazliwosci na aspiryne.

Dtugotrwate stosowanie GCS wymaga dobrania takiej dawki, ktéra pozwoli na uzyskanie
optymalnego efektu leczenia (niewielkie nasilenie objawdw, mate zapotrzebowanie na leki
rozkurczowe, dobra jakos¢ zycia) przy zminimalizowanych objawach niepozgdanych terapii.
Wiekszos¢ chorych z astmg steroidozalezng (n=9, 64%) do opanowania objawdw wymagata
stosowania 216 mg metyloprednizolonu przez wiele lat (71% chorych przez 5 lub wiecej

lat), a proby zmniejszenia dawki wigzaty sie z zaostrzeniem dolegliwosci.

7.3 Wptyw GCS na aktywacje limfocytéow

Pula dojrzatych limfocytow ztozona jest z kilkunastu rodzajow komaérek. Kazdy limfocyt T
posiada unikalnie zrearanzowany i wybrany losowo sposréd milionéw mozliwych
kombinacji receptor wykrywajgcy antygen. Utrudnia to mozliwos¢ oceny funkcji limfocytow
w przypadku stymulacji pojedynczym antygenem, poniewaz pobudzeniu ulegnie znikomy
odsetek swoistych antygenowo komodrek. Wiedza jakg posiadamy na temat procesow
zwigzanych z aktywacjg limfocytow pochodzi przede wszystkim z badan w ktérych
wykorzystywano metode aktywacji poliklonalnej, ktéra polega na stymulacji znacznego
odsetka limfocytéw niezaleznie od ich swoistosci antygenowej. Modele in vitro w ktérych
ocenia sie stopien hamowania proliferacji PBMC, PBL lub limfocytéw T wykorzystuje sie
powszechnie do oceny wrazliwoéci na cytostatyki lub leki immunosupresyjne.**! Tego typu

testy czynnosciowe stosowano réwniez wielokrotnie w badaniach nad steroidoopornoscia
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w astmie oskrzelowej. Wyniki badan dotyczgcych tzw. prawdziwej astmy steroidooporne;j
wskazujg na dobrg korelacje pomiedzy odpowiedzig kliniczng (czyli reaktywnoscig na GCS in
vivo), a wynikami testéw stymulacji limfocytéw in vitro.”> W tej grupie chorych GCS
znacznie stabiej hamowaty proliferacje limfocytow aktywowanych za pomocg PHA lub
aCD3.”*”>122 Wrazliwo$¢ limfocytéw krwi obwodowej na GCS w testach in vitro nie byta jak

do tej pory oceniana u chorych z astmg steroidozalezng.

7.3.1 GCS hamuja proliferacje limfocytow u chorych z astmg steroidozalezng

W celu zbadania wptywu GCS na aktywacje limfocytdw oceniono: (1) proliferacje PBL
stymulowanych mitogenem, jest to innymi stowy préba oceny ex vivo wptywu leczenia
glikokortykosteroidami na funkcje limfocytow, (2) zahamowanie proliferacji PBL po dodaniu
deksametazonu, odzwierciedlajgce stopien reaktywnosci na GCS i peten efekt supresyjny
mozliwy do osiggniecia in vitro, (3) ekspresje receptoréow zwigzanych z aktywacja.

Najwiekszg proliferacje PBL stwierdzono w hodowlach komorek izolowanych od
zdrowych dawcéw, gdzie uzyskano 2- do 5-krotny przyrost liczby limfocytéw po trzech
dniach hodowli. W grupie astmy ciezkiej steroidozaleznej wykazano jedynie niewielka
proliferacje pod wptywem PHA i tylko nieznaczne zwiekszenie liczby limfocytéw (o
14,2+10%) w porownaniu do ilosci wyjsciowe] (p<0,01 w porédwnaniu ze zdrowymi
dawcami). Wynik ten wskazuje, ze zastosowanie umiarkowanych/wysokich dawek GCS u
chorych z astmg steroidozalezng prowadzi do znacznego zahamowaniem reaktywnosci na

mitogeny i zmniejszenia tempa proliferacji limfocytow w testach czynnosciowych in vitro.

Cecha charakterystyczng astmy steroidozaleznej jest zachowana wrazliwos$é na zmiany
dawek GCS, gdyz w przeciwienstwie do prawdziwe] astmy steroidoopornej chorzy dobrze
reagujg na zwiekszone dawki GCS w okresach zaostrzen i odwrotnie, redukcja dawki
stosowanej przewlekle moze wywotaé pogorszenie objawdw. Aby odtworzy¢ takg zaleznos¢
w warunkach in vitro, do hodowli PBL stymulowanych mitogenem dodawano
deksametazon w ilosciach, ktére odpowiadaty stezeniom osoczowym osigganym podczas

zazywania niskich, umiarkowanych i wysokich dawek GCS (od 1x 10 do 1x 10 M).f

f zamiast pochodnych prednizolonu w testach in vitro zastosowano deksametazon poniewaz: (1) jest to najczesciej
stosowany GCS w badaniach funkcji limfocytéw, (2) ma najsilniejsze dziatanie hamujgce, (3) w badaniach klinicznych nad
prawdziwg steroidoopornoscig uzyskiwano takie same wyniki przy wszystkich badanych GCS, (4) chorzy stosowali
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Dodanie deksametazonu do hodowli limfocytéw prowadzito do dalszego zahamowania
proliferacji. W celu uzyskania petnego efektu antyproliferacyjnego u chorych z astma
steroidozalezng konieczne byto stosowanie GCS w 10-cio krotnie wyzszym stezeniu (ECsp)

niz w hodowlach PBL grupy kontrolne;j.

Podsumowujgc, w tej czesci badania wykazano, ze (1) u chorych z ciezkg astma
steroidozalezng GCS systemowe skutecznie hamujg proliferacje PBL, (2) deksametazon
zastosowany w stezeniach 1x 107 do 1x 10° M ma dodatkowe dziatanie hamujgce
proliferacje, (3) w celu uzyskania podobnego efektu u chorych z ciezkg astma
steroidozalezng nalezy zastosowac wyzsze stezenia GCS (ECsp), co wynika najpewniej z
czesciowego wysycenia receptoréw GR u chorych zazywajgcych steroidy, a wiec juz

wyjsciowo zahamowanej stymulacji i proliferacji PBL.

7.3.2 Wptyw GCS na ekspresje IL-2RA u chorych z ciezkg astmg

Gen podjednostki a receptora dla interleukiny-2 (/L-2RA, CD25) jest jednym z

123,124

najwazniejszych gendw indukowanych podczas aktywacji limfocytow T. W warunkach

spoczynkowych (np. limfocyty naiwne) receptor IL-2R skfada sie tylko z podjednostki IL-2Rp

oraz tancucha yc i ma niskie powinowactwo do IL-2.1%

Indukcja ekspresji taiicucha a zalezy
od dziatania czynnikéw transkrypcyjnych NFAT, NF-kB, AP-1 oraz STATS5 i pozwala na
wytworzenie kompletnego receptora, o ponad stukrotnie wiekszym powinowactwie do IL-
2. W przypadku limfocytéw T aktywowanych mitogenem GCS silnie hamujg ekspresje

126,127

powierzchniowg CD25. Mechanizm dziatania GCS polega w tym na blokowaniu

produkcji IL-2 i sygnalizacji przez receptor IL-2R (niskiego i wysokiego powinowactwa),128
zalezy réwniez od hamowania czynnikéw transkrypcyjnych powstajgcych po aktywacji

kompleksu TCR.%

Poziom ekspresji CD25 oceniono na powierzchni limfocytéw T za pomocg cytometrii
przeptywowej. Po 24 godzinach stymulacji PHA ekspresja tancucha a IL-2R zwiekszyta sie
ponad dwudziestokrotnie w pordwnaniu z kontrolg. Znaczng indukcje CD25 obserwowano
rowniez w grupie chorych na astme leczonych wysokimi dawkami GCS. W identycznym

uktadzie eksperymentalnym wykazano jednak bardzo wyrazne zahamowanie proliferacji

przewlekle prednizon lub metyloprednizolon, dlatego docelowo bytoby konieczne zbadanie przynajmniej 4 réznych GCS,
co w tym badaniu nie byto mozliwe ze wzgledéw technicznych.
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limfocytow (opisane w poprzednim rozdziale), a efekt byt najwiekszy w grupie leczonej
wysokimi dawkami GCS. Wyniki te wskazujg, ze GCS zastosowane in vivo w dawkach 8-30

mg/d nie hamujg ekspresji IL-2RA w aktywowanych limfocytach.

Jak wczesniej wspomniano chorzy z astma steroidozalezng zwykle prawidtowo reaguja
na zwiekszenie dawek GCS. W zwigzku z tym w dalszej czesci pracy sprawdzono, czy
podobne wyniki mozna uzyskaé in vitro. W tym celu do hodowli stymulowanych limfocytéw
dodawano deksametazon w dwdch stezeniach (1) 1x 107 M, ktére jest zblizone do
maksymalnego stezenia osoczowego metyloprednizolonu w 2 godziny po podaniu dawki 24
mg oraz (2) stezenie 1x 10 M, przy ktérym osiaga sie peten efekt blokujacy.

Okazato sie, ze deksametazon skutecznie zahamowat ekspresje tancucha a IL-2R we
wszystkich grupach, réwniez u chorych z astma steroidozalezna. Srednia ekspresja CD25
zmniejszyta sie po dodaniu deksametazonu o 46+24% (n=50) w pordéwnaniu z
maksymalnym poziomem w komodrkach stymulowanych PHA. Efekt deksametazonu byt
najwiekszy w grupie kontrolnej (spadek ekspresji o 56%), jednak réznica w poréwnaniu z
chorymi na astme steroidozalezng (46%) nie osiggneta istotnosci statystycznej. Wzgledna
steroidoopornos¢ u chorych z ciezkg astmg nie wynika wiec najpewniej z zaburzen

sygnalizacji IL-2/IL-2R ani defektu w transrepresji GRa/IL-2 lub GRa/IL-2RA (Rysunek 49).

7.3.3 Wptyw GCS na ekspresje CD69 i MHCII

Bardzo czutym, wczesnym markerem aktywacji leukocytdw jest czgsteczka CD69,
zaliczana do receptoréw lektynowych. CD69 nie wystepuje na powierzchni spoczynkowych
leukocytow, ale jego ekspresja zwieksza sie gwattownie po aktywacji komorki. W przypadku
stymulacji antygenowej limfocytéw T indukcja genu CD69 zachodzi juz w kilkanascie minut
od pobudzenia, zalezy od wczesnej sygnalizacji TCR i dziatania czynnikdw transkrypcyjnych
NF-kB, ATF/CREB, Egr oraz AP-1."2>*3° GCS blokuja NF-kB oraz AP-1, w zwiazku z tym moga
hamowac¢ transkrypcje CD69. W limfocytach T mechanizmy transrepresyjne GR nie
obejmuja prawdopodobnie czynnikéw CREB,® w zwigzku z tym hamowanie ekspresji CD69

w aktywowanych limfocytach jest tylko czegs’ciowe.131

& brak danych w literaturze. GR moze sekwestrowaé biatko wigzgce CREB (CBP) i zmniejsza¢ aktywnos¢ kompleksow
podstawowych, ale rola takiego mechanizmu w przypadku promotoréw z wieloma miejscami enhancerowymi jest
nieznana.
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Rysunek 49. Regulacja ekspresji IL-2RA (CD25) w limfocytach T. (1) W przypadku zdrowych kontroli i chorych
nie zazywajgcych GCS systemowych PHA silnie aktywuje ekspresje IL-2, CD25 i proliferacje limfocytéow. (2) U
chorych, ktdrzy zazywajg GCS w dawkach niskich lub umiarkowanych nie stwierdza sie zmian w ekspresji CD25
po stymulacji PHA, dziatanie antyproliferacyjne GCS wynika z zahamowania syntezy IL-2 i sygnalizacji IL-2R. (3)
po dodaniu GCS do hodowli limfocytéw stymulowanych PHA uzyskuje sie peten efekt supresyjny gdyz
zmniejsza sie ekspresja tancucha IL-2RA i dochodzi do petnego zablokowania sygnalizacji TCR i IL-2R.

W modelu stymulacji PHA, jaki zastosowano w tej pracy, deksametazon zmniejszyt
ekspresje powierzchniowg CD69 o okoto 50% w pordownaniu z samg PHA, a stopien
hamowania ekspresji byt podobny we wszystkich badanych grupach. Wynik ten wskazuje,
ze GCS hamujg czesciowo wczesne etapy aktywacji limfocytéw T, a ich dziatanie nie rézni
sie w grupie chorych z ciezkg astmg steroidozalezna.

Aby wykazaé ewentualne nieprawidtowosci szlaku sygnalizacji ATF/CREB u chorych na

astme oceniono ekspresje powierzchniowg czasteczek MHCII. Biatka uktadu zgodnosci
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tkankowej MHCII (HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP) nie wystepujg na powierzchni spoczynkowych
limfocytéw T, ale ich ekspresja zwieksza sie w kilkanascie godzin od aktywacji i utrzymuje
sie przez wiele dni. Geny uktadu MHCII sg regulowane przez czynnik transkrypcyjny CIITA
(Class Il Transactivator), ktérego ekspresja w aktywowanych limfocytach T zalezy niemal
wytgcznie od ATF2/CREB (Rysunek 50)."*

W celu zbadania indukcji uktadu MHCII oznaczono poziom ekspresji btonowej antygenu
HLA-DR. Po 24 godzinach od dodania PHA okoto 40% limfocytéw T wykazywato ekspresje
HLA-DR, ale ilo$¢ antygenu na powierzchni komérek nie rdznita sie miedzy badanymi
grupami. Dodanie deksametazonu doprowadzito do niewielkiego zmniejszenia ekspres;ji
HLA-DR ($rednio o 17%, n=50). Wynik ten potwierdza, ze GCS majg niewielkie znaczenie w
sygnalizacji ATF/CREB i regulacji ekspresji MHCIl w aktywowanych limfocytach. CzeSciowe
zahamowanie ekspresji HLA-DR pod wptywem GCS moze wynika¢ z sekwestracji CBP (CREB
binding protein) lub zmniejszenia stabilizacji mRNA.”*** Nie wykazano nieprawidtowosci w
stopniu hamowania ekspresji HLA-DR u chorych z astma ciezka steroidozalezna.
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Rysunek 50. Regulacja ekspresji genéw zwigzanych z aktywacjg limfocytu T. (géra) Czynniki transkrypcyjne
ATF2/CREB inicjujg ekspresje CIITA, ktéry aktywuje transkrypcje MHCII (np. HLA-DR). Czynniki AP-1, NFAT i NF-
KB aktywujg ekspresje wielu rdéznych biatek w tym IL-2, IL-2RA (dodatkowo STAT-5) i CD4OL. (dét) Mapy
rejonéw promotorowych i genéw CD40LG i receptora IL-2RA, zaznaczono rejony enhancerowe promotora i
dystalnego odcinka 3’ (r6zna skala odlegtosci w bp).
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7.3.4 GCS silnie hamujg ekspresje CD40L

Interakcja receptora CD40 (wystepujgcego na komdrkach APC) z ligandem CD40OL na
powierzchni aktywowanych limfocytéow T jest wainym elementem humoralnej i
komdrkowej odpowiedzi immunologicznej. CD40L nie wystepuje na powierzchni
spoczynkowych limfocytéw Th naiwnych i pamieci, ale jego ilos¢ zwieksza sie bardzo szybko
pod wptywem stymulacji antygenowej, osiggajgc maksimum po okoto 10 godzinach.135
Spadek ekspresji CD40L zachodzacy juz w kilkanascie godzin od stymulacji, wynika przede

136,137

wszystkim z szybkiej degradacji mRNA (Rysunek 9). Promotor genu CD40LG zawiera

trzy miejsca wiazace NFAT oraz silny wzmacniacz transkrypcji zalezny od AP-1.7°%%° w

odcinku dystalnym 3’ genu znajduje sie wzmacniacz zalezny od NF-kB (Rysunek 50).**°
Petna aktywacja CD40LG wymaga wspodtdziatania wszystkich trzech wymienionych
czynnikow transkrypcyjnych.

GCS stosowane w matych stezeniach (10° M) moga nieznacznie zwiekszy¢ ekspresje

141

CD40L w spoczynkowych limfocytach T.”"" Doktadny mechanizm indukcji CD40L nie jest

jeszcze znany,h moze sie przyczynia¢ do znanego skadingd wptywu GCS na zmiane klasy

142 7 odwrotnym dziataniem

przeciwciat i zwiekszenie produkcji IgE w odpowiedzi na IL-4.
GCS mamy do czynienia w przypadku limfocytéw aktywowanych. Wykazano, ze
deksametazon hamuje transkrypcje CD40LG w limfocytach stymulowanych aktywatorami
kinazy C lub jonoforami wapnia.'*® Stwierdzono réwniez silne (>90%) blokowanie ekspresji
CDA40L przez metyloprednizolon w limfocytach Th stymulowanych przeciwciatem aCD3.***
W tym badaniu wykazano, ze deksametazon bardzo silnie zahamowat ekspresje CD40L
na powierzchni limfocytow Th aktywowanych mitogenem PHA. Deksametazon zmniejszyt
ekspresje receptora CD40L $rednio o 65%, najsilniej w poréwnaniu do innych badanych
receptorow. Efekt hamujgcy GCS zalezat od grupy badanej i byt najstabszy w hodowlach
limfocytéw od chorych z astmg steroidozalezng (Srednio 54% w poréwnaniu do 74% w

astmie ciezkiej, dobrze kontrolowanej, p<0,05). Ta rdznica w dziataniu GCS wskazuje na

interesujacy, nie znany do tej pory mechanizm gorszej reaktywnosci na steroidy.

h promotor CD40LG zawiera trzy potencjalne rejony GRE w dystalnym odcinku 3’ jednak ich funkcja ani regulacja nie byty
do tej pory badane
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Na podstawie wynikdw uzyskanych w tej pracy i danych literaturowych wiemy, ze GCS
skutecznie hamujg transkrypcje kontrolowang przez NF-AT (IL-2RA), NF-kB (CD69, IL-2RA)
lub STAT5 (IL-2RA), a efekt nie zalezy od rozpoznania lub ciezkosci choroby. Stabsze
blokowanie ekspresji CD40L przez GCS w astmie steroidozaleznej moze wskazywaé na
wiekszg aktywnos$¢ sygnalizacji niezaleznej od NF-kB i NFAT. Mogg by¢ to drogi aktywac;ji
kinaz MAP i czynnika AP-1, inicjowane przez kompleks TCR lub receptor IL-2R. Hipoteza ta
znajduje poparcie w kilku badaniach in vitro dotyczacych indukcji steroidoopornosci w

izolowanych limfocytach T. Po pierwsze, juz sama aktywacja kinaz MAP ostabia wyraznie

145 6 7

dziatanie receptora GR.” Tsitoura i wsp.14 oraz Li i wsp.14 wykazali ponadto, ze
stymulacja CD28 lub IL-2R zwieksza aktywacje kinaz MAP i czynnika transkrypcyjnego AP-1
w co prowadzi do obnizenia wrazliwosci limfocytow T na GCS.

Aktywnos¢ czynnika AP-1 nie byta jak do tej pory oceniana u chorych z astmg
steroidozalezng. Wyniki uzyskane w badaniach nad astmg steroidooporng wskazujg na
wyzszy poziom ekspresji sktadowych AP-1 (fos/Jun), najpewniej wtdérny do aktywacji
szlakéw MAPK.”® Stwierdzono miedzy innymi wyzszg ekspresje czynnika transkrypcyjnego c-

148

fos w limfocytach T,”" oraz zwiekszong fosforylacje c-jun i kinazy JNK (Jun N-terminal

. 14
kinase).**°

Powodem zahamowania funkcji transrepresyjnych moze by¢ zmniejszenie puli
wolnego receptora z uwagi na wigzanie z pozostajagcym w nadmiarze AP-1, hamowanie
funkcji GR przez AP-1, lub nadmierna aktywacja gendw regulowanych przez AP-1.

Brak petnego zahamowania ekspresji CD40L przez GCS moze czesciowo ttumaczyc
wyzszg aktywacje limfocytdw i mniejszg reaktywnos¢ na GCS u chorych z ciezkg astmg

steroidozalezna.

7.4 Duza wrazliwos¢ na apoptoze limfocytow chorych z astmg steroidozaleing

Indukcja apoptozy limfocytéw jest jednym z najwazniejszych mechanizmdéw dziatania
lekéw  steroidowych.™® Dzieki wtaséciwoéciom proapoptotycznym GCS  znalazty
zastosowanie miedzy innymi w leczeniu chtoniakdw i biataczek typu limfoblastycznego oraz
zespotow hipereozynofilowych. Mimo wielu lat badan w dalszym ciggu nie wiadomo jak
GCS indukujg apoptoze komodrek pochodzenia limfoidalnego i dlaczego w niektdrych

50,151

sytuacjach majg zupetnie odwrotne dziatanie. Cecha charakterystyczng apoptozy

mediowanej przez GCS jest sciste uzaleznienie od proceséw transaktywacji receptora GR i
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samej transkrypcji.’>? Jednak poéréd kilkunastu gendw, ktérych ekspresja zwieksza sie pod
wptywem GCS poprzedzajgc indukcje apoptozy sg biatka o bardzo réznych witasciwosciach,
nawet antyapoptotycznych.®® Bardzo wrazliwe na apoptoze wywotywang przez GCS s3
tymocyty, w ktérych dochodzi do obnizenia potencjatu mitochondrialnego i sekwencyjnej
aktywacji kaspaz."® W przypadku limfocytéw krwi i linii komérek biataczkowych
mechanizm inicjacji apoptozy pod wptywem GCS nadal pozostaje zagadka. Jedynym
procesem wspdlnym dla tymocytéw, limfocytdow obwodowych i linii T-komérkowych
wrazliwych na CGS jest wczesna dysfunkcja mitochondriow, ktéra moze wynikac z

translokacji aktywowanego receptora GR.’

Do zwiekszenia przepuszczalnosci btony
mitochondrialnej czesto nazywanego ,punktem bez powrotu” dochodzi w bardzo wielu
szlakach PCD. Pomiar zmiany potencjatu mitochondrialnego jest wiec bardzo czutym
markerem apoptozy i jest szczegdlnie przydatny w analizie spoczynkowych limfocytéw T.
Poniewaz wiekszos¢ limfocytéw krwi obwodowej stanowig komérki spoczynkowe
(nieaktywowane), to w trakcie dtugotrwatej hodowli in vitro jedynie niewielka ich pula

umiera apoptotycznie, zarédwno spontanicznie jak i pod wptywem GCS.*°®

Glikokortykosteroidy znacznie tatwiej indukujg PCD w limfocytach aktywowanych.™’
Podatnos¢ limfocytdw na apoptoze in vitro zalezy wiec przede wszystkim od czynnikéw,
ktore wptywajg na procesy aktywacji, czyli (1) obecnosci komorek prezentujgcych antygen,
(2) ilosci limfocytow regulatorowych, (3) czasu trwania hodowli, (4) leczenia
immunosupresyjnego i wreszcie (5) obecnosci aktywowanych efektorowych limfocytéow T.
W dotychczas opublikowanych badaniach w ktérych oceniano wrazliwos¢ limfocytow
krwi obwodowej na apoptoze nie stwierdzono réznic miedzy zdrowymi osobami, a chorymi

158,159

na astme przewlekty lekkg i umiarkowana. Wykazano réwniez synergistyczne dziatanie

flutikazonu i B,-mimetykéw w indukcji apoptozy limfoctydw T.160

W tej pracy po raz pierwszy oceniono wrazliwos¢ limfocytow na apoptoze u chorych z
astma przewlekty ciezka. Podobnie jak w badaniach Ho i wsp.158 oraz Pace i wsp.160 w
kilkudniowych hodowlach PBL izolowanych od zdrowych ochotnikéw i chorych z bardzo
dobrg kontrolg astmy jedynie 5-10% komdrek wchodzito spontanicznie w apoptoze.

Deksametazon zastosowany w przedziale stezen 1x 10° do 1x 10° M zwiekszyt 2- do 3-

krotnie ilos¢ komérek apoptotycznych, a efekt byt zalezny od dawki (Rysunek 43).
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Najwiekszg wrazliwos¢ na apoptoze, zaréwno spontaniczng, jak i indukowang przez GCS
stwierdzono w hodowlach PBL od chorych na astme ciezkg steroidozalezng (efekt grupy
badanej p<0,001 do 0,05 w zaleznosci od uktadu eksperymentalnego).

Wynik ten $wiadczy o prawidtowej indukcji apoptozy w limfocytach krwi obwodowej
pacjentéw z astma przewlektg ciezky. Dziatanie proapoptotyczne GCS moze by¢ w tym
przypadku jednym z najwazniejszych czynnikéw regulujacych ilos¢ limfocytow nacieku
zapalnego. Wniosek ten powinien by¢ jednak poparty dokfadniejszymi badaniami: (1)
ekspresji biatek uktadu CD95-CD95L na powierzchni limfocytéow krwi i BAL, (2) odsetka
limfocytéw apoptotycznych w BAL, oraz przede wszystkim (3) wrazliwosci na apoptoze

limfocytéw BAL izolowanych od chorych na astme ciezka.

7.5 Ekspresja izoformy GRp nie zwieksza sie w PBMC chorych z astmg steroidozaleing

Poziom ekspresji receptora GR, jak i wspétczynnik GRa/GRB zalezg od wielu czynnikdw,

réwniez od dziatania samych GCS. Stosowanie GCS prowadzi do zmniejszenia ekspresji obu

161,162,163

izofrom GR (down-regulacja zalezna od ligandu) jednak z uwagi na znacznie krotszy

czas poftrwania mRNA GRa, prowadzi to do zmiany profilu ekspresji na korzy$é wariantu
B.3%* W badaniach in vitro wykazano ponadto, ze synteza GRB zwieksza sie pod wptywem

dziatania niektdrych cytokin (miedzy innymi TNFa, IL-1, IL-2, IL-4, IL-8). 77101164

W zwigzku z
tym w tkankach objetych procesem zapalnym zwieksza sie udziat izoformy GRB w
catkowitej puli GR, a zmiana wspdtczynnika GRa/GRB moze prowadzi¢ do zmniejszenia
wrazliwosci komérek nacieku oraz komérek rezydualnych drég oddechowych na dziatanie

GCS. Czy znajduje to jednak odzwierciedlenie w badaniach in vivo?

U chorych na astme steroidooporng wykazano wysoki poziom ekspresji biatka GRp w

100,101

limfocytach krwi obwodowej, oraz limfocytach i makrofagach poptuczyn

1 . 1
00,86 Bergerom i wsp. 66

oskrzelikowo-pecherzykowych (BAL — bronchoalveolar lavage).
wykazali ponadto zwiekszong ilo$¢ izoformy B w nabtonku oddechowym i komérkach
zapalnych btony sluzowej (w biopsjach bronchoskopowych) u chorych z astmg przewlekta
ciezkg. Wysoka ekspresje GRB obserwowano ponadto w komodrkach nacieku zapalnego
oskrzeli u chorych, ktérzy zmarli z powodu ciezkiego stanu astmatycznego (fatal asthma).*®®

Wiadomo rdéwniez, ze steroidoopornos¢ w ciezkiej astmie nie wynika ze zmniejszenia
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ekspres;ji funkcjonalnego receptora GR, gdyz prawidtowe ilo$ci izoformy GRa obserwowano

zaréwno w nabtonku oskrzelowym jak i komdrkach BAL.56/166

Cechg typowa dla astmy steroidoopornej jest wiec zwiekszenie ilo$ci GRB w komdrkach
nacieku zapalnego oskrzeli. Nie mozna jednak stwierdzi¢ czy jest to przyczyna, czy
konsekwencjg uposledzonej reaktywnosci na GCS. Niewielkie réznice w ekspresji GRB nie
ttumacza réwniez, dlaczego opornos¢ na GCS moze mieé¢ rézne nasilenie (zakres
wrazliwosci), i dlaczego rozwija sie tylko u niektérych chorych na astmga. Przyczyng
zmniejszenia wspotczynnika GRa/GRB nie musi byé wzrost ilosci GRB, ale obnizenie

ekspresji GRa, zwigzane np. z dtugotrwatym stosowaniem wysokich dawek GCS.

Wptyw GCS na poziom ekspresji izoform GR w astmie oskrzelowej in vivo byt tematem
zaledwie kilku badan. Wiadomo, ze zastosowanie wziewnych GCS powoduje wyrazne

187 Gagliardo i wsp.'® wykazali

zmniejszenie ekspresji GR w btonie sluzowej oskrzeli i PBMC.
ponadto, ze ilos¢ izoformy GRa w komodrkach PBMC moze sie zmniejszy¢ po

kilkunastodniowej terapii wysokimi dawkami prednizonu.

Krotkotrwate leczenie wysokimi dawkami GCS w okresie zaostrzen choroby jest
skuteczne u wiekszosci chorych z ciezkg astmg i prowadzi prawdopodobnie tylko do
przejSciowego zmniejszenia puli receptoréw GR (Rysunek 51). Dtugotrwate leczenie
systemowymi GCS moze jednak doprowadzi¢ do utrwalenia niekorzystnego profilu
ekspresji GRa/GRB zaréwno w komédrkach nacieku zapalnego jak i PBMC. Przyczyna
wzglednej steroidoopornosci w astmie moze by¢ zmiana poziomu ekspresji izoform GR nie
tylko w nacieku zapalnym, ale takze w limfocytach krwi obwodowej, zanim przedostang sie

do tkanek limfatycznych i miejsc objetych zapaleniem.

Gtéwnym celem tej pracy byto w zwigzku z tym zbadanie, czy PBMC chorych z ciezkg
astmga steroidozalezng rdznig sie podstawowym poziomem ekspres;ji izoform GR. Poniewaz
obnizenie wspdtczynnika GRa/GRB moze wynika¢ ze (1) zwiekszenia ilosci GRB, (2)
zmniejszenia ilosci GRa lub (3) kombinacji powyzszych, oznaczono bezwzgledna liczbe kopii
mRNA wykorzystujgc metody ilosciowego PCR. Pomiar ilosci mRNA wybrano z uwagi na: (1)
znaczng ilos¢ izoform translacyjnych GR, (2) mniej wiarygodne metody iloSciowego

oznaczenia ilosci biatka za pomocg WB (western blot), (3) negatywne wyniki pomiaru ilosci



99

102,90
h

GRB za pomocg WB w niektdrych publikacjac oraz (4) brak mozliwosci oznaczenia

stosunku GRa/GRp przy zastosowaniu swoistych przeciwciat.
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Rysunek 51. Hipoteza badawcza. (1) w kazdym typie astmy i niezaleznie od stopnia nasilenia choroby w
komorkach PBMC dominuje ekspresja GRa. W przypadku nasilonego stanu zapalnego wzrasta réwniez ilos¢
izoformy GRB. (2) Po zastosowaniu wysokich dawek GCS zmniejsza sie przejsciowo ekspresja obu izoform,
efekt hamujgcy moze by¢ stabszy w komdrkach z wyzszg ekspresjg GRB. (3) u wiekszosci pacjentéw mozliwe
jest zredukowanie dawek i zupetne odstawienie systemowych GCS, ekspresja GR wraca do normy. (4) U
niektorych pacjentow konieczne jest przewlekte stosowanie umiarkowanych dawek GCS, w limfocytach
utrzymuje sie wysoki poziom ekspresji GRp, stajg sie mniej wrazliwe na GCS. (5) dtugotrwate stosowanie GCS
prowadzi do zmniejszenia ilosci GRa, wspotczynnik GRa/GRB zmniejsza sie.

Zastosowana w tym badaniu technika real-time PCR z wykorzystaniem starteréw
wykrywajgcych sekwencje potgczen egzondw jest metody polecang do oznaczania
wariantéw splicingowych rézniacych sie znacznie bezwzgledna iloscia.*®®

W celu oznaczenia ilosci kopii GRoo w komérkach PBMC wykonano szereg reakcji real-
time PCR. Z uwagi na $ladowg ilos¢ kopii GRB, w celu oznaczenia ilosci tej izoformy

wykorzystano metode ilosciowej oceny produktéw reakcji PCR. Dla potrzeb badania
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opracowano réwniez modele matematyczne uwzgledniajgce standaryzacje wewnetrzng i

zewnetrzng reakcji PCR.

Uzyskane w tym badaniu wspdtczynniki GRa/GRB miescity sie w przedziale 150-450 i nie
roznity sie miedzy badanymi grupami. Oznacza to, ze w komodrkach krwi obwodowej na
jedna czasteczke mMRNA GRP przypada co najmniej kilkaset kopii GRa. Nie stwierdzono
rowniez zmniejszonej ekspresji izoformy GRa u chorych leczonych GCS doustnymi, a ilos¢
izoform GR i wspotczynnik ekspresji nie zalezaty od dawki dobowej GCS ani czasu trwania
leczenia. Wyniki te $wiadczg o braku (lub tylko niewielkim) hamowania ekspresji GR w
limfocytach krwi obwodowej u chorych leczonych przewlekle GCS i wykluczajg jakikolwiek
wptyw systemowych GCS na procesy skfadania pre-mRNA prowadzace do powstania
izoformy B. W kilku wczesniej opublikowanych badaniach stwierdzano podobng
dysproporcje w ilosci izoform GRa i GRB. mRNA izoform GR oznaczano w limfocytach krwi
obwodowej, PBMC i/lub liniach komérek pochodzenia limfoidalnego w wielu jednostkach
klinicznych i za pomocg réznych metod. Wyniki badan w ktérych podano dane ilosciowe

pozwalajace na obliczenie GRa/GRp zestawiono w tabeli (Tabela 13).



Tabela 13. Poziom ekspresji mMRNA izoform receptora GR prawidtowych leukocytach zdrowych ochotnikéw
i/lub chorych na astme opisywany w dostepnych publikacjach (w poréwnaniu do tej pracy, Jakieta 2007).
Zestawiono takze wyniki badan oceniajacych ekspresje izoform GR za pomoca ilosciowego RT-PCR w
komarkach biataczkowych (ALL).

badanie materiat GRa GRB GRa/B n=
PBMC (kontrola) 8951525 3,842,1 245 9
Jakieta (badanie PBMC (astma umiarkowana) 10404955 6,215,5 319 12
wiasne), 2007 * | pg\c (astma ciezka) 1633+1266 4,9+4,2 432 11
PBMC (steroidozalezna) 1390+1214 6,9+10 436 10
PBMC 740+£130 1,36+0,44 544,1 4
Pujols, 2002 *
(kﬂ‘;;’o lg)o eozynofile 8304250 1,55+0,58 5355 | 3
neutrofile 530+100 0,39+0,11 1358,9 6
PBMC (kontrola) 1350+250 2,25+2,2 600 11
Torrego, o
2004 * PBMC (astma stabilni) 14604350 2,5+3,0 584 14
PBMC (astma objawy) 19504400 3,2+4,7 609 13
monocyty 6717 0,05+0,02 1340 5
Li, 2006 **
limfocyty T 74+13 0,008+0,004 9250 5
Goleva, monocyty (wrazliwi na GCS) 1,0£0,3 0,001+0,003 909 3
2006 *** (astma) | monocyty (steroidoopornosc) 0,5+0,1 0,002+0,003 333 3
Boullu, 2003*** PBMC (kontrola) 4,49+0,79 0,14+0,07 32 65
Towers, 2005 # PBMC (kontrola) 81,1+21 0,621+0,1 130,6 17
DeRijk, 2003 * Leukocyty (kontrola) b.d. b.d. 8287 3
CEM-C7 (T-cell ALL) 34,0 0,021 1619 ?
Pedersen, 2003 b
IM-9 (B-cell ALL) 163,0 0,088 1852 ?
.| PBMC (initial ALL) 6 0,037 154 42
Haarman,2004
PBMC (relapsed ALL) 23 0,13 207 10
” ALL (szpik, steroidowrazliwi) ok. 29 ok. 0,04 ok. 800 29
Tissing, 2005
ALL (szpik, steroidooporni) ok. 13 ok. 0,02 ok. 500 25
Tissing, 2006 """ | T-cell lub B-cell ALL (PBMC) b.d. b.d. ok.3300 | ?

Referencje: Pujols 2002,95 Torrego 2004,103 Li 2006,169 Goleva 2006,86 Boullu-Ciocca 2003,:170 Towers 2005,17:l DeRijk 2003,172 Pedersen
2003,"”* Haarman 2004,""* Tissing 2005, Tissing 2006."7

* _ dane przedstawione jako iloé¢ kopii MRNA GR w 1 pg catkowitego RNA, x10°
** _ dane przedstawione jako ilo$¢ kopii mMRNA GR w fg/mL (?), *** - dane przedstawione jako fg/ng 185 RNA
# - dane przedstawione jako ilo$¢ kopii mRNA w przeliczeniu na liczbe kopii hPBGD (human porphobilinogen deaminase) x10°

## - autorzy nie podali jednostki w jakiej przeliczyli liczbe kopii mRNA
#it# - wyniki przedstawione jako ilo$¢ kopii transkryptu w 1 komérce.

T - wyniki kompetytywnego PCR przedstawione jako ilos¢ kopii mRNA (mediany) w poréwnaniu z B-aktyng
t1 - wyniki real-time PCR przedstawione jako ilo$¢ kopii mRNA (mediany) w poréwnaniu z GAPDH
11 - wyniki real-time PCR dla izoform przedstawione tylko na wykresach (niemozliwe do poréwnania).
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Zwracajg uwage znaczne roznice uzyskanych wartosci wspotczynnika GRa/GRP.
Przyktadowo, we frakcji PBMC wspodtczynnik ekspresji miescit sie w przedziale od 32 do 609,
a w izolowanych limfocytach T oraz niektérych liniach biataczkowych wariant GRa nawet
kilka tysiecy razy przewazat nad izoformg B. Na rycinie (Rysunek 52) zestawiono wyniki
badan w ktérych oceniano poziom ekspresji izoform GR w komdrkach PBMC u chorych na

astme oskrzelowa (wyniki przeliczone na 1 ug catkowitego RNA).

Poziom ekspresji izoform GR u chorych z astmg steroidozalezng oceniano dotychczas
tylko w jednym badaniu. Gagliardo i wsp.102 nie wykazali réznic w ilosci izoform GR w
komédrkach PBMC w pordwnaniu z kontrolami lub astma lekka. Zastosowane w tym badaniu
metody nie pozwalajg jednak na pomiar wspétczynnika GRa/GRB, w zwigzku z tym nie jest

mozliwe obiektywne poréwnanie z wynikami prac w ktérych stosowano techniki qPCR

(quantitative PCR — PCR ilosciowy) lub real-time PCR.

GR mRNA w komoérkach PBMC GRo/GRp
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Rysunek 52. Zestawienie wynikéw badar oceniajgcych poziom ekspresji izoform receptora GR w astmie
oskrzelowej. Po stronie lewej wykres przedstawiajgcy ilos¢ kopii GRa i GRB PBMC w przeliczeniu na 1 ug
catkowitego RNA. MW — $rednia wazona (weighted mean) dla grupy kontrolnej obliczona na podstawie
wynikow wszystkich badan. Po stronie prawej wspdtczynnik GRoa/GRB w komdrkach PBMC kontroli.

Zestawienie dostepnych wynikéw badan oraz srednia wazona dla trzech badan w ktérych stosowano podobng
metodyke obliczen (liczba kopii na 1 ug RNA).
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Wyniki tego badania wskazujg, ze u chorych z astmg steroidozalezng nie zwieksza sie
bezwzgledna ilos¢ GRB w limfocytach, a dtugotrwate leczenie GCS nie prowadzi do
obnizenia poziomu ekspresji izoformy GRa i nie zmienia wspoétczynnika GRa/GRB. Nie
wykazano zaleznosci miedzy ekspresjg izoform GR, a dawka systemowych GCS. Dlaczego
wiec dtugotrwate stosowanie wysokich dawek metyloprednizolonu nie powoduje down-
regulacji mRNA receptora GR in vivo?

Cho¢ mechanizm molekularny, jaki odpowiada za utrzymanie wysokiego poziomu
ekspresji GR w komérkach PBMC jest nadal nieznany, waznych informacji na ten temat
dostarcza analiza farmakokinetyki doustnych lekéw steroidowych. Po zazyciu 8-24 mg/d
metyloprednizolonu maksymalne stezenie osoczowe osiggane jest po 2 godzinach i wynosi
okoto 0,4-1,0 x 107 m.*”’ Przy stezeniu jakie GCS osiggajg w tkankach kilka godzin od
podania wszystkie czgsteczki GRa sg potgczone z ligandem (Kq dla deksametazonu wynosi
np. okoto 0,7-1 x 10 mM)."8 Ale juz po kilkunastu godzinach od zazycia leku poziom frakgji
wolnej spada ok. 100 krotnie w zwigzku z dystrybucjg tkankowa (doskonata rozpuszczalnos¢
w ttuszczach), metabolizmem wewngatrzkomérkowym i eliminacja nerkowg. Wtedy tylko
bardzo mata czes¢ puli GR zwigzana jest z ligandem.

Z badan in vitro wynika, iz zmniejszenie transkrypcji i degradacja biatka GR rozpoczynaja

sie juz w kilkadziesigt minut od dodania GCS,***'”

ale ilos¢ receptora bardzo szybko wraca
do normy (juz po 12-24 godzinach) po usunieciu GCS z medium hodowlanego.'® W sytuac;ji
in vivo, przy efektywniejszej eliminacji ligandu, odnowa puli receptora moze przebiegaé
jeszcze szybciej. Prawidtowy transport jagdrowy GR i efektywna regulacja ekspresji
powodujg, ze ilo$¢ funkcjonalnej izoformy GRa dostosowana jest stezenia ligandu i potrzeb
komarki.

Hipoteza ta ttumaczy zaréwno wyniki niektérych badan ex vivo jak i obserwacje
kliniczne. Wiadomo na przyktad, ze u chorych z astmg steroidozalezng powinowactwo GCS
do receptoréw (Kq4) nie jest zmniejszone, nie stwierdza sie réwniez zahamowania funkcji GR
w testach czynnos',ciowych.181 Chorzy leczeni umiarkowanymi dawkami doustnych GCS
zachowujg wiec prawidtowy poziom receptorow GR, sg w zwigzku z tym wrazliwi na zmiany

dawek. W tej grupie pacjentéw redukcja i/lub odstawienie GCS systemowych powoduje

zaostrzenie objawdw astmy.
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Skoro chorzy z astmg steroidozalezng majg prawidtowe ilosci i regulacje ekspres;ji
izoform GR, to dlaczego muszg stosowac przewlekle wysokie dawki GCS do opanowania
objawdéw choroby. Czy GCS majg jakies szczegdlne dziatanie, niezbedne dla zapewnienia
kontroli objawdéw w ciezkiej astmie?

Wiadomo, ze dziatanie supresyjne GCS polega nie tylko na hamowaniu produkcji cytokin
zaleznych od NF-kB, ale réwniez na zwiekszeniu wydzielania IL-10. In vitro GCS dziatajg w
ten sposéb jedynie w niskich, fizjologicznych stezeniach.'®%*®* Poniewaz promotor genu IL-

10 zawiera zaréwno sekwencje aktywujaca typu GRE jak i miejsce wigzania AP-1,%* w

182

badaniach in vitro wyisze stezenia GCS hamujg ekspresje tej cytokiny.”™" Tymczasem

zazywanie GCS w postaci wziewnej jak i wysokich dawek systemowych prowadzi do

185186 T3 réznica w wynikach badan in vitro i in vivo

zwiekszenia poziomu IL-10 we krwi.
wyjasniona zostata dopiero niedawno. Okazato sie bowiem, ze oprécz znanego do tej pory
dziatania immunosupresyjnego GCS utatwiajg rdznicowanie limfocytéw regulatorowych
aTreg. Limfocyty Treg sg natomiast jednym z najwazniejszych zrdédet IL-10.

W dalszej czesci pracy zbadano w zwigzku z tym jak GCS wptywajg na ilosé krgzacych we
krwi limfocytow CD4/CD25+, jednej z najwazniejszych frakcji limfocytow regulatorowych.
Zwiekszenie puli Treg u chorych z astmga steroidozalezng mogtoby stanowi¢ wazny
mechanizm zapewniajgcy utrzymanie optymalnej kontroli choroby. Jednym z celéw tego

badania byto wykazanie czy z takim dziataniem GCS mamy do czynienia podczas

dtugotrwatej steroidoterapii w warunkach in vivo.

7.6 GCS indukuja limfocyty Treg produkujace IL-10 oraz Treg CD4/CD25+

Wptyw GCS na limfocyty Treg, a w szczegdlnosci indukcja limfocytéw CD4/CD25+ w
przewlektych chorobach zapalnych, nie s doktadnie zbadane. Suarez i wsp.™®” wykazali, ze
stosowanie doustnych GCS w niskich lub umiarkowanych dawkach prowadzi do prawie

dwukrotnego zwiekszenia odsetka komédrek CD4/CD25"e"

we krwi obwodowej u chorych na
uktadowy toczen trzewny (SLE - systemic lupus erythematosus).
Wptyw GCS na populacje limfocytdw regulatorowych we krwi oceniano réwniez u

185 stwierdzili wysoki poziom ekspres;ji

chorych na astme oskrzelowa. Karagiannidis i wsp.
MRNA czynnika transkrypcyjnego FOXP3 oraz IL-10 w limfocytach T u chorych na astme

oskrzelowg leczonych wziewnymi lub doustnymi GCS. Wykazano ponadto, ze ilos¢ FOXP3
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oraz odsetek komdrek CD4/CD25+ zwiekszaty sie w kilka godzin po podaniu dawki
systemowych GCS. Indukcje FOXP3+ obserwowano jednak po zastosowaniu relatywnie
wysokich dawek GCS (do 150 mg/d) u chorych z nasilonymi objawami astmy ($rednie FEV1
ok. 40%).

7.7 Indukcja limfocytéw CD4/CD25+ u chorych z astmg steroidozalezng

W przewlektych chorobach zapalnych (takich jak astma) frakcja komérek CD4/CD25+
moze zawieraé krgzace aktywowane limfocyty efektorowe, poziom FOXP3 zwieksza sie
rowniez przejéciowo we wszystkich aktywowanych limfocytach Th,'® ponadto konwersja
obwodowa limfocytdw naiwnych CD25- do aTreg CD25+ zwieksza sie pod wptywem

stymulacji antygenowej i cytokin typu Th2.'®

W zwigzku z tym podstawowym kryterium
jakim kierowano sie przy kwalifikacji chorych do tego badania byto uzyskanie najlepszej
kontroli astmy (stanu zapalnego) przy optymalnych dawkach GCS. Ws$réd chorych
wtaczonych do badania nie byto wiec oséb ze znaczna obturacjai, ani zazywajacych GCS w
dawce wyzszej niz 24 mg/d metylprednizolonu.

Sredni odsetek komérek CD4/CD25"8" we krwi obwodowej u chorych z ciezkg astmg
steroidozalezng wynosit 5,9+2,4% i byt znamiennie wyzszy w poréwnaniu z astma przelekta
umiarkowang (3,6+1,2%, p<0,01), astmg ciezkg dobrze kontrolowang niskimi dawkami GCS
(3,9+1,3%, p<0,05) i zdrowymi ochotnikami (3,9+0,8%, p<0,05). Uzyskane wyniki sg
podobne do opisywanych w literaturze (5-10% CD25+, 2-6% CDZShEgh).E’E-”190 Wartosci
procentowe CD4/CD25+ korelowaty z objawami astmy i parametrami spirometrycznymi

heh 2 dawka

(p<0,05). Wykazano ponadto zaleznos¢ pomiedzy lloscig komérek CD4/CD25
stosowanych GCS (p<0,05). Wyniki te wskazujg, ze u chorych z astmg ciezka steroidozalezng
dochodzi do zwiekszenia obwodowej puli komodrek Treg CD4/CD25"e" (najpewniej
réznicujgcych w zmienionych zapalnie oskrzelach) i przedostawania sie czesci z nich do krwi
obwodowe;j. Indukcja aTreg w astmie zalezy prawdopodobnie od (1) nasilenia zapalenia,
czyli stymulacji antygenowej w oskrzelach i poziomu lokalnie wytwarzanych cytokin typu

Th2 oraz (2) dziatania miejscowych i ogdlnie stosowanych GCS. Wydaje sie, ze oba

mechanizmy majg podobne znaczenie w procesie obwodowego rdéznicowania aTreg w

' <50% wartosci naleznej FEV, przy zachowanej odwracalnosci
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astmie i wzajemnie sie uzupetniajg. Przemawiajg za tym dane jakie uzyskano w tej pracy i
wyniki dostepne w literaturze.

Po pierwsze, w tej pracy wykazano, ze wartosci procentowe limfocytow CD4/CD25+
korelujg z parametrami spirometrycznymi i objawami astmy (mierzonymi za pomoca
doktadnego kwestionariusza ACD). Podwyziszony odsetek komodrek CD4/CD25+
obserwowano w innych badaniach oceniajgcych fenotyp limfocytéw krwi obwodowej w

! wykazali zwiekszony odsetek limfocytéw CD4/CD25+ u chorych z

astmie. Shi i wsp."”
zaostrzeniami astmy, ktére w badaniach czynnosciowych in vitro miaty cechy typowe dla
komoérek regulatorowych. Podwyzszone odsetki limfocytow CD4/CD25+ stwierdzano takze
u chorych z ciezka astma steroidooporna.” Dodatkowo u chorych z astma ciezka
(objawowg) obserwowano wysoka ekspresje FOXP3 w limfocytach krwi obwodowej.185

Po drugie, najwyzsze odsetki CD4/CD25+ wykazano u chorych zazywajacych 16-24 mg/d
metyloprednizolonu. Stwierdzono réwniez zaleznos¢ pomiedzy dawka doustnych GCS, a
odsetkiem komérek CD4/CD25+. Podobne wyniki uzyskali réwniez Suarez i wsp.'®’ u
chorych z uktadowym toczniem trzewnym. Indukcje frakcji komoérek CD4/CD25+ pod
wptywem glikokortykosteroidéw, jak réwniez zwiekszenie ekspresji czynnika FOXP3

55,59

obserwowano zaréwno in vitro>>>° jak i w badaniach in vivo.'®

7.8 Wysoki poziom ekspresji GRa jednym z warunkéw indukcji Treg

Posrednich dowoddéw na znaczenie GCS w indukcji Treg dostarczajg wyniki pomiaru
poziomu ekspresji izoform GR w limfocytach krwi. Doktadna analiza podgrup
wyodrebnionych na podstawie wartosci wspoétczynnika GRa/GRP wykazata znamienny
statystycznie zwigzek (p=0,02) GRa/GRB z iloscig limfocytéw Treg. Najwyiszy odsetek
limfocytow CD4/CD25+ (Srednio 9,2+3,0%) oznaczono u chorych z dominujgcg ekspresja
GRa (wspodtczynnik GRa/GRP > 460), natomiast w grupie chorych z najwyzszym poziomem
ekspresji GRB (wspotczynnik < 125) frakcja Treg CD4/CD25+ nie przekraczata 5%. Niski
poziom ekspresji izoformy GRB w limfocytach moze by¢ jednym z warunkéw indukcji
komérek aTreg pod wptywem GCS. Wyniki te wskazuja na wazng role GRa/GRB dla
roznicowania komoérek CD25+. Jest to pierwsze tego typu doniesienie, ktdore wymaga
potwierdzenia w badaniach réznych izolowanych subpopulacji limfocytéw T CD4+ jak

rowniez weryfikacji w badaniach czynnosciowych in vitro.
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7.9 Czy wzgledna steroidoopornos¢ w astmie wynika z zaburzen réznicowania

limfocytow aTreg? Fakty i hipotezy

U chorych z astmg steroidooporng obserwowano zwiekszong ekspresje GRB, miedzy
innymi w limfocytach nacieku zapalnego. Nie wiadomo jeszcze w jaki sposéb wptywa to na
lokalng indukcje Treg w btonie sluzowej oskrzeli. Z badan in vitro wiadomo jednak, ze w tym
typie astmy réznicowanie aTreg moze by¢ zaburzone. Hawrylowicz i wsp.192 obserwowali w
astmie steroidoopornej znacznie mniejszg produkcje IL-10 w hodowlach limfocytow
stymulowanych deksametazonem i stabsze rdznicowanie aTreg pod wptywem GCS w
modelu in vitro. Funkcje supresyjne deksametazonu udato sie przywrdéci¢ dopiero po
dodaniu IL-10 co doprowadzito w pierwszej kolejnosci do zwiekszenia poziomu ekspresji
receptora GRa!'? Fenotyp astmy steroidoopornej wynika wiec przynajmniej czeSciowo z
nieprawidtowego réznicowania komorek regulatorowych.

Mechanizm upo$ledzonej wrazliwosci na GCS wydaje sie by¢ rdéiny dla astmy
steroidozaleznej i steroidoopornej. Przyczyng utrzymujgcego sie stanu zapalnego oskrzeli
moze by¢ w obu przypadkach ten sam mechanizm, prawdopodobnie zwigzany ze
zwiekszong produkcjg i oddziatywaniem cytokin (IL-2, IL-4) lub nadmierng sygnalizacjag w
uktadnie CD40-CD40L, na co wskazujg wyniki tej pracy. W warunkach typowych (np. astma
z dobrg reaktywnoscig na GCS) zapalenie kontrolowane jest przez limfocyty regulatorowe,
ktorych cze$¢ powstaje miejscowo pod wptywem GCS (Rysunek 53). W astmie
steroidozaleznej indukcja aTreg pod wptywem GCS nie jest zaburzona i stanowi waziny
mechanizm kontroli stanu zapalnego i objawdw astmy. Powodem obnizonej reaktywnosci
(wtasciwie braku reaktywnosci) na GCS u chorych z astmg steroidooporng jest
prawdopodobnie zmniejszona indukcja i nieprawidtowa funkcja komérek Treg. W tym typie
astmy obserwowano zwiekszong ekspresje GRP w limfocytach krwi i niektérych komaérkach
nacieku zapalnego, co moze zmniejszac¢ reaktywnosci na GCS i hamowac réznicowanie Treg.

W astmie steroidozaleznej ekspresja izoform GR limfocytéw krwi nie jest zmieniona.
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= Rysunek 53. Indukcja i funkcje
"y @ oskrzela | krew/uktad limfatyczny limfocytéw CD4/CD25™" w astmie.
Hipoteza sformutowana w oparciu o

) wyniki badania. (1) Astma

? 1 pula CD4/CD25hish umiarkowana/ciezka z dobrg
rb ( kontrolg objawéw. Przyczyng astmy
B jest zapalenie alergiczne wywotane

__ ThCD4/CD25- przez swoiste alergenowo limfocyty
(naive, efektorowe, efektorowe Th2. Nasilenie stanu

alreg nTreg

‘ . [ pamigci) zapalnego  kontrolujg  GCS i
I‘, A powstajace lokalnie limfocyty
%swmstealergenowo E— regulatorowe aTreg. (2) W astmie

ciezkiej steroidozaleznej skuteczng
kontrole stanu zapalnego i objawdéw
choroby mozna uzyskaé¢ jedynie

aTreg nTreg przy stosowaniu wysokich dawek

%88 L/};) TCD4/CD25high GCS. Jednym 1z najwazniejszych
O‘Ob @e efektow dziatania przeciwzapalnego

GCS jest utatwienie lokalnego
réznicowania aTreg, co prowadzi
e | ThCD4/CD25- rowniez do zwiekszenia odsetka
limfocytow CD4/CD25+ we krwi

l» obwodowe].

@w foro_

7.10 Podsumowanie

Hipoteza jaka sformutowano przed rozpoczeciem badania zaktadata, ze przyczyna stabej
reaktywnosci na GCS u chorych na cigzka astmg steroidozalezng jest wysoka ekspresja GRj,
co moze prowadzi¢ do stabszego hamowania aktywacji i proliferacji limfocytéw. Uzyskane
wyniki wskazujg, ze mozliwe jest inne wyjasnienie tego zjawiska.

W pierwszej czesci pracy wykazano ze GCS hamujg wiele etapdw aktywacji limfocytow
chorych z ciezkg steroidozalezng astmg oskrzelowg. W badaniach ekspresji receptorow
pojawiajgcych sie sekwencyjnie na powierzchni aktywowanego limfocyta nie wykazano
zaburzen w hamowaniu wczesnej sygnalizacji TCR, ekspresji podjednostki a receptora IL-2R
(NFAT, NF-kB) i ekspresji receptoréw zaleznych od sygnalizacji ATF/CREB (MHCII). U chorych
z ciezkg astma steroidozalezng stwierdzono niepetne blokowanie ekspresji receptora
kostymulujacego CD40L, co wskazuje na pewng dysocjacje dziatania transrepresyjnego GR
(postulowana nadmierna aktywacja szlaku AP-1). W dalszych eksperymentach wykazano w
tej grupie chorych znaczne zahamowanie proliferacji i duzg wrazliwos¢ na apoptoze

limfocytéw krwi obwodowej. Na oba procesy dodatkowo wptywajg GCS zastosowane w
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wysokich dawkach in vitro. U chorych na astme steroidozalezng GCS skutecznie hamuja
aktywacje limfocytéw i indukujg ich apoptoze.

Réwnoczesnie zbadano ekspresje izoform GRa i GRB w komérkach PBMC krwi
obwdowej. U chorych na ciezkg astme steroidozalezng nie stwierdzono zaburzen ekspresji
izoform receptora GR, co wskazuje na brak istotnego wptywu GCS na podstawowg
ekspresje GR w warunkach in vivo. Doktadna analiza podgrup wyodrebnionych na
podstawie wspotczynnika ekspresji GRa/GRP wykazata korelacje miedzy iloScig

high

funkcjonalnej izoformy a a odsetkiem komérek regulatorowych CD4/CD25™". Istotnie, u

chorych na astme steroidozalezng stwierdzono najwyzsze ilosci limfocytéw CD4/CD25"e"
we krwi obwodowej.

Wyniki te wskazujg, ze u chorych z tym typem astmy dochodzi do zwiekszenia
obwodowe] puli Treg, co moze stanowi¢ jeden z najwazniejszych mechanizméw

prowadzgcych do zmniejszenia nasilenia stanu zapalnego i tym samym uzyskania dobrej

kontroli astmy.
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Whioski

W grupach chorych réznigcych sie ciezkoscig astmy nie stwierdzono réznic w ekspresji
mRNA izoform receptora GR w komdrkach PBMC, co wskazuje miedzy innymi na brak
wptywu GCS na procesy sktadania mRNA prowadzace do powstawania GRp.

U chorych na astme steroidozaleing nie wykazano zwiekszonej aktywacji i proliferacji
limfocytéw w testach czynnosciowych in vitro. Przeciwnie, stosowanie przewlekte GCS
w wyzszych dawkach prowadzi do znacznego zmniejszenia reaktywnosci na mitogeny i
zahamowania proliferacji limfocytéw réwniez u chorych z astma steroidozalezna.

GCS skutecznie hamujg wiele etapéw aktywacji limfocytéw T, réwniez u chorych na
ciezka astme steroidozalezng. Wzgledna steroidoopornos¢ w astmie oskrzelowej nie
wynika z réznic we wczesnych etapach sygnalizacji TCR, ani zaburzen sygnalizacji IL-2/IL-
2R.

GCS stabiej hamujg ekspresjg CD40L w aktywowanych limfocytach u chorych na astme
steroidozalezng. Wynik ten moze wskazywa¢ na dysocjacje w dziataniu
transrepresyjnym GR w tej grupie chorych i wymaga potwierdzenia metodami biologii
molekularnej.

GCS silnie aktywujg apoptoze limfocytow T u chorych na astme steroidozaleing.
Dziatanie proapoptotyczne GCS wykazane w tym badaniu in vitro moze mie¢ wazne
znaczenie w regulacji ilosci limfocytdw nacieku zapalnego oskrzeli.

U chorych na astme steroidozalezng dochodzi do indukcji frakcji komdrek
CD4/CD25"&", W astmie steroidozaleznej indukcja Treg nie jest zaburzona i moze
stanowi¢ jeden z wazniejszych mechanizmdw kontroli stanu zapalnego i objawdéw
choroby. Uzyskanie zadowalajgcej kontroli objawdw w astmie ciezkiej steroidozaleznej
wynika z synergistycznego dziatania wysokich dawek GCS i zwiekszonej liczby

limfocytéw regulatorowych.
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9 Streszczenie

Streszczenie

Wprowadzenie:

Objawy astmy oskrzelowej mozna opanowac¢ u wiekszosci chorych po zastosowaniu
glikokortykosteroidéw (GCS) wziewnych w potaczeniu z lekami rozszerzajacymi oskrzela. W
przypadkach astmy ciezkiej steroidozaleznej konieczne jest dtugotrwate stosowanie
umiarkowanych lub wysokich dawek GCS doustnych, jednak tego typu leczenie nie zawsze
pozwala na uzyskanie petnej kontroli objawdw. Przyczyna zmniejszonej wrazliwosci na GCS
w tym typie astmy nie jest znana i moze wynikac¢ z zaburzen reaktywnosci limfocytéw T,
nieprawidtowej regulacji odpowiedzi immunologicznej lub zmnienionej ekspresji,
ewentualnie funkcji receptora glikokortykosteroidowego (GR). Celem pracy byto zbadanie,
czy u chorych na astme steroidozalezng dochodzi do obnizenia wrazliwosci limfocytéw krwi
na GCS i/lub zmian w ilosci izoform mRNA a i B receptora GR. Oceniono réwniez ilosci

krazacych limfocytéw regulatorowych CD4/CD25"e",

Metody:

Do badania wtgczono 25 chorych z rozpoznaniem astmy oskrzelowej ciezkiej i/lub trudnej (z
najlepszg mozliwg do uzyskania konrolg choroby), 15 chorych na astme przewlekig
umiarkowang i 11 zdrowych ochotnikdw. Biorgc pod uwage nasilenie objawdw klinicznych,
wyniki badan spirometrycznych i rodzaj/dawki stosowanych GCS wsrdd chorych na astme
ciezkg wyodrebniono grupe pacjentéw z urzymujgcymi sie objawami, pomimo stosowania
umiarkowanych dawek GCS doustnych (astma steroidozalezna, n=14). Wykorzystujac
techniki krétkotrwatej hodowli limfocytéw izolowanych z krwi i stymulowanych mitogenem
(PHA) oceniono: (1) wczesne i poine etapy aktywacji limfocytéw T, oraz wptyw
deksametazonu na ekspresje antygendw aktywacyjnych in vitro (cytometria przeptywowa),
(2) wptyw daksametazonu na proliferacje limfocytéw, (3) spontaniczng i indukowang przez
GCS apoptoze limfocytow T. Poziom ekspresji izoform o i B receptora GR oznaczono we
frakcji komorek jednojadrzastych krwi (PBMC) z wykorzystaniem technik qPCR. Subopulacje

limfocytéw krwi, w tym CD4/CD25"8" oznaczono za pomocg cytometrii przeptywowe;j.
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Wyniki:

W grupie chorych na astme ciezkg dominowaty przypadki astmy rozpoznawanej w wieku
dorostym (/late-onset, 68%). Czestos¢ utrwalonej obturacji wynosita 32% i byta podobna w
grupach early- i late-onset. Wéréd chorych z ciezkg astmg przewazaty kobiety (60%). Tylko
w tym typie astmy stwierdzono wspétwystepowanie atopii i nadwrazliwosci na aspiryne.
Parametry kliniczne chorych na astme ciezkg nie roznity sie istotnie od wynikéw duzych
europejskich badan populacyjnych. Stosujgc przyjete kryteria (ciezkos¢ choroby, kontrola
objawdw, leczenie) astme steroidozalezng rozpoznano u 56% chorych z astma ciezka
wtaczonych do badania.

W grupach chorych rézngcych sie ciezkoscig astmy nie stwierdzono istotnych réznic w
ekspresji izoform receptora GR w komédrkach PBMC. Wspétczynnik GRa/GRB byt bardzo
wysoki (okoto 150-400) co wskazuje na marginalny udziat izoformy B w catkowitej puli GR.
Ekspresja GRB w PBMC nie zwieksza sie u chorych na astme steroidozalezna.

W tej grupie nie wykazano rowniez zwiekszonej aktywacji lub proliferacji limfocytow w
testach czynnosciowych in vitro. Deksametazon wyraznie zablokowat ekspresje receptorow
aktywowanych limfocytéw T, aczkolwiek sita hamowania przez GCS zalezata od typu
ocenianego markera (silnie CD69, IL-2R i CD40L, stabiej HLA-DR). Wzgledna steroidopornos¢
w astmie nie wynika najpewniej z réznic we wczesnych etapach sygnalizacji TCR, ani
zaburzen sygnalizacji IL-2/IL-2R. U chorych na astme steroidozalezng stwierdzono tylko
czesciowe hamowanie ekspresji receptora CD40L na poierzchni limfocytow (p<0,05). Wynik
ten wskazuje na pewien rodzaj dysocjacji w dziataniu transrepresyjnym GCS i moze
czesciowo ttumaczyé gorszg reaktywnosc¢ na GCS obserwowang in vivo.

U chorych na astmg steroidozalezng stwierdzono wyiszy odsetek apoptotycznych
limfocytéw T w kilkudniowych hodowlach (apoptoza spontaniczna). Dodatkowo, wiasnie w
tej grupie chorych GCS najsilniej aktywowaty apoptoze limfocytéw T (p<0,05).

U chorych na astme steroidozalezng stwierdzono najwyzsze odsetki komodrek CD4/CD25"e"
we krwi obwodowej (pula limfocytow Treg), w poréwnaniu z pozostatymi badanymi
grupami (p<0,01). Stwierdzono wyrazng korelacje wartosci procentowych CD4/CD25"e" 7

ciezkoscig astmy, objawami subiektywnymi i wynikami badan czynnosciowych ptuc.
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Whioski:

Uposledzona wrazliwos¢ na GCS w astmie steroidozaleznej nie wynika z zaburzen ekspresji
izoform receptora GR, ani z nieprawidtowej reaktywnosci limfocytéw T. Prawidtowa ilo$¢
mMRNA izoform GR oraz wspdtczynnik GRa/GRB swiadczg o niezmienionej ekspresji GR u
chorych leczonych przewlekle glikokortykosteroidamii i wskazujg na brak wptywu GCS na
procesy alternatywnego sktadania mRNA GRp.

Przyczyng utrzymujgcego sie stanu zapalnego oskrzeli w astmie steroidozaleznej moze by¢
podwyzszona ekspresja CD40L, badz zaburzona regulacja ekspresji tego receptora, wymaga
to jednak potwierdzenia metodami biologii molekularnej.

Stwierdzono ponadto znaczne zahamowanie proliferacji i duzg wrazliwo$¢ na apoptoze
limfocytébw T u chorych na astme steroidozalezng. Dziatanie proapoptotyczne i
antyproliferacyjne GCS wykazane w tym badaniu in vitro mogg mie¢ wazne znaczenie w
regulacji ilosci limfocytéw nacieku zapalnego oskrzeli. Chorzy na astme steroidozalezng
zachowujg wrazliwos$¢ na zmiany dawek GCS, co w tym badaniu potwierdzono w wielu
testach czynnosciowych in vitro.

Zwiekszony odsetek komédrek CD4/CD25"8" w astmie steroidozaleznej wynika najpewniej z
obwodowego réznicowania zaleznego od stymulacji antygenowej w miejscu stanu
zapalnego (posrednio wskazuje na to korelacja z objawami i wynikami spirometrii) oraz
dziatania systemowych GCS (posrednio wskazuje na to wysoki odsetek Treg w grupie
leczonej najwyzszymi dawkami metyloprednizolonu i w grupie z najwyzszym
wspotczynnikiem ekspresji GRa/GRB). Indukcja obwodowej puli Treg w astmie ciezkiej
steroidozaleznej nie jest zaburzona i moze stanowi¢ jeden z najwazniejszych mechanizmow
prowadzacych do uzyskania zadowalajgcej kontroli choroby.

Mozna stwierdzi¢, ze opanowanie stanu zapalnego i objawdéw w astmie steroidozaleznej
wynika z synergistycznego dziatania wysokich dawek GCS i zwiekszonej liczby limfocytéw

regulatorowych.
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Summary

Introduction:

The symptomes of bronchial asthma can be managed in the majority of patients with
inhaled glucocorticoids (GCS) and bronchodilatatory drugs. In case of severe steroid
dependent asthma long-term treatment with moderate or higher doses of systemic
steroids is usually necessary. However, in some cases such treatment is not sufficient
enough to fully control asthmatic symptoms. The cause of decreased steroid
responsiveness in severe asthma is still not known. It may be the consequence of disturbed
T-cell responsiveness, impaired immune regulation or altered expression/function of
glucocorticoid receptor (GR). The aim of this study was to determine, whether severe
steroid dependent asthma associates with decreased sensitivity of peripheral blood
lymphocytes to GCS and altered amount of GR a and B mRNA isoforms. The numbers of

circulating CD4/CD25"e" regulatory T-cells were also studied.

Methods:

The studied groups included: 25 patients with confirmed diagnosis of severe and/or
difficult asthma (achieving of the best possible disease control was here necessary), 15
patiens with moderate chronic asthma and 11 healthy subjects. Considering the severity of
clinical symptoms, lung function tests, and type/daily dose of glucocorticoids, the group of
severe asthmatics was further divided into patients with sustained asthmatic symptoms
despite treatment with moderate doses of oral GCS (steroid dependent asthma, n=14) and
patients with very good control on low-dose oral GCS (well controlled severe asthma,n=11).
The model of short-term mitogen (PHA) stimulation of peripheral blood lymphocytes in
culture was used to determine: (1) early and late events of lymphocyte activation, as well
as the influence of dexamethasone on the expression of activation-dependent antigens in
vitro (flow cytometry), (2) influence of dexamethasone on lymphocyte proliferation, (3)
spontaneous and GCS-induced apoptosis of T-cells. Expression levels of GR a and B
isoforms were studied in peripheral blood mononuclear cells (PBMC) using qPCR

high

techniques. Subpopulations of blood lymphocytes, including CD4/CD25™" were counted

with flow cytometry.
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Results:

In the severe asthma group the majority of patints were diagnosed in adult age (late-onset,
68%). Persistent airflow limitation was observed in 32% patients and the frequency was
similar in early- and late-onset group. Females dominated in the severe asthma group
(60%). Coexistence of atopy and aspirin-intolerance was observed only in severe asthma
group. Using defined criteria (disease severity, control of symptoms, treatment) steroid
dependency was diagnosed in 56% of severe asthmatics studied.

No significant difference in expression of GR isoforms was observed in groups with various
asthma severity. The GRa/GRp ratio was quite high (range of 150-400), thus indicating that
the contribution of B isoform in the total GR pool is only marginal. The expression of GRB in
PBMC is not increased in severe steroid dependent asthma.

In this group there was no increased activation nor greater lymphocyte proliferation in in
vitro functional tests. Dexamethasone markedly blocked the expression of T-cell activation
receptors, though this inhibitory effect depended on the particular marker tested (strong in
case of CD69, IL-2R, CD40L, weak in case of HLA-DR). The relative steroid unresponsiveness
in asthma is not a consequence of abnormalities in early TCR signaling nor further IL-2/IL-2R
signaling. In steroid dependent asthma only partial inhibition of CD40L expression was
observed when incubated with dexamethasone (p<0,05). This result points to possible
dissociation in GCS transrepressing actions and may partially explain the weaker reactivity
observed in vivo.

In steroid dependent patients an increased percentage of apoptotic T-cells was found in
short-term lymphocyte cultures (spontaneous apoptosis). Additionally, just in this group
the proapoptotic action of GCS was most potent (p<0,05).

high

The highest percentage of peripheral blood CD4/CD25™" cells was observed in steroid

dependent asthamatics, as compared to other studied groups (p<0,01). Moreover, clear

high

correlation between percentage of CD4/CD25™" and asthma severity, subjective symptoms

or lung function tests was found.
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Conclusions:

The decreased ractivity to GCS in steroid dependent asthma is not the consequence of
impaired expression of GR isoforms, and does not result from abnormal T-cell reactivity.
The proper amount of GR mRNA and GRa/GR ratio in this type of asthma is the evidence
of stable expression of GR in asthmatics treated with steroids for a long time and indicates
that GCS do not influence the processes of alternative splicing of GRp.

The sustained bronchi inflammation in steroid dependent asthmatics may result from
increased expression of CD40L, or from disturbed regulation of this molecule. This has to be
confirmed with methods of molecular biology.

Considerable inhibition of proliferation together with high susceptibility to apoptosis were
found only in steroid dependent asthma group. The proapoptotic and antiproliferative
actions of GCS shown in this in vitro study can be of great importance in regulation of
lymphocyte infiltration in diseased bronchi. Patients with steroid dependent asthma are
still sensitive to the changes of glucocorticoid dose, here, such observation was also
confirmed in functional in vitro assays.

Increased percentage of CD4/CD25"e"

cells in steroid dependent asthma is likely due to
peripheral differentiation dependent on antigenic stimulation in inflamed tissue (confirmed
indirectly by correlations with symptoms and spirometric results) and action of systemic
glucocorticoids (that is indicated by high percentages of Treg in group with highest doses of
methylprednisolon and with highest GRa/GRp ratio). The induction of peripheral Treg pool
in severe asthma is not disturbed, and probably constitutes one of the most efficient
mechanisms that is necessery to achieve proper asthma control.

It can be concluded that achieving of satisfactory control of inflammation together with

symptom reduction in steroid dependent asthma results from synergistic action of higher

doses of systemic GCS and increased numbers of regulatory lymphocytes.
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10 Dodatki

10.1 Kwestionariusz ACD

Kwestionariusz nasilenia objaw6éw astmy (ACD — astma control diary). Srednia punktacja=0-6

1. Jak czesto ostatniej nocy budzit(a) sie Pan(i) z powodu objawdéw astmy?

(0) nie budzitem(am) sie z powodu objawdéw astmy
(1) zbudzitem(am) sie jeden raz
(2) zbudzitem(am) sie dwa razy
(3) zbudzitem(am) sie kilka razy
(4) budzitem(am) sie wiele razy
(5) spatem(am) bardzo krétko z powodu nasilonych objawow
(6) nie spatem(am) z powodu ciggtych objawoéw
2. Jak ciezkie byty objawy astmy dzisiaj rano, po wstaniu z tézka?
(0) bez objawow
(1) bardzo tagodne
(2) tagodne — niewielka dusznosé lub kaszel
(3) umiarkowane (konieczne zastosowanie leku wziewnego)
(4) nasilone (konieczne zastosowanie leku wziewnego)
(5) bardzo nasilone z poprawa po lekach wziewnych
(6) bardzo nasilone z niewielkg poprawa po lekach wziewnych

3. Jak czesto w ciggu dzisiejszego dnia wystepowaty: dusznos¢, krétki oddech lub kaszel?
(0) w ogdle nie byto takich objawow
(1) bardzo rzadko i niewielkie nasilenie wymienionych objawéw
(2) rzadko i niewielkie nasilenie
(3) czesto ale niewielkie nasilenie
(4) czesto i nasilone objawy (czeste inhalacje lekdw rozszerzajacych oskrzela)
(5) przez wiekszo$¢ czasu: dusznos¢ i trudnosci z oddychaniem
(6) przez wiekszos¢ czasu: bardzo silna dusznos¢ i trudnosci z oddychaniem
4. Jak czesto w ciggu dzisiejszego dnia odczuwat(a) Pan(i) Swisty w klatce piersiowej?
(0) w ogdle nie byto Swistow
(1) sporadycznie, pojedyncze $wisty
(2) rzadko i niewielkie nasilenie
(3) czesto
(4) bardzo czesto
(5) przez wiekszo$é czasu
(6) przez caty czas Swisty w klatce piersiowe;j

5. W jakim stopniu objawy astmy zaburzaty w dniu dzisiejszym Pana(i) aktywnos$¢ (praca, codzienne
czynnosci) w poréwnaniu z bezobjawowymi okresami najlepszej kontroli choroby?

(0) codzienna aktywnosc¢ zupetnie bez zmian
(1) jedynie nieznacznie ograniczona

(2) w niewielkim stopniu ograniczona

(3) umiarkowanie ograniczona

(4) znacznie ograniczona

(5) bardzo powaznie ograniczona

(6) skrajnie ograniczona

6. lle razy w ciggu dnia musiat(a) Pan(i) stosowac¢ doraznie lek wziewny rozszerzajacy oskrzela (inhalacje
Berotec, Ventolin, Berodual ewentualnie koniecznos$¢ nebulizacji Salamol, Berodual)?

0) nie stosowano
1) tacznie 1-2 wdechy w ciggu dnia

(

(

(2) tacznie 3-4 wdechy w ciggu dnia

(3) tacznie 5-8 wdechdw w ciggu dnia
(4) tacznie 9-12 wdechow w ciggu dnia
(5) tacznie 13-16 wdechdw w ciggu dnia
(6) ponad 16 wdechdéw lub nebulizacje
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