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WSTEP

1. Reumatoidalne Zapalenie Stawow (RZS)

Reumatoidalne Zapalenie Stawdéw (RZS) to autoimmunologiczna 1 przewlekla choroba
zapalna. Najczgstsze objawy RZS to: bol, obrzgk i sztywnos¢ stawow prowadzace do powiktan
ogolnoustrojowych, postepujacej niepetnosprawnosci, a nawet do przedwczesnej $mierci.
Obecnie leczenie opiera si¢ na agresywnej terapii bezposrednio po postawieniu diagnozy,
z dazeniem do remisji klinicznej, w zaleznosci od aktywnosci choroby [1]. Gtoéwne cechy RZS
to hiperplazja i stany zapalne blony maziowej, deformacje chrzastki i kosci, produkcja
przeciwcial antycytrulinowych (ang. Anti-Citrullinated Protein Antibodies, ACPA; anty-CCP)
i/lub czynnika reumatoidalnego (ang. Rheumatoid Factors, RFs). ACPA 1 RF sa
autoprzeciwcialami typowymi dla RZS oraz dla ogélnoustrojowych zaburzen takich jak:
zaburzenia uktadu kostnego, plucnego, sercowo-naczyniowego 1 psychicznego [2]. Ponadto,
rzadko RZS przechodzi do catkowitej remisji 1 wymaga ciagtej terapii farmakologicznej [3, 4,

5,6].

Patogeneza RZS jest ztozona i obejmuje proliferacj¢ i zwtdknienie komorek btony
maziowej, tworzenie btony naczyniowej oraz erozje chrzastki i kosci [7]. Przewlekly proces
zapalny prowadzi do hiperplazji komorek btony maziowej, ktore wchodza w interakcje
z krwiopochodnymi komoérkami jednojadrzastymi. Stan zapalny jest odpowiedzialny za
stymulacj¢ procesu destrukcyjnego w stawie. Uszkodzenie stawow w RZS rozpoczyna si¢ od
proliferacji fibroblastow oraz infiltracji i gromadzenia aktywowanych makrofagow
i limfocytow T [2]. Co wigcej, powigzania genetyczne wspolnych alleli epitopowych HLA
z rozwojem RZS wskazuja, ze choroba jest przynajmniej czesciowo napgdzana przez komorki
T, ktore s3g wazne w kierowaniu procesem zapalnym. Pomocnicze limfocyty T (ang. T Helper
Cells, Th) CD4+ reguluja odpowiedzi immunologiczne na szeroki zakres patogendw i maja
kluczowe znaczenie dla powodzenia szczepionek. Populacja limfocytow T CD4+
charakteryzuje si¢ nie tylko szeregiem odrebnych podzbioréw komorek, takich jak komorki
Thl, Th2, Th17, regulatorowe limfocyty T (Treg) czy Tth - kazda z okreslonymi funkcjami
1 programatorami ekspresji genéw - ale takze plastycznosciag pomiedzy réznymi podzbiorami
komorek Th. Limfocyty T CD4+ moga réznicowac si¢ w rozne typy komorek pod wptywem
stymulacji komorek prezentujacych antygen (ang. Antigen Presenting Cells, APC). Poprzez

brak rownowagi w funkcji i/lub liczbie komorek T nastepuje nieprawidtowa odpowiedz
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humoralna i odporno$¢ komoérkowa, zalezna od przeciwciat [8]. Nieprawidlowa odpowiedz
humoralna zazwyczaj prowadzi do nadmiernej aktywacji autoantygenicznych limfocytow
T 1 B, co powoduje nieprawidlowa produkcje przeciwciat, takich jak RF i anty-CCP, oraz
zapalenia blony maziowej i uszkodzenia stawow [9]. Ostatnio najintensywniej badane sg Th17
i Treg, ktore kontroluja wzajemng proliferacj¢ w celu utrzymania réwnowagi. Jednak
mechanizmy rzadzace réwnowaga réznicowania komorek Th17/Treg odgrywaja wazng role
w szeregu waznych odpowiedzi biologicznych, w tym funkcji odpornosciowej, wzroscie

komoérkowym, réznicowaniu i hematopoezie.

2. Czynniki transkrypcyjne zwiazane z funkcjonowaniem komorek Th17i Tregiich rola

w patogenezie RZS

2.1. Komorki T

Limfocyty T posrednicza w odpornosci komorkowej zapewniajac odpornos¢ adaptacyjng.
Komorki T CD4+ odgrywaja wazng role w rozpoczeciu odpowiedzi immunologicznej,
zapewniaja pomoc innym komoérkom 1 przyjmujg rozne funkcje efektorowe. Po stymulacji
antygenowej niedojrzale komorki T CD4+ stajg si¢ aktywne i roznicujg si¢ w rdézne podtypy
efektorowe. Dysfunkcyjne komorki T CD4+ sg jednym z gtownych mechanizm6éw promowania
patogenezy i postepu RZS. Nierozwinigte komorki T CD4+ moga réznicowacé si¢ w rozne typy
komorek przy stymulacji APC. Nieréwnowaga funkcji i/lub ilosci tych komorek prowadzi do
nieprawidlowej odpornosci komoérkowej 1 odpowiedzi humoralnej [10]. W zaleznosci od
wytwarzanych cytokin podtypy komoérek T maja rozne wiasciwosci. Komorki Thl zapewniajg
reakcje efektorowe na wewnatrzkomorkowe infekcje bakteryjne, a Th2 na patogeny
pasozytnicze. Komorki Thl17 sg typowymi komodrkami prozapalnymi posredniczacymi
w autoreaktywnym zapaleniu 1 niszczeniu tkanek podczas rozwoju RZS. Podczas gdy komorki
Treg utrzymuja Scista regulacje komorek Th w celu zapobiegania autoimmunizacji
1 uszkodzeniom zapalnym, w ktorych posrednicza limfocyty T [11]. Ostatnie badania ujawnity
zwiazek miedzy komoérkami Th17 i Treg. Rozw6j komorek Th17 1 Treg sg ze sobg wzajemnie
powigzane. Rownowaga miedzy tymi komoérkami wpltywa na wynik odpowiedzi
immunologicznej. Badania nad immunopatogenezg choréb autoimmunologicznych i zapalnych
poczynily znaczny postep w ciggu ostatnich kilku lat, a rola komérek Th17 i Treg stata si¢ jedna
z kluczowych kwestii w chorobach autoimmunologicznych. Komoérki Th17 1 Treg moga

rozwijac si¢ z tego samego prekursora w réznych warunkach cytokinowych i pod wplywem
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r6znych czynnikow transkrypcyjnych. W rzeczywistosci $ciezki rozwojowe komorek Thl17
1 Treg sg ze sobg $cisle 1 wzajemnie powigzane, a plastyczno$¢ wykazano od Treg do Th17
[12]. Balans Thl7/Treg stanowi wigc podstawe zrozumienia mechanizmow

immunologicznych, ktore indukuja i reguluja autoimmunizacje i przewlekte zapalenia [13].

2.2. Komorki Th17

Komorki Th17 opisano po raz pierwszy w roku 2005, jako zrédto cytokiny prozapalnej
interleukiny-17 (IL) [14]. Komorki te chronig przed infekcjami bakteryjnymi, grzybowymi
1 zewnatrzkomorkowymi oraz uczestniczg w reakcjach zapalnych i autoimmunizacyjnych.
Komoérki Th17 sa typowymi komoérkami prozapalnymi, ktore promujg indukcje zapalenia
tkanek pochodzenia autoimmunologicznego, a tym samym odgrywaja kluczowa role w rozwoju
autoimmunologicznego zapalenia stawow. Komorki Thl7 sa zwigzane z indukcja
autoimmunologicznego zapalenia tkanek, oraz biorg udzial w roéznicowaniu i proliferacji
osteoklastow powodujacych resorpcje kosci, a pod wptywem IL-23 wytwarzajg IL-17, IL-6,
IL-22, czynnik martwicy nowotworow (ang. Tumor Necrosis Factor, TNF-a), czy czynnik
stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagéw (ang. Granulated Macrophage
Colony-Stimulating Factor, GM-CSF). Komorki Thl7 odgrywaja kluczowag role
w indukowaniu i utrwalaniu przewlektego stanu zapalnego 1 uszkodzenia chrzastki,
a stymulowane przez IL-23 promuja osteoklastogeneze indukujacg receptor aktywatora ligandu
jadrowego czynnika kappa B (ang. Receptor activator of Nuclear Factor kappa B Ligand,
RANKL) na komoérkach mezenchymalnych w kulturach osteoblastow [15]. Znane sg trzy etapy
kontrolujgce roznicowanie naiwnych limfocytow T CD4+ w komoérki Th17 1) réznicowanie
indukowane przez transformujacy czynnik wzrostu-f (ang. Transforming Growth Factor-p,
TGF-B) 1 IL-6 [16], 2) amplifikacja sterowana przez IL-21, oraz 3) stabilizacja za
posrednictwem IL-23. Polaczenie TGF-f z IL-21 jest wystarczajace do rozpoczecia
roznicowania komoérek Th17 z niedojrzatych komorek T, natomiast IL-1 1 IL-6 sg niezbedne

do zintensyfikowania tego procesu [16].

2.3. Komorki Treg

Aktywno$¢ wszystkich efektorowych limfocytow T jest ostabiana przez przeciwzapalne

limfocyty T regulatorowe CD25+CD4+ z wysoka ekspresja gléwnego regulacyjnego czynnika
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transkrypcyjnego forkhead box P3 (Foxp3). Uwaza si¢, ze w chorobie autoimmunologicznej
wystepuje brak lub dysfunkcja tych komorek, co skutkuje zatamaniem tolerancji
immunologicznej 1 nieprawidtlowa odpowiedzia immunologiczng na wlasne antygeny.
Zadaniem komorek Treg jest utrzymanie tolerancji oraz modulacja ogoélnej odpowiedzi
immunologicznej przeciwko infekcjom i rozwojowi komodrek nowotworowych. Treg sa
podtypem limfocytow CD4+, ktore pierwotnie nazywano ,.,komorkami supresorowymi’ [17].
Do roznicowania komorek Treg niezbedne sg cytokinina TGF-B oraz czynnik transkrypcyjny
FoxP3. Natomiast komorki Treg produkujg TGF-f, IL-10 i IL-35. [18]. Komorki Treg potrafiag
tlumi¢ zapalenie i odpowiedz immunologiczng poprzez ekspresj¢ cytotoksycznego biatka
4 zwigzanego z limfocytami T (ang. Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Protein 4, CTLA4),
co pomaga hamowac¢ aktywacj¢ immunologiczng poprzez konkurowanie o kostymulujace
ligandy na komorkach T oraz poprzez wydzielanie hamujacych cytokin IL-10 oraz TGF-f [19].
Komorki Treg mozna podzieli¢ na dwie podgrupy komorek: Treg: naturalne i indukowane,
zgodnie z miejscem ich dojrzewania. Naturalne komoérki Treg rozwijaja si¢ podczas
normalnego dojrzewania komorek T w grasicy 1 wchodzg do tkanek obwodowych, gdzie
odpowiedzialne sg za hamowanie aktywacji samo reaktywnych komorek T [20]. Po ekspres;ji
FoxP3 naturalne Treg s uwalniane z grasicy [21]. IL-2 stymulowana poprzez CD3 i CD28 jest
potrzebna do produkcji i ekspansji naturalnych komorek [22]. Natomiast TGF-f jest potrzebny
do utrzymania komorek Treg po wyemigrowaniu ich z grasicy [23]. Indukowane komorki Treg
rozwijaja si¢ bezposrednio w obwodowych narzadach limfatycznych z niedojrzaltych komorek
T po kontakcie z antygenem. Indukowane komorki Treg to FoxP3+ CD4+ CD25+ i po$rednicza
w hamowaniu procesu zapalnego poprzez wytwarzanie cytokin immunosupresyjnych takich
jak IL-10 1 TGF-B [20]. Kluczowe czynniki do indukcji ekspresji FOXP3 w komoérkach CD4+
CD25 to IL-2 i TGF-B [21].

2.4. Balans Th17/Treg

Komérki Thl7 1 Treg odgrywaja odmienne role w rozwoju chorob
autoimmunologicznych 1 zapalnych. Th17 sprzyjaja autoimmunizacji, komorki Treg maja za
zadanie kontrolowa¢ procesy autoimmunizacji. Oba typy komorek posiadajg kluczowe funkcje
w patogenezie zaburzen autoimmunologicznych poprzez utrzymanie wzajemne;j tolerancji oraz
kontrolowanie ekspansji i aktywacji autoreaktywnych komorek CD4+. Kontrola Th17/Treg jest

kluczowym czynnikiem w rozwoju choréb autoimmunologicznych. Sciezki rozwojowe
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komoérek Th17 1 Treg sa wzajemnie regulowane i moga wpltywaé¢ na wynik odpowiedzi
immunologicznej w chorobach autoimmunologicznych i zapalnych. TGF-f, ktory kontroluje
proliferacje¢ oraz rdéznicowanie komoérek Thl17 1 Treg, w obu $ciezkach odpowiada za
indukowanie ekspresji FoxP3 i Retinoic Acid Receptor-Related Orphan Receptor Variant
2 (RORC2) w niedojrzatych komodrkach CD4+ stymulowanych przez receptor komorki T (ang.
T cell receptor, TCR) [23]. TGF- nie jest w stanie zainicjowac roéznicowanie Th17 in vitro,
chyba, ze sg obecne cytokiny prozapalne takie jak IL-6, IL-21. Gdy IL-6, IL-21 sg obecne
ekspresja FOXP3 indukowana przez TGF-f jest zmniejszona, a ekspresja RORyt jest
zwigkszona [24]. Gdy nie ma stanu zapalnego TGF-f jest zaangazowany w r6znicowanie Treg
i utrzymana jest wtedy tolerancja immunologiczna. Jest to spowodowane zahamowaniem
aktywnosci RORyt poprzez FoxP3, co powoduje zatrzymanie ekspresji IL-17 1 IL-23,
Figura 1 [25]. IL-6, IL-21 majg kluczowg rol¢ w balansie Th17 i Treg, poprzez kontrolowanie
balansu FoxP3/RORyt [24]. Cytokiny te hamuja ekspresje FoxP3 poprzez aktywacje STAT3,

hamuja tez roznicowanie komorek Treg i promuja ekspresje TGF-f3 indukowang przez RORyt

produkcje komoérek Th17.
Stan zapalny
Treg Th17
+IL-6
FoxP3 +IL-21 @ ﬁ
RORc
Tho
FoxP3
TGF-B
RORc
Brak stanu
Treg zapalnego Th17

o [ —]
RORc —

Figura 1. Balans mi¢dzy komdrkami Th17 1 Treg. TGF-B indukuj¢ ekspresje FoxP3 i RORc.
Cytokiny prozapalne takie jak I1-6 1 IL-21 hamuja ekspresj¢ FoxP3, przez co zwigksza si¢
ekspresja RORc. Gdy brak stanu zapalnego TGF-f inicjuje roznicowanie Treg; co powoduje

hamowanie przez FoxP3 ekspresji RORc.

Komorki Thl7 ze specyficznoscia wobec wiasnych antygenow sa wysoce

chorobotworcze 1 prowadzag do rozwoju standw zapalnych i choréb autoimmunologicznych.

12



W  modelu ludzkim komoérki Thl7 i ich cytokiny sa zwigzane z chorobami
autoimmunologicznymi takimi jak: RZS, ukladowy toczen rumieniowaty, stwardnienie
rozsiane, tuszczyca 1 wiele innych [26]. W wielu chorobach autoimmunologicznych
zaobserwowano, ze komorki Th17 zmniejsza liczbe komorek Treg i/lub powoduja, ze komorki
Treg traca swoje wtasciwosci. Komorki Treg posiadaja pewien stopien plastycznosci i potrafia
pozby¢ si¢ swoich wiasciwosci tlumigce stany zapalne. Wigksza liczba komorek Treg
w chorobach autoimmunologicznych nie oznacza, ze komoérki sg zdolne do kontrolowania
odpowiedzi immunologicznej. Komodrki Treg sa kluczowe do przywrocenia tolerancji

immunologicznej w przewleklych stanach zapalnych [27].

2.5. Cytokiny i czynniki transkrypcyjne zwigzane z r6wnowaga Th17/Treg

Cytokiny takie jak IFN-y, IL-4, CTLA-4, ktore sa produkowane przez komorki Thl, Th2
1 Treg odpowiadaja za regulacje réznicowania osteoklastow. Limfocyty Treg mogg stac si¢
mniej funkcjonalne lub nawet chorobotworcze w autoimmunologicznych $rodowiskach
zapalnych. Komorki Th17 i Treg nie tylko wykazuja przeciwne wlasciwos$ci funkcjonalne, ale
réwniez charakteryzuja si¢ r6znymi markerami komorkowymi: RORC2 jest markerem
komorek Th17, FoxP3 jest markerem komorek Treg [15]. Zarowno komorki Th17 jak i1 Treg
kontrolujg wzajemna proliferacj¢, aby utrzymaé rownowage. Patogenne komoérki Thl7
posrednicza we wzroscie btony maziowej, osteoklastogenezie i neoangiogenezie blony

maziowej, a komorki Treg petnig funkcje supresora autoreaktywnych limfocytéw [28].

IL-6, IL-21 1 IL-23 aktywuja przetworniki sygnatu 1 aktywatory transkrypcji (ang. Signal
Transducers and Activators of Transcription, STAT), co ma kluczowe znaczenie dla
réznicowania komodrek Thl17. Szlak IL-2-STATS blokuje réznicowanie Th17 [29, 30, 31].
TGF-B prowadzi do aktywacji Sma- i biatka zwigzanego z Mad2 (SMAD2) i SMAD3, ktore sg
niezb¢dne dla aktywnos$ci genu FoxP3 1 acetylacji histonow FoxP3 [32, 33]. Co wigce],
aktywacja szlaku IL-2-STATS, poprzez transkrypcje czynniku HELIOS (biatko z rodziny
IKAROS 2; IKZF2), zapewnia przetrwanie i stabilno$¢ Treg [34, 35]. Balans Th17/Treg jest
rowniez modulowany przez czynnik indukowany hipoksja 1A (ang. Hypoxia-Inducible Factor
14, HIF-1A) 1 supresorowe bialtko sygnatowe cytokin (ang. Suppressor of Cytokine Signaling,
SOCS). Z jednej strony HIF-1A promuje réznicowanie Th17 poprzez indukcje RORC2, co
w konsekwencji aktywuje geny sygnaturowe Th17 takie jak RORC, zabojcze komorki lektyny
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receptora Bl(ang. Killer Cell Lectin Like Receptor Bl, KLRB1), Cathepsin H (CTSH), oraz
biatkowa fosfataza tyrozynowa niereceptorowa typu 13 (ang. Protein Tyrosine Phosphatase
Non-Receptor Type 13, PTPN13), za$ z drugiej hamuje roznicowanie Treg poprzez degradacje
biatka FoxP3. SOCSI poprzez regulacje szlaku sygnatowego STATS, w ktérym posredniczy
IL-2, negatywnie wptywa na liczb¢ komoérek Treg. SOCS1 hamuje réwniez utratg funkcji
czynnika FoxP3 i konwersje komorek Treg do komorek Thl i Th17. Spadek liczebnosci
komorek Treg 1 wzrost liczby komorek Th17 napedza rozwéj autoimmunizacji u pacjentow
z RZS. Ustalenie mechanizméw molekularnych zwigzanych z czynnikami transkrypcyjnymi
odpowiedzialnymi za balans Th17/Treg oraz mechanizmami regulacji cytokin jest niezbedne

do zrozumienia patogenezy RZS.

Najnowsze badania wykazaty, ze zr6znicowane subpopulacje komérek T CD4+ wykazuja
duzy stopien plastyczno$ci. Oznacza to, ze limfocytom Treg, Thl, Th2 i Th17 poprzez duza
plastyczno$¢ tatwiej jest adaptowaé si¢ do rdéznych sytuacji fizjologicznych podczas
odpowiedzi immunologicznej za posrednictwem IL-1, IL-6, IL-12, IL-17 1 interferon gamma
(IFN-y). Pozwala im to pozosta¢ odpornymi, ale réwniez stabilnymi dzigki czemu uktad
odpornosciowy jest bardziej adaptujacy sie¢ w swojej odpowiedzi na ataki patogendow oraz
zmiany Srodowiskowe. Adaptacyjno$¢ rowniez niesie zagrozenie dla organizmu poprzez

deregulacje¢ tego systemu, co zwigksza ryzyko rozwoju choroby autoimmunologicznej [36].

3. miRNA iich rola w patogenezie RZS
3.1. miRNA a odpowiedz immunologiczna

W ostatnich latach badacze zauwazyli jak wazng role w odpowiedzi immunologiczne;]
odgrywaja mikroRNA (miRNA) [37]. R6zne miRNA np. miR-155 i miR-146a wptywaja na
funkcje komoérek T, co sprawia, ze modulujg patogenez¢ autoimmunologiczng [38, 39, 40].
Dodatkowo, wzrost ekspresji miR-146a 1 miR-155 w jednojadrzastych komoérkach krwi
obwodowej (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs) u pacjentow z RZS sugeruje,
ze miRNA mogg by¢ zaangazowane na roznych poziomach w regulacje patogenezy RZS [41].
miRNA s3 jednoniciowymi, niekodujagcymi RNA, sktadajagcymi si¢ z 20-22 nukleotydow.
miRNA stanowig przedmiot wielu badan, a w ostatnim czasie zidentyfikowano ponad 2000
miRNA. Z kazdym nowym badaniem dotyczagcym miRNA staje si¢ oczywiste, ze miRNA
kieruja ekspresjag genéw po transkrypcji oraz sprawuja kontrole nad jedng trzecig genow
ludzkiego genomu [42]. Do ich zadan nalezy rowniez regulacja odpornosci wrodzonej i nabyte;j
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poprzez udziat w wytwarzaniu komoérek odpornosciowych takich jak: komorki T, komorki
B 1 komorki dendrytyczne (ang. Dendritic Cells, DCs) Figura 2. Zmiany w poziomach
ekspresji miRNA prowadza do tworzenia nadmiaru autoprzeciwcial i1 sekrecji cytokin
zapalnych, co z kolei prowadzi do zaburzenia rownowagi w uktadzie odpornosciowym. W ten
sposob miRNA koreluje z r6znymi chorobami autoimmunologicznymi w tym réwniez z RZS
[42, 43]. Do tej pory zidentyfikowano wiele miRNA w subpopulacjach komoérek obecnych
w stawach pacjentow z RZS [44]. Wsérdéd nich mozna wyr6zni¢ takie miRNA jak let-7a,
miR-16, miR-21, miR-103a, miR-125b, miR-132, miR-145, miR-146a, miR-155, miR-221,
miR-222, miR-301a, miR-548 [45]. Brak kontroli miRNA nad ekspresja genow docelowych
prowadzi do produkcji cytokin prozapalnych, aktywacji leukocytéw 1 rdznicowania

osteoklastow, ktore petnig kluczowa role w regulacji fenotypu btony maziowej w RZS [46, 47].
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Figura 2. Wpltyw miRNA jako regulatorow w rozwoju komoérek odpornosciowych T.

Dodatni efekt na komorki odpornosci
Negatywny efekt na komorki odpornosci miR-155, miR-224.
Dodatni i negatywny efekt na komorki odpornosci miR-21, miR-146a

miRNA poprzez regulacje ekspresji wielu genow, odgrywaja roéwniez kluczowa role
w funkcjonowaniu uktadu odpornosciowego. W badaniu Nimoto i inni [48] zaobserwowano,
ze miRNA takie jak let-7a, miR-26, miR-146a, miR-146b, miR-150 i miR-155 wykazuja
podwyzszong ekspresje w roznicowaniu komorek wytwarzajacych IL-17. Ich wyniki pokazuja,
ze miR-146a, miR-146b, miR-150 i miR-155 byly silnie zwigzane z ekspresjg IL-17 w PBMC,
oraz w blonie maziowej u pacjentow z RZS. Zmienna ekspresja tych miRNA na wczesnym
etapie choroby jak i na etapie aktywnos$ci RZS sugeruje, ze moga one odgrywac¢ wazng rolg
w patogenezie RZS poprzez ekspresje 1L-17 [48]. Ponadto, miR-146a, miR-155, miR-132
1 miR-16 s3 odpowiedzialne za wzrost liczby PBMC obserwowanych u pacjentéw z RZS

w poréwnaniu do zdrowych kontroli [41].
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Ostatnie badania wykazaty, ze u pacjentow z RZS poziom ekspresji miRNA zalezy od
stadium rozwoju procesu chorobowego. U pacjentow we wczesnym stadium RZS poziomy
miR-16, miR-146a, miR-155 1 miR-223 w surowicy s3 nizsze niZz u pacjentow
w zaawansowanym stadium [49]. Wymienione miRNA maja potencjal do wykorzystania jako

biomarkery wykrywajace RZS we wczesnym stadium [49].

Poznanie oddziatywania pomi¢edzy miRNA i innymi niekodujgcymi RNA pozwala na
lepsze zrozumienie sieci regulatorow genow zaangazowanych w patogenez¢ RZS. Lepsza
identyfikacja i zrozumienie wzorcow ekspresji specyficznych miRNA w RZS, a takze ich rola
w patogenezie pozwolitaby na nowatorskie podejscie terapeutyczne w RZS oraz innych

autoimmunologicznych chorobach [50].

3.2. Wplyw miRNA na balans komoérek Th17/Treg

miRNA w ostatnim czasie zaczely by¢ uwazane za kluczowe regulatory uktadu
odpornosciowego, dzieki ich udziatowi w selekcji 1 proliferacji limfocytow. Zaobserwowano,
ze miR-99b-5p reguluje ssaczy cel rapamycyny (ang. Mammalian target of rapamycin, mTOR)
1 fibroblasty maziowe reumatoidalnego zapalenia stawow (ang. Rheumatoid Arthritis Synovial
Fibroblasts, RASF4), hamujac apoptoze komorek T 1 promujac proliferacje komorek T oraz
odpowiedz zapalng [51]. miR-146a stanowi regulator odpornosci i odpowiedzi na stan zapalny,
a takze wykazuje wysoki poziom ekspresji w btonie maziowej, PBMC i innych komoérkach,
w ktorych obserwuje si¢ podwyzszong ekspresje IL-17 u pacjentow z RZS [41, 48, 52, 53, 54].
Istnieje istotny zwigzek migdzy miR-146a, a stanem zapalnym i regulacja proliferacji komorek
regulowanych przez ukltad odpornosciowy. Te funkcje miR-146a w procesach zapalnych
1 immunologicznych w RZS moga przyczyni¢ si¢ do jego potencjalnego celu w terapii RZS.
miR-146a odgrywa tez kluczowa role w hamowaniu komorek Treg, a jego brak w tych
komoérkach moze prowadzi¢ do naruszenia tolerancji immunologicznej [39]. Ekspresja
miR-146a jest zmniejszona w komorkach Treg podczas wysokiej aktywnosci RZS, co prowadzi
do fenotypu prozapalnego w tych komoérkach poprzez dodatnig regulacje STATI [55].
miR-223 posiada wysoka ekspresj¢ w niedojrzalych limfocytach CD4+, ale nie w Th17 co
wymaga zbadania wplywu tego miRNA na patogenez¢ RZS na poziomie jednokomérkowym
[56]. Jak wczesniej wspomniano réwnowaga komorek Th17/Treg odgrywa istotng role w RZS.
IL-17 uwalniane przez Th17 odpowiadajg za regulacje RANKL na btonie maziowej, ktore
stymuluja wytwarzanie cytokin zapalnych takich jak TNF-o, IL-1 i IL-6 [57]. Mniejsza
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ekspresja miR-20a i miR-21 zaostrza proces zapalny w RZS poprzez stymulowania szlaku
zapalnego NLRP3 i zwigkszenie ekspresji STAT3 przy jednoczesnym zmniejszeniu ekspresji
STATS, ktére zwigzane sg z nierownowaga Th17/Treg [3, 58]. miR-210 negatywnie reguluje
HIF-1 wptywajac rowniez na balans Th17/Treg, mimo Ze poziomy miR-210 u pacjentow

z RZS, a zdrowymi osobami nie majg znaczacej roznicy [59].

3.3. Wplyw miRNA na Sciezki sygnalowe

Rola TNF-a w zapaleniu stawu jest dobrze poznana i stanowi punkt wyjscia dla terapii
anty-TNF-a. Wiele miRNA ma wptyw na sygnalizacj¢ i ekspresj¢ TNF-a w RZS. Wptywaja
glownie na komponenty szlaku jadrowego czynnika transkrypcji NF kappa B (ang. Nuclear
Factor Kappa-light-chain-enhancer of Activated B cells, NF-xB). W ostatnich latach klaster
miRNA 17-92 byt przedmiotem wielu badan, gléwnie w onkologii 1 jego roli w onkogenezie.
Klaster ten byt réwniez badany pod katem standw zapalanych. Klaster sktada si¢ z miR-17,
miR-18a, miR-19a/b, miR-20 i miR-92 [60]. Wczes$niejsze badania wykazaty przeciwzapalng
funkcje miR-19 1 miR-20 w RASF poprzez modyfikacje receptoréw Toll-podobnych (ang.
Toll-like Receptors, TLR) 1 kinaz aktywowanych mitogenami (ang. Mitogen-Activated Protein
Kinases, MAPK) zwigzane ze szlakiem TNF-a. miR-17 poprzez niedostateczng ekspresje
w btonach maziowych pacjentéw z RZS prowadzi do reakcji przeciwzapalnej [61]. miR-20 nie
tylko wplywa na szlak MAPK, ale rowniez na szlak inflamasowy NLRP3, przez co celujac
w TXNIP mozna obnizy¢ ekspresj¢ NLRP3 [62]. RASF transfekowany premiR-18 wykazuje
fenotyp prozapalny poprzez aktywacj¢ szlakow NF-kB po stymulacji TNF-a [63]. W szlak
aktywacji TNF-a zaangazowany jest takze miR-451. Jego nadekspresja moze redukowaé
proliferacje RASF oraz obniza¢ sekrecj¢ prozapalnych cytokin za posrednictwem RASF [64].
Dodatkowo, u pacjentow z RZS obserwuje si¢ wyzszy poziom biatek zaangazowanych w szlak

NF-«B takich jak: TNF-a, IL-1p, IL-6 i fosfo-p65 [65].

3.4. Wplyw miRNA na reakcje¢ zapalna

Badania prowadzone nad miRNA wykazaty, ze wiele z nich jest odpowiedzialnych za
regulacj¢ odpowiedzi immunologicznej i zapalnej u pacjentdow z RZS. Zaobserwowano, ze
miR-19a/b posiada ujemna rol¢ w regulacji stanu zapalnego w modelu ludzkim [66], natomiast

miR-21 dziala poprzez zachowanie rownowagi miedzy tolerancja immunologiczna,
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a aktywacja [67]. Podwyzszony poziom miR-323-3p wykryto w RASF wykazujac, ze gen
kodujacy ten miRNA moze stuzy¢ jako biomarker odpowiedzi immunologicznej 1 zapalnej
[68]. miR-155 ma duzy potencjal regulacyjny w réznych komoérkach odpornosciowych oraz
wykazuje dodatnig korelacj¢ ze stanem zapalnym u pacjentow z RZS [68]. Identyfikacja
miR-155 jako biomarkera moze by¢ strategicznym rozwigzaniem dla wczesnej diagnozy, oraz

stosowania nowych i skutecznych terapii w kierunku RZS [43, 69, 70, 71, 72].

4. miRNA jako diagnostyczny i/lub prognostyczny biomarker dla RZS

RZS jest choroba niejednorodng z wieloma objawami klinicznymi, ponadto brak
biomarkeréw o wysokiej selektywnosci i czulo$ci utrudnia wczesne wykrywanie choroby jak
1 terapi¢. Celem badaczy jest nie tylko lepsze zrozumienie patofizjologii RZS poprzez badanie
miRNA, ale i identyfikacja takich miRNA, ktore mozna wykorzystac¢ jako biomarkery dla RZS.
Dzigki specyficznemu profilowi ekspresji miRNA moga by¢ wykorzystywane jako biomarkery
nie tylko postepu procesu chorobowego, ale rowniez odpowiedzi na terapi¢. Ponadto miRNA
mozna wykrywa¢ w surowicy z uzyciem prostych technik, co rowniez wzmacnia ich role¢ jako

biomarkerow.

Murata 1 in. w badaniu wykazali, ze poziom miR-24 i miR-125-5p we krwi mozna
wykorzysta¢ jako biomarkery dla RZS [73]. W badaniu tym wykazano, ze wysoki poziom
miR-125b byl bezposrednio skorelowany z wigkszg aktywnoscig RZS 1 dobra odpowiedzig na
leczenie rituximabem. Z badan Anaparti V. 1 in. wynika, Ze sygnatura miRNA
u ACPA-dodatnich 0s6b zdrowych jest podobna do ACPA-dodatnich oséb chorych na RZS,
ale r6zni si¢ od sero-negatywnych zdrowych oséb. miR-103-3p wykazuje podwyzszony
poziom ekspresji u pacjentow z RZS 1 u bezobjawowych krewnych pierwszego stopnia
w porownaniu do zdrowych osob, dzigki czemu moze by¢ potencjalnym biomarkerem do
przewidywania ryzyka rozwoju RZS. [74]. Yang S. i in. w swoim badaniu pokazali, ze
miR-221, ktory ma wazng regulatorowa role w proliferacji komoérek poprzez regulowanie
genow docelowych, moze by¢ zaangazowany w inicjacje 1 postep procesu zapalnego w RZS
[75]. Z kolei hamowanie ekspresji miR-221 przyczyniato si¢ do ttumienia ekspresji cytokin
prozapalnych, chemokin, czynnika wzrostu $rodbtonka naczyniowego (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF-A), metaloproteinaza macierzy (ang. Matrix
Metalloproteinases, MMP3) 1 MMPO. Z ich badania wynika, ze miR-221 posiada potencjat do
wykorzystania go podczas leczenia RZS. Dodatkowo miR-448, miR-124 i miR-551b mogg by¢
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uzyte jako specyficzne biomarkery do rozrdzniania oséb zdrowych i pacjentéw z chorobami
autoimmunologicznymi takimi jak: RZS, toczen rumieniowaty uktadowy, zespdt Sjogrena

1 wrzodziejace zapalenia jelita grubego [76].

W innym badaniu, Filkova M. i in. stwierdzili, Ze nasilenie RZS, czas trwania choroby czy
efekty leczenia mozna modulowa¢ poprzez pomiary poziomu wolno krazacych miRNA
podczas diagnozowania RZS [77]. Autorzy zaobserwowali, ze podwyzszony poziom miR-16
u nieleczonych pacjentow we wczesnym stadium RZS byt zwigzany ze zmniejszeniem
aktywno$ci choroby w ciggu trzech miesiecy obserwacji. Dodatkowo zmiany poziomu
krazacego miR-16 w ciggu pierwszych trzech miesi¢cy od inicjacji terapii sg skorelowane
z efektem choroby w ciggu nastepnych dziewigciu miesigcy. miR-223 posiada potencjat
biomarkera do oceny aktywnosci choroby u nieleczonych pacjentow we wczesnej fazie RZS na
podstawie analizy poziomu biatka C-reaktywnego (ang. Creative Protein, CRP) i oceny
aktywnos$¢ choroby w 28 stawach (ang. Disease Activity Score, DAS-28). Wyzszy poziom
miR-223 byl zwigzany ze zmniejszeniem aktywnosci choroby we wczesnym etapie RZS po
rozpoczeciu terapii metotreksat (MTX) i/lub glikokortykosteroidow. Autorzy zasugerowali, ze
zardwno miR-16 jak i miR-223 mogg mie¢ zastosowanie w przewidywaniu przebiegu choroby
oraz skutecznos$ci terapii lekami modyfikujacymi przebieg choroby (ang. Disease Modifying
Anti-Rheumatic Drugs, DMARDs). miR-16-5p, miR-125b-5p, miR-223-3p, miR-23-3p,
miR-126-3p i miR-146a-5p, ktdre sg gldwnymi miRNA uczestniczacymi w patogenezie choréb
przewlektych i autoimmunologicznych, do ktérych zalicza si¢ RZS majg potencjal do bycia
biomarkerem do przewidywania oraz monitorowania terapii. U pacjentéw, ktorzy byli poddani
terapii anty-TNF/DMARD wszystkie wyzej wymienione miRNA mialy podwyzszony poziom
ekspresji, prowadzacy do obnizenia wartosci TNF-a, IL-6, IL-17, CRP [78]. W badaniach
Krintel S. B. i inni zaobserwowali, ze miR-22 i miR-886-3p posiadaja rézng ekspresje
u chorych na RZS w zaleznosci od odpowiedzi na leczenie adalimumabem. Niska ekspresja
miR-22, a jednocze$nie wyzsza ekspresja miR-886-3p u pacjentéw z RZS korelowaly z dobrg
odpowiedz na leczenie adalimumabem w potaczeniu z MTX [79]. Cunningham C. C. i in.
wykazali, ze miR-126-3p, let-7d-5p, miR-431-3p, miR-221-3p, miR-24-3p i miR-130a-3p
w surowicy zwigzane byly z dysfunkcja komorek odpornosciowych, co moze by¢
wykorzystane jako biomarker na wczesnych etapach RZS do monitorowania odpowiedzi na

terapi¢ 1/lub ryzyka nawrotu choroby [80].

W badaniach przeprowadzonych migdzy innymi w tej pracy doktorskiej potwierdziliSmy

warto$¢ miR-146a 1 miR-155 jako kluczowych czynnikow we wczesnym wykrywaniu RZS
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oraz ze miR-26 1 miR-155 posiadajg potencjat diagnostyczny do réznicowania oséb z RZS od
0sOb zdrowych [81]. Najbardziej wszechstronnym miRNA w RZS jest miR-155, ktory ma nie
tylko potencjat do dziatania jako biomarker, ale réwniez ma korzystne wtasciwosci regulacyjne
w roznych komoérkach [69]. miRNA zaangazowane w patogenez¢ RZS wykazuja roéwniez
pozytywne odpowiedzi na inne choroby, takie jak zapalenie kosci i stawow (ang. Osteoarthritis,
OA) lub tuszczycowe zapalenie stawow. Z tego powodu istotnym jest znalezienie idealnego

biomarkera, ktory jest specyficzny dla diagnostyki, oraz leczenia RZS.

5. Terapie miRNA

Postep terapii opartej na miRNA bazuje na koncepcji, ze nieprawidtowa ekspresja miRNA
prawdopodobnie moze odgrywa¢ kluczowa rolg w rozwoju stanu zapalnego oraz
autoimmunizacji. W zwiagzku z tym przywrocenie funkcji miRNA i/lub rewizja niedoboru

miRNA mogg by¢ zastosowane jako nowa strategia leczenia RZS [82].

W ostatnich latach nastapit przelom w dziedzinie lekow opartych na RNA. Patisiran byt
pierwszym S$rodkiem terapeutycznym interferencji RNA, ktory zostal zaakceptowany jako
leczenie dziedzicznej amyloidozy transtyretynowej (ang. Hereditary Transthyretin
Amyloidosis, hATTR). Lek ten celuje w trzydziesty nie ulegajacym translacji region miRNA
transtyretyny, hamuje watrobowg syntezg¢ transtyretyny i poprawia kilka klinicznych objawow
hATTR [83]. Innym inhibitorem oligonukleotydoéw, ktory zostat zaakceptowany przez FGA,
jest mipomersen, petnigcy role w leczeniu homozygotycznej rodzinnej hipercholesterolemii

[84] oraz eteplirsen, ktory jest stosowany w leczeniu dystrofii migsniowej Duchenne’a [85].

Terapie oparte na miRNA dzielg si¢ na dwie grupy: mimiki oraz antymiR (czyli inhibitory
miRNA). Mimiki to sztuczne dwuniciowe mate RNA, ktoére sg analogami do odpowiednich
sekwencji miRNA. Inhibitory sg jednoniciowe i celuja w miRNA [82]. Pierwszy lek
terapeutyczny miRNA to LNA (ang. Locked Nucleic Acid) miravirsen. Jest to krotki
antysensowny oligonukleotyd RNA komplementarny do miR-122, stosowany w terapii
zakazenia wirusem zapalenia watroby typu C (ang. Hepatitis C Virus, HCV) w II fazie badan
klinicznych. Leczenie miravirsenem w monoterapii przez cztery tygodnie zapewnia
dhugotrwate hamowanie wiremii, ma silng barier¢ dla odpornosci wirusowej i jest prawidlowo
tolerowany u pacjentow z HCV [86]. Badania kliniczne fazy Ila mirawirsenu prowadzone sg

w Stanach Zjednoczonych, Polsce, Niemczech, Holandii, Stowacji 1 Rumunii [87].
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Aktualnie prowadzonych jest okoto 20 badan klinicznych, skupiajacych si¢ na lekach
opartych na miRNA oraz matym interferujagcym RNA (ang. Small Interfering RNA, siRNA).
Wigkszos¢ z tych badan jest nadal w fazie przedklinicznej [87]. siRNA jest idealnym
czynnikiem do wyciszania specyficznych gendéw poprzez interferencj¢ RNA (ang. RNA
Interference, RNA1). Czternascie programoéw terapeutycznych skupiajacych si¢ na RNAi
weszto w fazg badan klinicznych w ciggu ostatniej dekady. Jednak tylko lek excellair zwigzany
jest ze stanem zapalnym. Jest to przeciwzapalne siRNA, ktére celuje i wycisza gen kinazy Syk,
ktéry jest niezbednym czynnikiem w procesach zapalnych. Excellair wykazat swdj potencjat
oraz bezpieczenstwo w fazie przedklinicznej w leczeniu astmy oraz innych choréb zapalnych
[87]. siRNA takie jak ALN-VSP i bevasiranib sa ukierunkowane na ekspresj¢ genu VEGF
1molekut AGN211745, ktore celuja w receptor VEGF 1 mogg réwniez by¢ stosowane w stanach
zapalnych, w ktorych angiogeneza btony maziowej stanowi kluczowa role we wczesnym

stadium RZS poprzez promowanie proceséw zapalnych i niszczenie chrzastki stawowe;.

Terapia oparta na miRNA daje mozliwo$¢ znacznych postepow w terapii dla pacjentow
z RZS. Jednak przed nig jest wiele etapdw zanim zostanie zatwierdzona do uzytku klinicznego.
Gléwnymi ograniczeniami w terapii miRNA jest bezpieczenstwo, skuteczno$¢, selektywnos¢
oraz sposoOb dostarczania leku [88]. Wyzwaniem Ilekow opartych o miRNA jest
zaprojektowanie ich w taki sposob, by mechanizm dostarczania zachowat ich stabilnos$¢
podczas terapii pacjentow oraz by selektywnos$¢ byta skuteczniejsza, celem uniknigcia
potencjalnych toksyczno$ci oraz zwigkszenia skuteczno$ci w dziataniu lek-cel. W celu
poprawy biodostgpnos$ci stosuje si¢ rézne metody dostarczania lekow, takie jak:
biodegradowalne polimery, lipidy i PEGylowane liposomy [89]. Obecnie pecherzyki
o $rednicach 50 nm do 500 nm sg wykorzystywane do terapeutycznego dostarczania siRNA
oraz miRNA. miRNA nie sg jednak idealnymi kandydatami do podawania doustnego, poniewaz
ich wchtanialno$¢ jelitowa nie jest zadowalajaca. Preferowane jest podawanie
oligonukleotydéw anty-miR droga pozajelitowa, z podawaniem miejscowym przez oko badz

skore [82].

Do tej pory zidentyfikowano zaledwie kilka miRNA bioracych udziat w rozwd; RZS.
Badania in vivo dowodzg, ze te miRNA maja potencjat do wykorzystania w leczeniu RZS [90,
91]. Dzigki opracowaniu lekoéw biologicznych, leczenie RZS uleglo duzej poprawie.
Identyfikacja nowych targetow terapeutycznych, takich jak Btk, Syk, PIK3R (ang.
Phosphatidylinositol 3-Kinase Regulator) 1 inhibitory deacetylazy histonowej (ang. Histone

Deacetylase Inhibitors, HDAC), daje nadziej¢ pacjentom chorym na RZS. Ponadto, z czasem
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terapie miRNA zostang usprawnione 1 wejda do uzycia jako leki nowej generacji. miRNA jako
nowatorska opcja terapeutyczna ma potencjat znaczaco przyczyni¢ si¢ do rozwoju przysztosci

medycyny.
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CEL PRACY:

Analiza modyfikacji genetycznych jak i epigenetycznych pozwala na nowy punkt widzenia
w zrozumieniu mechanizmow, prowadzacych do rozwoju choréb autoimmunologicznych
takich jak RZS. Biorgc pod uwage role, jaka odgrywaja roznego rodzaju czynniki
transkrypcyjne, takie jak: FOXP3, HELIOS, RORc, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SOCSI,
HIF-1A, STAT3 i STATS5 oraz miRNA: miR-24, miR-26, miR-31, miR-100, miR-126,
miR-146a, miR-155, miR-326, zrozumienie molekularnego mechanizmu regulujacego balans
miedzy Th17 1 Treg jest kluczowe dla zrozumienia patogenezy RZS. Szczegdtowe cele pracy

dotycza:

e Wplywu wybranych czynnikow transkrypcyjnych i miRNA na balans komorek
Th17/Treg oraz patogeneze RZS.

e Znalezienia ws$réd wybranych czynnikow transkrypcyjnych i miRNA biomarkerow
o potencjale diagnostycznym badz prognostycznym w celu wczesnego wykrywania
RZS.

® Lepszego zrozumienia wplywu miRNA na regulacje czynnikéw transkrypcyjnych

w balansie Th17/Treg.
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MATERIALY I METODY

1. Populacja badana i populacje kontrolne

Populacj¢ badang stanowili pacjenci z RZS, natomiast pacjenci z chorobg zwyrodnieniowg
stawow (ang. Osteoarthritis, OA) oraz osoby zdrowe (ang. Healthy control, HC) stanowity
grupy kontrolne.

Badanie profilu cytokin oraz poziomu ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych we krwi
obejmowato 45 pacjentow z RZS, 27 pacjentdow OA oraz 46 zdrowych osob. Analiza poziomu
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych w komorkach Th17/Treg zostala przeprowadzona na
grupie 15 pacjentéw z RZS, 15 pacjentow z OA oraz na 15 zdrowych osobach. Analiz¢ poziomu
ekspresji miRNA w komorkach Th17 1 Treg przeprowadzono na 15 pacjentach z RZS, 11
pacjentach z OA 1 15 oséb z HC.

Kazde badanie spetnito wszystkie kryteria zawarte w Deklaracji Helsinskiej, oraz zostato
zatwierdzone przez Komisj¢ Bioetyczng Narodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii
1 Rehabilitacji (protokédt zatwierdzenia nr 29 czerwca 2016 r.). Kazdy uczestnik wyrazit
pisemng $wiadoma zgode przed wzigciem udziatu w badaniu. Pacjenci z RZS oraz z OA zostali
zrekrutowani z Narodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie oraz
z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. Osoby z aktywna infekcja, rakiem lub innymi

chorobami autoimmunologicznymi zostaly wykluczone z badan.

Wszyscy pacjenci z RZS spetniali Kryteria American College of Rheumatology (ACR
z 2010 roku) dotyczace RZS. Pacjenci z RZS zakwalifikowani do badania zostali ocenieni na
podstawie badan fizykalnych i testow laboratoryjnych. Wiek, pte¢, czas trwania choroby, liczba
bolesnych i opuchnigtych stawow, CRP, wspolczynnik sedymentacji erytrocytow (ang.
Erythrocyte Sedimentation Rate, ESR), ptytki krwi (ang. Platelets, PLT), kreatynina, obecnos¢
RF (RF> 34 IU/ml), obecnos$¢ przeciwciat anty-CCP (aCCP> 17 IU/ml), ocena DAS-28,
wizualna skala analogowa (ang. Visual Analog Scale, VAS, range 0-100), wynik Larsena oraz

informacje o leczeniu zostaly zebrane w czasie pobierania materiatu.

Pacjentow zrekrutowanych do grupy OA zdiagnozowano na podstawie zdjecia
rentgenowskiego, oraz nieobecnos$ci cech oznaczajacych zapalenie stawoéw. Pacjenci musieli

spehic kryteria ACR dla choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego.
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Grupa kontrolna sktadala si¢ ze zdrowych ochotnikow, ktorzy nie posiadali zadnych
klinicznych 1 laboratoryjnych objawéw chorob autoimmunologicznych. Populacja grupy
kontrolnej zostata wybrana losowo, z jednoczesnym dopasowaniem pod wzgledem wieku, ptci
i pochodzenia etnicznego do populacji badanej. Zarowno pacjenci, jak i grupa kontrola
posiadali ten sam status ekonomiczno-spoleczny i pochodzili z tego samego obszaru

geograficznego.

Charakterystyka demograficzna i kliniczna pacjentow z RZS, OA oraz HC zostata

podsumowana w Tabeli 1 i Tabeli 2.

Tabela 1. Charakterystyka demograficzna 1 kliniczna pacjentéw, ktorych materiat

wykorzystano do analizy profilu cytokin oraz ekspresji czynnikow transkrypcyjnych.

Czynnik RZS (45) OA (27) HC (40)
Wiek (mediana, przedziat) 61 (21-77) 67 (28-85) |51 (41-63)
Kobiety/me¢zczyzni 37/8 19/8 32/8

ESR, mm/h ($rednia = odchylenie standardowe) @43 + 35 18+ 11

CRP, mg/dl ($rednia + odchylenie standardowe) [23 £5 8+ 6

Czas trwania choroby, lata (mediana, przedziat) |10 (0,5- 30)
DAS-28 ($rednia + odchylenie standardowe) 5,16+ 1,38

VAS (mm) 61,68 +22,66
Larsen 2,75+ 1,28
DAS-28>5.1; n (%) 23 (58%)
RF pozytywny, n (%) 28 (68%)
Anti-CCP pozytywny, n (%) 33 (80%)
Methotrexate (MTX), n (%) 24 (53%)
Leflunomid, n (%) 3 (6%)
Glucocorticoids, n (%) 18 (40%)
Lek przeciwmalaryczny, n (%) 10 (88%)
Terapie Anti-TNF, n (%) 7 (16%)
Inne leki biologiczne, n (%) 2 (4%)
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Tabela 2. Charakterystyka demograficzna i kliniczna pacjentéw, ktorych materiat

wykorzystano do analizy poziomu ekspresji miRNA.

Czynnik RZS (14) OA (11) HC (15)
Wiek (mediana, przedziat) 64 (21-75) 66,5 (56-85) {45 (41-63)
Kobiety/mezczyzni 13/1 7/4 9/6
ESR, mm/h 14 (9- 64) 15 (3-26)

CRP, mg/dl 12,5 (5-73) |5(5-10)

Czas trwania choroby (lata) 6,5 (0,5- 18)

DAS-28>5.1; n (%) 6 (42%)

Larsen 9 (64%)

RF pozytywny, n (%) 5 (35%)

Anti-CCP pozytywny, n (%) 7 (50%)

Methotrexate (MTX), n (%) 9 (64%)

Analog Somatostatyny (SSA), n (%) 3 (21%)

Lek przeciwmalaryczny, n (%) 7 (50%)

Glucocorticoids, n (%) 4 (28%)

Inhibitory IL-6, n (%) 1(7,1%)

Brak leczenia, n (%) 1(7,1%)

2. Detekcja komorek Th17 i Treg za pomoca cytometrii przeplywowej

PBMC zostaty wyizolowane z krwi pacjentow oraz grup kontrolnych przez wirowanie
w gradiencie gestosci przy uzyciu Ficoll-Paque (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala,
Sweden). Komorki nast¢gpnie byly hodowane na pozywce RPMI 1640 (Invitrogen, Paisley,
UK), 10% inaktywowanej termicznie ptodowej surowicy bydlecej (ang. Fetal Bovine Serum,
FBS) (Gibco, Thermofisher, USA), 100U/ml penicyliny i 100 mg/ml streptomycyny
(Sigma-Aldrich) przez 12 godzin. Nastgpnie komorki zebrano 1 wybarwiono na odpowiednie
antygeny btonowe przy uzyciu anty-CD4, APC-Cy7, anty-CD25 PE, anty-CD127 FITC,
anty-CCR6 APC, i anty-CXCR3 PE-Cy7 mysie przeciwciala. Po etapie ptukania pobrano
komorki, poddano analizie 1 sortowaniu za pomocg sortera komorek/cytometru komérkowego
FACSAria 1 Diva software. Martwe komorki zostaty wylaczone z analizy przez barwienie
7AAD. Wszystkie odczynniki stosowane w analizie cytometrii przeptywowej byly zakupione

od Becton Dickinson (San Jose, CA, USA).
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3. Izolacja RNA z krwi obwodowej

Calkowite RNA (ang. Total RNA) wyekstrahowano z krwi obwodowej pacjentow 1 grup
kontrolnych za pomoca komercyjnie dostgpnego kitu do izolacji AA Biotech MicroRNA
concentrator (A&A Biotechnology, Poland) 1 Trizolu (Invitrogen). Ilo$¢ 1 jakos¢
wyizolowanego RNA =zostala zmierzona na spektrofotometrze Quawell Q5000. cDNA
przygotowano przy uzyciu High Capacity cDNA Reverse Transcription with RNase Inhibitor
Kit (Applied Biosystems, Foster, CA), zgodnie z instrukcja producenta. Odwrotna transkrypcja

zostata przeprowadzona na termocyklerze (SensoQuest Labcycler 48s, Gottingen, Germany).

4. Izolacja RNA z komorek Th17 i Treg

Catkowite RNA wyekstrahowano z komoérek Thl7 1 Treg za pomoca komercyjnie
dostepnego kitu miRNeasy Micro Kit (Qiagen, Germany). Ilo$¢ i jako$¢ wyizolowanego RNA
zostala zmierzona na spektrofotometrze Quawell Q5000. cDNA przygotowano przy uzyciu
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), zgodnie
z instrukcjg producenta. Zsyntetyzowane cDNA przechowywano w -20°C do czasu dalszych
analiz. Do zwigkszenia czuto$ci dalszej analizy, preamplifikacja cDNA zostata wykonana przy
uzyciu kitu TagMan® PreAmp Master Mix Kit (Applied Biosystem), zgodnie z instrukcja
producenta. Odwrotna transkrypcja zostata przeprowadzona na termocyklerze (SensoQuest

Labcycler 48s, Gottingen, Germany).

5. Ekspresja genow

Do analiz ekspresji czynnikow transkrypcyjnych wykorzystano nast¢pujace sondy typu
TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA): FOXP3 (Hs01085834 ml), RORc2
(Hs01076112_ml), SMAD2 (Hs00998187 ml), SMAD3 (Hs00969210 ml), SMAD4
(Hs00929647 ml), STAT3 (Hs00374280 ml), STAT5A (Hs00559647 ml), HIF-14
(Hs00153153 ml), SOCSI (Hs00705164 ml), HELIOS (Hs00212361 ml), GAPDH
(Hs02786624 gl1) i RPLO (Hs99999902 ml). Wszystkie sondy posiadaty gwarancje dla
wydajnosci PCR 100 + 2%. Dla jednej reakcji uzyto Sul TagMan Gene Expression Mix
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 0.5ul sondy, 2ul ¢cDNA oraz 2.5ul wody.
Warunki reakcji real-time PCR: Etap wstrzymania 50°C przez 2 min, 95°C przez 10 min, etap

PCR 40 cykli 95°C przez 15 sek. 60°C przez 1 min. Kazda probka byta analizowana w dwéch
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powtorzeniach i $rednia Ct zostata uzyta do dalszej analizy. Wartosci AACt powyzej 35 byty
uznane za ponizej kwantyfikacji. Obliczono wzgledng ekspresj¢ metodg Ct lub metodg ACt
(znormalizowane do GAPDH i1 RPLO jako gen referencyjny w przypadku analizy w petne;j
krwi, w przypadku posortowanych komorek Th17 i Treg RPLO) przy uzyciu Quant Studio
5 real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

Do analizy ekspresji miRNA wykorzystano nastepujace sondy (Applied Biosystems, Foster
City, Ca, USA) hsa-miR-24-3p  (QG-339306 YP00204260),  hsa-miR-26a-5p
(QG-339306_YP00206023), hsa-miR-31-5p (QG-339306 YP00204236), hsa-miR-100-5p
(QG-339306_YP00205689), hsa-miR-126-3p (QG-339306 YP00204227), hsa-miR-146a-5p
(QG-339306_YP00204688), hsa-miR-155-5p (QG-339306 _YP00204308), hsa-miR326
(QG-339306_YP00203903), i U6 snRNA (has, mmu) (QG-33906 YP00203907). Do
przygotowania quantitative real-time PCR uzyto miRCURY SUBR Green PCR Kit (Qiagen,
Germany). Kazda probka byta analizowana w dwdch powtdrzeniach i srednia Ct zostata uzyta
do dalszej analizy. Wartosci Ct powyzej 35 byty uznane za ponizej kwantyfikacji. Ekspresja
zostata obliczona metoda AACT lub ACT oraz znormalizowana do SNORDA48.

6. Analiza poziomu cytokin

Do ilo$ciowego oznaczania poziomu cytokin w surowicy, probki krwi od pacjentéw z RZS,
OA oraz z HC byly odwirowywane w temperaturze pokojowej, pozyskang surowice
rozpipetowano po 1 ml do eppendorféow, a nastepnie przechowywane w temperaturze -86°C do
czasu dalszych analiz. Poziom IL-17A (pg/ml), IL-17F (pg/ml), IL-10 (pg/ml), IL-23 (pg/ml),
IL-21 (pg/ml), IL-22 (pg/ml), IFN-y (pg/ml), IL-35 (pg/ml), IL-35 (pg/ml), IL-6 (pg/ml) zostaty
okreslone przy uzyciu komercyjnie dostepnych testbw immunoenzymatycznych
(ang. Enzyme-linked Immunosorbent Assay, ELISA), wedhug instrukcji producenta (Fine Test,
Wuhan, China). Gesto$¢ optyczng zostala zmierzona przy 450 nm za pomocg automatycznego

czytnika ELISA (LT-4000 Microplate Reader, Labtech).

7. Analiza statystyczna

Analize statystyczng przeprowadzono za pomocg oprogramowania GraphPad Prism wersja
8.2.1 oraz 8.4.2, a takze R Studio 3.5.1 (R Development Core Team (2008) R: A language and

environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria
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ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org.) z wykorzystaniem pakietow R:ggplot
oraz pROC. Dla wszystkich testow warto$¢ p <0,05 zostala uznana za znamienng/istotng

statystycznie. Rozktad zmiennych sprawdzono za pomocg testu Shapiro-Wilka.

Za pomocg regresji logistycznej okreslono istotno$¢ statystyczng pomiedzy wzglednym
poziomem ekspresji genow skorygowanych wedtug wieku u pacjentow z RZS, lub pacjentow
z OA w porownaniu do zdrowej kontroli. R6znice podstawowego poziomu ekspresji genow
i miRNA w sortowanych komodrkach oraz st¢zen badanych cytokin w surowicy miedzy
badanymi grupami okreslono za pomoca nieparametrycznego testu Kuskala-Wallisa i testu
post-hoc Dunna. Dla porownan dwoch grup zastosowano nieparametryczny test
U-Manna-Whitneya. W przypadku analizy istotnosci statystycznej réznic poziomu ekspresji

pomiegdzy subpopulacjami komorek Th17 1 Treg zastosowano test Wilcoxona.

Réznice istotnos$¢ roznic liczebnosci poszczegdlnych subpopulaciji limfocytow w grupach
pacjentow (HC, OA, RZS) zostala sprawdzona za pomoca jednoczynnikowej ANOVY, lub
w przypadku braku normalnosci rozktadu zmiennej za pomocg testu Kruskalla-Wallisa i testu
post-hoc Dunna. Analiza korelacji zostata przeprowadzona za pomoca testu Spearmana lub

Pearsona.

W celu okreslenia potencjatu diagnostycznego ekspresji badanych gendéw i miRNA
(zaré6wno indywidualnych gendw/miRNA oraz kombinacji ww. czynnikéw) zastosowano
analiz¢ krzywej ROC (ang. Receiver Operating Characteristic, ROC) oraz obszaru pod krzywa
ROC - AUC (ang. Area Under Curve). Na podstawie testu ilorazu wiarygodnos$ci
(ang. Likelihood Ratio Test, LRT) wytypowane istotne statystycznie geny/miRNA zostaty

wiaczone do wielowymiarowej analizy regresji logistycznej.
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WYNIKI

1. Czestotliwos¢ wystepowania komorek Thl7 i Treg we krwi obwodowej

u pacjentow z RZS, OA i u 0s6b zdrowych

Przy uzyciu cytometrii przeptywowej okre§lono czestotliwo$¢ wystepowania komorek
Th17 i Treg w PBMC. Procent komorek Treg (CD4+CD25highCD127-) u pacjentéw z RZS
(5, 9%; 4- 12, 10%) byt nizszy niz u pacjentéw z OA (11, 40%:; 5, 10- 18, 20%) 1 0s6b zdrowych
(8, 9%; 4, 60- 17, 50%). Roznica jednak byta istotna jedynie w poréwnania RZS z OA.
Zauwazono, ze ekspresja CD25 na komoérkach Treg byta statystycznie istotnie wyzsza zar6wno
pacjentow z RZS, jak i OA niz u os6b zdrowych. Proporcje komorek Thl7
(CD4+CCR6+CXCR3-) byty istotnie wyzsze w RZS (19, 1%; 11, 4-24%) 1 OA (17, 9%; 10;
2- 25, 7%) w porownaniu do HC (10, 3%; 3, 9- 20, 5%). W komorkach Th17 pacjentow z RZS

zaobserwowano nizszg ekspresj¢ CCR6 niz w HC.

W celu oceny rownowagi pomiedzy przeciwzapalnymi i1 prozapalnymi podgrupami
komorek CD4 we krwi opracowano wskaznik wspotczynnika stosunku Th17/Treg. Badanie
dostarczylo dowodu, ze wskaznik wspotczynnika stosunku Th17/Treg u pacjentéw z RZS byt
nizszy niz w HC, co zdecydowanie wskazuje na zaburzenia w odpowiedzi komoérek Th
u pacjentow z RZS. Dodatkowo u pacjentow z RZS liczba komorek Th17 byta od pigciu do
sze$ciu razy wigksza niz komorek Treg, natomiast u pacjentéw z OA 1 HC komorki Th17

wystepowaty tylko péttora do dwoch razy czesciej niz komorki Treg.

2. Ekspresja czynnikow transkrypcyjnych we krwi pelnej oraz w komorkach
Th17/Treg

Balans Th17/Treg jest regulowany przez rézne czynniki transkrypcyjne, celem tego badania
byto okreslenie poziomu ekspresji czynnika transkrypcyjnego we krwi peilnej oraz

w komorkach Th17 i Treg sortowanych metoda FACS przy uzyciu qPCR.

Pierwszym etapem bylo zbadania poziomow ekspresji gendw FOXP3, HELIOS, RORc,
SMAD?2, SMAD3, SMAD4, SOCS1, HIF-1A4, STAT3 1 STATS we krwi pelnej u pacjentow z RZS,
OA oraz HC. Grupy zostaty skorygowane o wiek, z powodu istotnych r6znic wzgledem tego

parametru wsrdd analizowanych grup. Zaobserwowano, ze chorzy na RZS charakteryzowali
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si¢ istotnie wyzszym poziomem HIF-14 (p= 0,0468), SOCSI (p= 0,0065), w poroéwnaniu do
zdrowych 0s6b. Rdznice ekspresji SMAD3 w RZS 1 HC znajdowaty si¢ na granicy istotnosci
statystycznej (p= 0,051). STAT3 (p= 0,38) 1 STATS5 (p= 0,069) nie roéznity si¢ pod wzgledem
poziomu ekspresji miedzy pacjentami z RZS, a HC. Dodatkowo pacjenci z OA
charakteryzowali si¢ wyzszym poziomem SMAD?2 (p= 0,013), STATS5 (p= 0,0505) i FOXP3
(p= 0,0018) w porownaniu z HC. W tym badaniu wszystkie analizowane geny poza FOXP3
1 RORc miaty wigksze poziomy ekspresji u pacjentow z RZS niz u pacjentow z OA. Ekspresja
HIF-14, SMAD3, SMAD4 1 STAT5 we krwi petnej byly wyzsze u pacjentéw z RZS niz OA.
Wyniki analizy ekspresji FOXP3 i RORc wykazaly odwrotny trend; pacjenci z RZS mieli nizsza
ekspresje FOXP3 1 RORc w poréwnaniu do OA (p= 0,001 i p=0,02).

Z powodu znaczacych roznic wieku wérod analizowanych grup sprawdzono réznic¢ miedzy
ekspresja w trzech wariantach. Wariant 1) miedzy pacjentami z RZS ponizej 60 roku zycia,
a pacjentami z RZS powyzej 60 roku zycia wariant 2) miedzy grupa kontrolng, a pacjentami
z RZS ponizej 60 roku zycia i wariant 3) migdzy pacjentami z OA, a pacjentami z RZS powyzej
60 roku zycia. W 1) wariancie nie zaobserwowano istotnych zmian. W wariancie
2) zaobserwowano istotnie wyzszy poziom ekspresji HIF-14 (p= 0,02) i SOCS!I (p= 0,001)
u 0sO6b zdrowych, natomiast STAT3 (p= 0,0031) miat wyzszy poziom ekspresji u pacjentow
z RZS. W wariancie 3) nie udalo nam si¢ wykry¢ zadnych znaczacych roznic w ekspresji

badanych genow.

Nastepnie krokiem ktory podjeto byto zbadanie poziomow ekspresji wszystkich badanych
gendw w komorkach Th17 1 Treg u pacjentow z RZS, OA oraz w zdrowej kontroli. W zadne;j
z badanych grup nie zaobserwowano ekspresji gendw STATS i1 HELIOS w komorkach Thl7.
Natomiast poziom ekspresji genu STAT5 w komorkach Treg byt na bardzo niskim poziomie.
Ekspresja HIF-14 byla istotnie wyzsza w komoérkach Th17 w HC niz w komoérkach Th17
pacjentow z OA (p= 0,04). Mimo ze ekspresja SMAD?2 byta na niskim poziomie w komoérkach
Th17 zauwazono, ze ekspresja SMAD?2 byta istotnie wyzsza u 0os6b zdrowych w poréwnaniu

do pacjentéw z RZS i OA (p= 0,04 i p=0,00006).

Poziom ekspresji SMAD?2 byt istotnie wyzszy w komdrkach Treg w grupie HC (p=0,0011)
i grupie RZS (p= 0,017) niz w komorkach Th17 w tych samych grupach. Dodatkowo
u pacjentow z RZS poziom ekspresji SMAD4 byt podwyzszony w komorkach Treg
w porownaniu z komorkami Th17 (p= 0,0011). Ekspresja FOXP3 w komorkach Treg byta
istotnie wyzsza we wszystkich analizowanych grupach: HC (p< 0,0001), RZS (p=0,0002), OA
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(p=0,0006) niz w komodrkach Th17. Natomiast poziom ekspresji HELIOS byt znaczaco wyzszy

w komorkach Treg u pacjentéw z RZS w poréwnaniu z pacjentami z OA (p=0,017).

3. Korelacja pomiedzy ekspresja czynnikéw transkrypcyjnych we krwi pelnej

i komoérkach Th17/Treg

Nastepny etap badan polegal na sprawdzeniu korelacji ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych we krwi pelnej, oraz w komorkach Th17/Treg. Celem analizy korelacji byto
lepsze zrozumienie potencjalnego wptywu czynnikdéw transkrypcyjnych na mechanizmy
regulacji 1 roznicowania komoérek T w badanych grupach. W grupie pacjentow RZS
zaobserwowano silng korelacje pomiedzy SMAD2 a SMAD4 (r= 0,7, p< 0,0001), SMAD3
a STAT3 (r= 0,89, p= 0,001) oraz miedzy HELIOS, a SMAD4 (= 0,86, p= 0,001) we krwi
pelnej. W komorkach Th17 zaobserwowano istotng korelacje miedzy ekspresja SMAD3
1 STAT3/RORc/FOXP3 (1= 0,92, p<0,0001, r= 0,92, p<0,0001, r= 0,90, p< 0,0001), ekspresja
SOCS1 i STAT3 (1= 0,94, p< 0,0001), oraz FOXP3 i STAT3 (= 0.91, p<0.0001).

Natomiast w krwi pelnej oraz w komoérkach Treg w grupie pacjentéw z OA nie
zaobserwowano istotnych statystycznie korelacji migdzy analizowanymi czynnikami
transkrypcyjnymi. Natomiast w komoérkach Th17 analiza wykazata silng korelacje migedzy
ekspresjag SOCS1 1 STAT3 (= 0,90, p< 0,0001), SMAD3 i RORc¢ (= 0,89, p< 0,0001), oraz
mi¢dzy ekspresja SMAD4 i SMAD3 (1= 0,95, p< 0,0001).

U o0s0b zdrowych w pelnej krwi zaobserwowano silng korelacje miedzy FOXP3 a SMAD3
(r= 0,7, p<0,0001) oraz migdzy SMAD3 a STATS5A (r= 0,6, p=0,001). SMAD3 byt dodatnio
skorelowany ze STAT3 (r=0,99, p< 0,0001) w komérkach Treg. Natomiast w komoérkach Th17
w tej samej grupie analiza wykazata silng dodatnig korelacj¢ pomig¢dzy ekspresja STAT3
i SMAD3/RORc¢ (r= 0,94, p< 0,001, = 0,91, p= 0,0001).

4. Obnizona ekspresja genow SOCS1 i STAT3 w komorkach Treg oraz podwyzszona
ekspresja w komorkach Th17 u pacjentow z RZS DAS-28> 5.1.

Analiza ekspresji wybranych czynnikow transkrypcyjnych zaleznych od Th17/Treg byta
analizowana zaréwno we krwi pelnej, jak i w komodrkach Th17/Treg pod katem parametrow

klinicznych chorych na RZS. Zbadano ekspresje wszystkich badanych genow we krwi
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anty-CCP  pozytywnych pacjentow z RZS, ale nie znaleziono istotnej korelacji.
Zaobserwowano natomiast, ze ekspresja STAT5A we krwi byla na wyzszym poziomie
u pacjentow z RZS ktorzy posiadali RF dodatni niz u pacjentow z RZS bez czynnika RF, jednak
rdznica nie byta znaczaca. Co wigcej inne geny (FOXP3, RORc, SMAD2, SMAD3, SMAD4,
STAT3) nie mialy statystycznie istotnych réznic migdzy grupami RZS. Wysoka korelacja
zostala odkryta miedzy ekspresja FOXP3 i RORc u pacjentach RZS z RF ujemnym wynikiem
(= 0,9, p= 0,001). Ta korelacja nie byta wykryta w grupie z pozytywnym RF. Natomiast
w grupie z dodatnim wynikiem RF udato nam si¢ znalez¢ wysoka korelacje pomiedzy ekspresja
STAT5A4, SMAD2 i SMAD4 (r= 0,65, p= 0,0003). Korelacja ta nie zostata znaleziona w grupie

z ujemnym wynikiem RF.

W komoérkach Th17 i Treg nie udalo si¢ zaobserwowaé statystycznie istotnej zmiany

w ekspresji badanych gendw, a czynnikiem RF 1 anty-CCP w analizowanych populacjach.

W analizie korelacji pomiedzy ekspresja czynnikow transkrypcyjnych we krwi,
a wskaznikiem DAS-28 nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian. Wyniki analizy
korelacji ekspresji czynnikow transkrypcyjnych w komoérkach Th17 i Treg, a wskaznikiem
DAS-28 wykazaty negatywng korelacje pomiedzy ekspresja HIF-1A i SMAD2 w komorkach
Treg (r=-0,67, p= 0,0037 1 r=-0,7, p= 0,016). Pacjenci z RZS dla ktorych wskaznik DAS-28
byt > 5.1 charakteryzowali si¢ nizszym poziomem ekspresji SOCS1 i STAT3 w komorkach
Treg niz w komoérkach Th17, réznica ta jednak nie byta istotnie statystycznie. Jedynie ekspresja
FOXP3 byta trzykrotnie wyzsza w populacji RZS z DAS-28> 5.1. w porownaniu do
DAS-28<5.1.

5. Zwiekszony poziom cytokin zwiazanych z Th17 u pacjentow z RZS

W kolejnym etapie badan oszacowano st¢zenia roznych cytokinin zwigzanych z komérkami
Th17 i Treg (IL-17, IL-21, IL-22, IL-6, IL-10, IL-35, IL-2, IL-23, TGF-, IFN-y) w surowicy,
w celu okreslenia wptywu §rodowiska zapalnego na patogenezg RZS. Stezenia I1L-17 1 IL-21
byty wyzsze u pacjentéw z RZS niz OA (p= 0,024, p= 0,006). Zakres st¢zen IL-2 i IFN-y byty
znaczaco wyzsze w populacjach RZS 1 OA niz w HC (IL-2 p=0,0001 dla RZS, p< 0,0001 dla
OA, IFN-y p= 0,007 dla obu grup). Analiza wykazata znaczaco wyzszy poziom IL-21
W surowicy w grupie oséb zdrowych niz w grupach RZS 1 OA (p= 0,006, p< 0,0001). Zakresy
stezen 1L-22, IL-6, IL-10, IL-35 1 TGF- w surowicy w badanych grupach znajdowaty si¢ na
podobnym poziomie.
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W grupie RZS analiza wykazala istotng korelacj¢ pomigdzy poziomami badanych cytokin
w surowicy. IL-2 i IFN-y (r= 0,9, p< 0,0001), IL-23 i IFN-y (r= 0,92, p< 0,0001), IL-13
1 IL-17F (r= 0,93, p< 0,0001), IL-17A 1 IL-17F (r= 0,8, p<0,0001), jak rowniez IL-21 i1 IL-17F
(r= 0,69, p< 0,0001) posiadaty silng pozytywna korelacj¢. Natomiast TGF-B i IL-2 (r= 0,59,
p= 0,003), IL-22 i IL-17A (r= 0,059, p= 0,004), TGF-B i IFN-y (r= 0,58, p= 0,003) oraz
TGF-B 1 IL-23 (= 0,47, p= 0,021) posiadaty stabg, ale istotnie statystycznie pozytywnag

korelacje.

Wykryto staba, statystycznie istotng pozytywng korelacje pomiedzy ekspresja STAT3
a poziomem IL-6 w surowicy w populacji RZS (r= 0,4, p= 0,05) oraz pomi¢edzy SMAD2
a poziomem IL-35 w surowicy w populacji OA (r= 0,47, p= 0,05). Nie zaobserwowano
korelacji migdzy innymi poziomami ekspresji badanych czynnikéw transkrypcyjnych,

a poziomem cytokin w surowicy w badanych grupach.

6. Korelacja wspolczynnika Th17/Treg z ekspresja czynnikow transkrypcyjnych,
profilami cytokinin, a aktywnoS$cia RZS

Oszacowano zwigzek miedzy komoérkami Th17 a Treg u pacjentow z RZS, OA 1 0s6b
zdrowych poprzez obliczenie stosunku Th17/Treg. W grupie RZS nie zaobserwowano korelacji
miedzy stosunkiem Thl17/Treg, a ekspresja badanych gendéw czy poziomem cytokin
w surowicy. Zaobserwowano natomiast zwigkszony poziom ekspresji STATS5A wraz ze
wzrostem wspolczynnika Th17/Treg, wynik nie miat jednak istotnosci statystycznej. Ponadto,
nie zaobserwowano w populacji RZS korelacji miedzy wspotczynnikiem Thl7/Treg,
a parametrami klinicznymi takimi jak: wskaznik DAS-28, warto§¢ CRP/OB, wynik VAS,

Larsena oraz czas trwania choroby.

W grupie pacjentow z OA nie zaobserwowano korelacji miedzy badanymi genami,
a stosunkiem Th17/Treg. Wykazano natomiast istotng korelacj¢ pomiedzy poziomem IL-10
w surowicy, a stosunkiem Th17/Treg (r= 59, p=0,02). W przypadku grupy z OA réwniez nie
wykazano korelacji pomi¢dzy wspotczynnikiem Th17/Treg a parametrami klinicznymi takimi

jak wiek czy wartos¢ CRP/OB.

W grupie HC zaobserwowano znaczaca pozytywna korelacje pomiedzy ekspresja SOCS1,
a stosunkiem Th17/Treg (r= 0,8, p=0,002).
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7. SMAD3 i STAT3 jako biomarkery diagnostyczne w RZS

Wyniki analizy ROC pozwolity oceni¢ przydatno$¢ diagnostyczng poziomow ekspresji
analizowanych genow we krwi pelnej oraz ich potencjalu w diagnostyce RZS, OA, oraz
rozroéznienia obu choréb. Analiza ROC populacji RZS wzgledem HC wykazata, ze obszar pod
krzywa ROC -AUC byt istotny statystycznie dla SOCSI (AUC 0,75, p<0,0001), STAT3 (AUC
0,69, p=10,002), SMAD3 (AUC 0,66, p=0,017), HIF-14 (AUC 0,66, p=0,01) oraz RORc (AUC
0,63, p=0,03). Analiza populacji OA a HC wykazata wysoki oraz istotny statystycznie poziom
AUC w przypadku genéw FOXP3 (AUC 0,81, p< 0,0001), RORc (AUC 0,73, p= 0,002),
SMAD2 (AUC 0,73, p= 0,003) 1 STATS (AUC 0,68, p= 0,02). Ponadto poréwnanie pomi¢dzy
pacjentami z RZS, a OA wykazalo istotne wartosci AUC dla FOXP3 (AUC 0,75, p< 0,0001),
SOCSI (AUC 0,74, p=0,001), SMAD3 (AUC 0,66, p=0,03), RORc (AUC 0,65, p= 0,05).

W nastgpnym etapie rowniez z zastosowaniem modelu regresji logistycznej zostat
sprawdzony potencjat diagnostyczny ekspresji dla puli/grupy badanych gendéw. Na podstawie
testu ilorazu wiarygodnosci zostalty wytypowane geny, ktorych poziom ekspresji byt istotny
statystycznie w zastosowanych modelach majacych na celu réZznicowanie pacjentow z RZS/OA
od HC oraz RZS od OA. Na podstawie analizy ROC wykazano istotny wysoki potencjat
diagnostyczny kombinacji ekspresji gendéw, tj. HIF-14, SMAD3 i STAT3 (AUC 0,95)
réznicujacych pacjentdow z RZS od HC. Do odrdznienia pacjentéw z RZS od pacjentow z OA
wykazano istotny potencjat diagnostyczny kombinacji ekspresji genow SMAD2, SMADS3,
SMAD4 i STAT3 (AUC 0,85). Natomiast kombinacja poziomow ekspresji genow HIF-14,
SMAD2, SMAD3, SMAD4, SOCS1, STAT3 1 FOXP3 wykazala istotny potencjat diagnostyczny
przy réznicowaniu pacjentow z OA od HC (AUC 0,98).

8. Zwiekszony poziom ekspresji miR-146a i miR-155 w komorkach Treg u pacjentow

zRZS i OA

Wyniki analizy poziomow ekspresji miRNA ze §wiezo wyizolowanych komorek Thl7
1 Treg wykazaty, ze poziom ekspresji miR-24 byt trzykrotnie wigkszy w komorkach Th17 niz
w komorkach Treg u os6b zdrowych (p= 0,04). Nie zaobserwowano istotnej statystycznie
r6znicy w poziomach ekspresji miR-24 w komoérkach Th17 i Treg migedzy pacjentami z RZS
a OA. Kolejng obserwacja byt wyzszy poziom ekspresji miR-26 w komorkach Treg w grupie
0sOb zdrowych w porownaniu do pacjentow z RZS (p= 0,014). W komodrkach Th17 nie
zaobserwowano réznicy w poziomach ekspresji miR-26 mig¢dzy pacjentami z RZS a OA.
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Poziom ekspresji miR-31 byl dwa razy wyzszy w komoérkach Th17 niz w Treg w grupie HC
(p=0,0046). Poziom ekspresji miR-146a byl cztery razy wyzszy w komodrkach Treg niz Th17
w populacji OA (p=0,008), natomiast w populacji RZS poziom ekspresji byt sze$¢ razy wyzszy
w komorkach Treg niz Thl7 (p= 0,0031). Ekspresja miR-155 byla znaczaco wyzsza
w komorkach Treg niz w komoérkach Th17 w grupie RZS jak i OA (p= 0,04), dodatkowo
poziom ekspresji miR-155 w komérkach Th17 w populacji zdrowej byt znaczaco wyzszy niz

w populacji RZS (p= 0,04).

Nastepnym etapem badania bylo sprawdzenie czy istnieje zwigzek miedzy ekspresja
badanych miRNA, a ekspresja czynnikéw transkrypcyjnych w subpopulacjach Th17 i1 Treg
u pacjentow z RZS. Zaobserwowano dodatnig korelacje pomiedzy ekspresja miR-26
a ekspresja SMAD3 (r= 0,78, p=0,002), STAT3 (r= 0,63, p=0,02) i SOCS! (1= 0,74, p=0,005),
a takze dodatnig korelacje ekspresji miR-155 z ekspresja STAT3 (= 0,67, p= 0,012)
w komorkach Th17 w grupie pacjentéw z RZS. Natomiast w komoérkach Treg zaobserwowano
dodatnig korelacje ekspresji miR-26 z ekspresjg SOCS! (r= 0,62, p= 0,06), miR-31 - SMAD3
(r=0.66, p= 0.04), miR-155 - SMAD3 (1= 0.62, p= 0.06) i SMAD4 (r= 0,66, p= 0,04). Ujemna
korelacja zostata zaobserwowana miedzy ekspresja miR-26 a ekspresja STAT5A4 (= 0,63,
p=0,04) i pomigdzy miR-126 a STAT5A4 (r= 0,85, p= 0,0015).

Wyniki analizy korelacji poziomow ekspresji badanych miRNA z ekspresja czynnikdéw
transkrypcyjnych u pacjentow z OA wykazaly dodatnig korelacje w komorkach Treg migdzy
ekspresja miR-24 a ekspresjg SMAD3 (r= 0,66, p=0,03), miR-31 a SMAD4 (= 0,64, p=0,037),
miR-146aa SMAD3 (1= 0,62, p=0,037), miR-155 a SOCS1 (r=0,71, p=0,02) STAT3 (1= 0,70,
p= 0,02) i SMAD3 (= 0,78, p= 0,006). Nie zaobserwowano korelacji miedzy badanymi
miRNA, a czynnikami transkrypcyjnymi w komoérkach Th17 w populacji OA.

W grupie HC w komorkach Treg zaobserwowano dodatnig korelacje miedzy ekspresja
miR-24 a SOCS1 (r=0,73, p=0,02), miR-126 a SOCSI (r= 0,77, p=0,013), miR-155 a SOCSI1
(r= 0,65, p= 0,049). W populacji HC w komorkach Treg zaobserwowano ujemng korelacje
miedzy ekspresja miR-155 a ekspresja SMAD3 (= 0,70, p= 0,031) 1 STAT3 (r= 0,66,
p= 0,044). Nie zaobserwowano korelacji migedzy badanymi miRNA, a czynnikami

transkrypcyjnymi w komodrkach Th17 w populacji HC.
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9. Analiza korelacji powiazanych genow docelowych na podstawie sieci interakcji

miRNA-czynniki transkrypcyjne

Analiza sieci ko-ekspresji miRNA-czynnik transkrypcyjny pozwolita na identyfikacje
mozliwych mechanizméw odpowiedzialnych za modulacje czynnikéw transkrypcyjnych. Sie¢
ko-ekspresji zostata przygotowana za pomocg Cytoscape software. Analiza sieci w grupie RZS
w komoérkach Th17 wykazata dodatnig korelacje ekspresji miR-126 z miR-26. Oba miRNA
zwigzane sg z regulacja ekspresji gendw STAT3, SMAD3 i SOCS1. Zaobserwowano roéwniez
korelacj¢ migdzy miR-155 a STAT3 oraz miedzy SMAD2 a SMAD4. W populacji RZS
w komorkach Treg analiza wykazata ujemng korelacje miedzy STATSA a miR-26 i miR-126
oraz dodatnig korelacje miedzy ekspresjag miR-155 a SMAD3 i SMAD4, miR-24 a miR-31,
a takze migdzy miR-31 a SMAD3.

Analiza sieci w grupie OA w komorkach Th17 nie wykazata korelacji miedzy badanymi
miRNA 1 czynnikami transkrypcyjnymi. W komorkach Treg zaobserwowano dodatnig
korelacje miR-155 z STAT3, SOCS1 i SMAD3. SMAD3 wykazal dodatnig korelacje
z miR-146a 1 miR-24, dodatkowo zaobserwowano korelacje miedzy ekspresja miR-31

a SMADA4.

Analiza sieci w grupie HC w komoérkach Th17 nie wykazata korelacji migdzy badanymi
miRNA 1 czynnikami transkrypcyjnymi. W komorkach Treg zaobserwowano dodatnig
korelacje ekspresji miR-24, miR-126 1 miR-155 z SOCSI oraz ujemna korelacja ekspresji
miR-155z SMAD3 i STATS3.

10. miRNA s3 istotnie skorelowane ze soba w komorkach Th17 i Treg u pacjentow
zRZS i OA

W grupie pacjentow z RZS w komoérkach Th17 zaobserwowano korelacje miedzy ekspresja
miR-126 a miR-26 (r= 0,79, p= 0,003) oraz migdzy miR-24 a miR-31 (r= 0,62, p= 0,0026).
W komoérkach Treg zaobserwowano dodatnig korelacje miedzy miR-31 a miR-24 (r= 0,73,
p=0,011), miR-31 a miR-155 (r= 0,76, p= 0,000).

Analiza korelacji w grupie OA w komorkach Th17 wykazata korelacje migdzy ekspresja
miR-24 a miR-146a (r= 0,70, p= 0,0006), miR-26 a miR-146a (r= 0,83, p< 0,0001), miR-26
a miR-155 (r= 0,89, p< 0,0001), miR-31 a miR-155 (= 0,70, p= 0,007), miR-146a a miR-155
(r= 0,73, p= 0,004). W komorkach Treg zaobserwowano korelacj¢ miedzy miR-155 a miR-24
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(r= 0,81, p= 0,001), miR-155 a mir-26 (r= 0,75, p= 0,004) oraz pomi¢dzy miR-26 a miR-24
(r= 0,62, p=0,02).

Analiza korelacji w grupie HC nie wykazala korelacji migdzy badanymi miRNA
w komorkach Th17 i Treg.

11. DAS-28, parametry anty-CCP i RF w odniesieniu do poziomu ekspresji miR-24,
-26, -31, -1464a, -155 w komoérkach Th17 i Treg u pacjentéw chorych na RZS

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analiz¢ poziomoéw ekspresji miRNA
u pacjentow RZS w zaleznos$ci od aktywnosci choroby, obecnosci anty-CCP i1 RF. Pacjentow
z RZS podzielona na dwie grupy pod wzgledem aktywnos$ci procesu chorobowego: 1) z wysoka
aktywnoscig RZS gdzie wspolczynnik DAS-28> 5.1 (n= 6) i pacjentéw ze Srednig i niska
aktywnoscia RZS u ktorych DAS-28< 5.1 (n= 8). W komoérkach Th17 zaobserwowano wyzszy
poziom ekspresji miR-31 (p= 0,002) u pacjentéw z DAS-28< 5.1. W komorkach Treg poziom
ekspresji miR-24 byt dwukrotnie wyzszy (p= 0,048) w grupie z DAS-28> 5.1. Wyniki innych
miRNA nie byly statystycznie istotne, mimo to interesujaca obserwacja byl wyzszy poziom
ekspresji miR-146a i miR-155 w komorkach Treg u pacjentow z DAS-28> 5.1. W komorkach
Th17 u pacjentow z DAS-28< 5.1 miR-24, miR-26, miR-31 i miR-155 miaty obnizong
ekspresj¢, a miR-146a mial podwyzszong ekspresje w populacji RZS.

Zaobserwowano nizszy poziom ekspresji miR-31 (p= 0,006) w grupie pacjentéw
z pozytywnym wynikiem anty-CCP. Natomiast miR-24 oraz miR-26 mialy dwukrotnie wyzszy,
miR-146a byl trzynastokrotnie wyzszy, a miR-155 pieciokrotnie wyzszy poziom ekspresji
w grupie z pozytywnym wynikiem anty-CCP w poréwnaniu do grupy pacjentéw z RZS
z ujemnym wynikiem anty-CCP, jednakze wyniki te nie byly statystycznie istotne.
W komorkach Th17 od pacjentow z RZS z dodatnim wynikiem anty-CCP poziom ekspresji
miR-146a byl wyzszy, a miR-24 1 miR-31 byl nizszy niz u pacjentow z ujemnym wynikiem

anty-CCP, oba wyniki nie mialy istotnos$ci statystyczne;.

Zaobserwowano wyzszy poziom ekspresji miR-24, miR-31 oraz miR-146a (p= 0,02)
w komorkach Treg od pacjentéw RZS z dodatnim wynikiem RF w poréwnaniu do pacjentow
z ujemnym wynikiem RF. Dodatkowo zauwazono, ze miR-155 mial poziom ekspresji niemal
dwukrotnie mniejszy w komorkach Treg u pacjentow z RZS z RF dodatnim wynikiem

w porownaniu do pacjentow z ujemnym wynikiem RF, jednakze bez istotnosci statystyczne;.
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U pacjentow z RZS z RF dodatnim zaobserwowano podwyzszenie ekspresji miR-31
w komoérkach Treg w poréwnaniu do Th17. Poziom ekspresji miR-126 byt podobny w obu

grupach pacjentow z RZS.

Analiza AUC zostata wykorzystana do oszacowania potencjalnych warto$ci badanych
miRNA pojedynczo oraz jako paneli biomarkeréw do rozrdzniania pacjentow RZS od OA.
miR-26 po porownaniu RZS i HC w komorkach Th17 (AUC= 0,75, p= 0,02) 1 w komorkach
Treg (AUC= 0,92, p= 0,0002) wykazat wartos¢ prognostyczng. UjawniliSmy rowniez ten
potencjat dla miR-26 w OA vs. HC w komorkach Treg (AUC = 0,86, p = 0,0013). MiR-155 po
poréwnaniu RZS 1 HC w komoérkach Th17 (AUC = 0,80, p = 0,006) 1 Treg (AUC = 0,73,
p = 0,048) ujawnil warto$¢ prognostyczng. UjawniliSmy rowniez ten potencjat dla miR-155

w OA vs HC w komorkach Th17 (AUC = 0,75, p = 0,03).

Przeprowadzono analiz¢ ROC 1 oszacowano AUC w celu oceny diagnostycznego
potencjatu miRNA, ktore moglyby odrozni¢ pacjentéw RZS i OA od oso6b zdrowych.
Najwyzsza warto$¢ AUC uzyskano dla miR-26 odr6zniajac RZS od HC (AUC=0,92), a takze
celem roznicowanie OA od HC (AUC= 0,86) w komorkach Treg. Wysoka warto§¢ AUC
uzyskano rowniez dla miR-26 odrézniajac RZS od HC (AUC= 0,75) w komorkach Thl7.
Najwyzsza wartos¢ AUC uzyskano dla miR-155 odrdzniajagcego RZS od HC w komorkach
Th17 (AUC= 0,80) i komorkach Treg (AUC= 0,73), a takze réznicowanie OA od HC
(AUC=0,75) w komorkach Th17.

Poziom odci¢cia pozwolil na uzyskanie najwyzszej czuto$ci oraz wartosci swoistej. Dla
miR-26 w RZS od HC uzyskaliSmy czuto$¢ 93.33% i swoistos$¢ 53.58% w komorkach Th17
(punkt odciecia= 0,022) oraz czuto$¢ 84.62% i swoisto$¢ 92.86% w komorkach Treg (punkt
odcigcia= 0,025). Dla odroznienia OA od HC warto$¢ czutosci wynosita 76.92% 1 swoistos¢
61.54% w komorkach Th17 (punkt odcigcia= 0,020) oraz czutosé 84.62% 1 swoistos¢ 78.57%
w komorkach Treg (punkt czutosci= 0,051). Dla miR-155 w poréwnaniu RZS od HC wartos¢
czutosci 80% 1 swoistosci 61.54% w komorkach Th17 (punkt czulosci= 0,046), natomiast
wartos$¢ czutosci 92.31% 1 swoistosci 30.77% dla komorek Treg (punkt odcigcia= 0,118). Dla
porownania miR-155 w OA od HC wartos¢ czutosci wynosita 83.33%, a swoistosci 46.16%
dla komoérek Th17 (punkt odcigcia= 0,070) oraz warto$¢ czutosci 61.54%, oraz swoistosci

30.77% dla komorek Treg (punkt odcigcia= 0,075).
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12. Wielozmienna regresja logistyczna

Na podstawie testu ilorazu wiarygodnos$ci zostaty wytypowane miRNA, ktoérych poziom
ekspresji byl istotny statystycznie w zastosowanych modelach majacych na celu réznicowanie
pacjentéw z RZS/OA od HC oraz RZS od OA. Do modelu regresji logistycznej wtaczono
poziomy ekspresji miR-24, -26, -31, -146a, -155 w subpopulacjach komoérek Th17 1 Treg
miedzy pacjentami z RZS, OA oraz zdrowa kontrolg. Potencjat diagnostyczny dla RZS
wykazata kombinacja miR-26 z miR-155 w komoérkach Th17 (AUC= 0,811), natomiast
w przypadku OA - miR-146a w komoérkach Treg (AUC= 0,4196).
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WNIOSKI

SMAD3 1 STAT3 posiadaja najwigkszy potencjal diagnostyczny w klasyfikacji
pacjentow z RZS. Ponadto uwazamy, ze przedstawiony profil ekspresji genow jest
kolejnym etapem w zrozumieniu podstawowej biologii/patogenezy reumatoidalnego

zapalenia stawow 1 moze prowadzi¢ do bardziej racjonalnych strategii leczenia.

Nasze wyniki podkreslaja role miR-146a jako czynnika przeciwzapalnego.
Zmniejszenie ekspresji miR-146a w komodrkach Treg moze promowac ich proliferacje

1 tagodzi¢ proces zapalny.

Z badanych miRNA najwigkszy potencjatl jako biomarker diagnostyczny wykazaty
miR-26, miR-155 szczegdlnie do rozréznienia RZS od HC. Kombinacja obu miRNA

ma wigkszy potencjat diagnostyczny, niz osobne miRNA.
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DYSKUSJA

Przeprowadzone badania mialy na celu zbadanie wptywu czynnikow genetycznych
1 epigenetycznych na balans komoérek T u pacjentéw cierpigcych na RZS, poprzez porownanie
profilu ekspresji miRNA, oraz czynnikow transkrypcyjnych zwigzanych z balansem komorek
Th17/Treg. Na dzien dzisiejszy istnieje ograniczona wiedza na temat konkretnych miRNA
uczestniczacych w  regulacji procesow molekularnych zwigzanych z ukladem
odporno$ciowym, oraz w jakim stopniu ich aktywnos$¢ sprzyja patogenezie RZS. Ponadto
celem przeprowadzonych badan bylo znalezienie potencjalnych biomarkerow, ktore
umozliwityby wczesniejsze wykrycie badz prognozowanie RZS. Dodatkowo w pracy
podsumowano aktualny stan wiedzy na temat miRNA, a takze jego wplyw, dziatanie i mozliwe
zastosowanie przy leczeniu RZS. Obecnie potrzebna jest wigksza ilo$ci badan, aby doktadnie
zrozumie¢ role czynnikow transkrypcyjnych i miRNA w regulacji rownowagi Th17/Treg oraz

ich wplywu na podatnos¢ i1 nasilenie RZS.

Wyniki zebrane w ramach powyzszej pracy doktorskiej wskazuja na istotne rdznice
w oddziatywaniu roznych czynnikow transkrypcyjnych na immunosupresj¢ (Treg)
1 autoimmunizacj¢ (Th17) u pacjentdéw chorych na RZS. Na podstawie przeprowadzonych
analiz zaobserwowali§my zwigkszong czestotliwo§¢ wystepowania limfocytow Thl7, oraz
nizszy wskaznik balansu Th17/Treg u pacjentow z RZS, w odrdznieniu do zespotu badawczego
Penatti 1 innych [92], ktorzy wykazali, ze u pacjentow z RZS byla mniejsza czgstotliwosc
wystepowania CCR6+CXCR3-Th17, a wyzsza CD25+ Treg w poréwnaniu do pacjentow
chorych na OA. Zaobserwowane roznice pomi¢dzy badaniami mogg wynika¢ ze stosowanego
leczenia. Nasi pacjenci przyjmowali znacznie wigksze dawki DMARDs takich jak MTX,
leflunomide czy glikokortyidy niz pacjenci bioracy udziat w badaniu grupy Penatti’ego [92].
Ziotkowska 1 inni [93] w swoim badaniu wykazali, ze leczenie glikokortyidami takim jak
metylopredinizolon blokowalo wywotane IL-15 wytwarzanie IL-17, co pokrywa si¢
z wynikami otrzymanymi w tej pracy. Poziom IL-17 w surowicy byt wigkszy u pacjentow
z RZS niz u 0séb zdrowych, réznica nie byta jednak istotna statystycznie. Natomiast zapalenie
potegowane przez Th17 moze powodowa¢ odporno$¢ na glikokortyidy co prowadzi do
zwigkszonej aktywnos$ci choroby wérod badanych pacjentow z RZS [93]. Literatura potwierdza
uzyskane przez nas dane i tlumaczy czemu leczeniem glikokortyidami zwigksza liczbe

komorek Th17 u pacjentow z RZS.
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W badaniu zaobserwowano zwigkszony poziom IL-21 w surowicy w grupie RZS
w poréwnaniu do grupy OA, oraz wyzsza ekspresj¢ IL-2 i IFN-y u pacjentow z RZS
w porownaniu do osoéb zdrowych. Nasze wyniki znajduja potwierdzenie w aktualnych
rezultatach innych badaczy [12, 34, 94, 95, 96, 97]. Paradowska i inni we wczesniejszych
badaniach opisali rolg¢ i funkcj¢ biologiczne zaréwno IL-17, jak i IL-23 w patogenezie RZS [98,
99]. W pracy zaobserwowano wplyw obu interleukin na aktywacj¢ STAT3, ktory ma kluczowa
role podczas roznicowania komoérek Th17 [100]. Tanaka i inni w swoim badaniu wykazali, ze
produkcja IL-23 jest hamowana przez IFN-y, natomiast IL-6, STAT3 oraz RORc stymuluja
produkcje IL-23 [101]. Dane tej pracy wskazuja na mniejszg ekspresje czynnikéw
transkrypcyjnych, oraz nizszy poziom cytokin w surowicy, co moze by¢ spowodowane
leczeniem stosowanym u naszych pacjentow RZS. W przysztych badaniach warto rozdzieli¢
grupe RZS ze wzgledu leczenie, by sprawdzi¢ jak podawane leki wptywaja na poziomy

cytokininy i ekspresj¢ czynnikéw transkrypcyjnych, co umozliwito by precyzyjniejsza terapig.

W pracy potwierdzono, ze SOCSI ma wysoka ekspresje w komoérkach Treg jak i to, ze
czynnik ten moze by¢ powigzany z réznicowaniem i funkcjonowaniem komorek Thl7.
Nadekspresja SOCS1 we krwi zaobserwowana w badaniu moze oznacza¢ postepowanie stanu
zapalnego w organizmie, badz odpowiedz uktadu odpornosciowego na stan zapalny i probe
jego zahamowania [102, 103]. Zwigkszona ekspresja SOCS1 u pacjentow z RZS moze
powodowaé hamowanie szlakéw sygnatowych cytokin jak réwniez zapobiega¢ szkodliwym
efektom cytokin prozapalnych. Wysoki poziom SOCS1 w surowicy moze nies¢ niepozadane
efekty takie jak hamowanie korzystnych efektow cytokin przeciwzapalnych, co prowadzi do
uszkodzenia mechanizméw immunoregulacji w RZS. W przyszlych badaniach warto zbada¢
poziom ekspresji innych cytokin biorgcych udzial w odpowiedzi zapalnej w surowicy nie tylko
pracowa¢ na materiale z komorek. Wyniki uzyskane z takiej analizy pozwolily by uzyskaé

pelny obraz wplywu cytokin na mechanizmy immunoregulacji z RZS.

Yang i inni w swojej pracy wykazali, ze poziom ekspresji genow HELIOS 1 FOXP3
reprezentuja rzeczywista populacje komoérek Treg u pacjentow z RZS. Dodatkowo gen
HELIOS ma wazng role¢ w dziataniu immunosupresyjnym komorek Treg u pacjentow z RZS,
szczegOlnie u os6b o wysokiej aktywnosci choroby, poprzez hamowanie ekspresji cytokin
produkowanych przez komorki Treg [35]. Wyniki tej pracy potwierdzily zwigkszony poziom
ekspresji obu genéw w komorkach Treg u pacjentow z RZS, co pozwala stwierdzi¢, ze
ekspresja genu HELIOS jest zwigzana z patogeneza RZS poprzez wptyw na ekspresj¢ genu

FOXP3. Powyzsze obserwacje potwierdzaja rowniez wyniki badania przeprowadzonego przez
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Zafari i innych [104]. W pracy stwierdzono wigksza liczbe limfocytow Treg w grupie OA,
w porownaniu do RZS, natomiast ekspresja genu HELIOS byta wigksza w grupie RZS.
Spowodowane to moze by¢ rdéznicami etiopatologicznymi obu chorob. OA jest chorobag
zwyrodnieniowa, natomiast RZS jest choroba autoimmunologiczng regulowang przez
odpowiedz zapalna, za ktora odpowiada wrodzony i nabyty uklad odpornosciowy. Mniejsza
liczba komoérek Treg u pacjentow RZS moze by¢ spowodowana powiktaniami po stanie
zapalnym, ktére moga prowadzi¢ do nieprawidlowego funkcjonowania komoérek. Ciekawym
doswiadczeniem  byloby porownanie ekspresji gendw z innymi chorobami
autoimmunologicznymi takimi jak toczen rumieniowaty ukladowy, zeby sprawdzi¢ rdznice

w ekspresji genow odpowiedzialnych za dziatanie komorek T.

Wyniki badania dotyczace pordwnania ekspresji czynnikdéw transkrypcyjnych ze wzgledu
na rodzaj stosowanego leczenia pacjentéw nie wskazat roznicy w ekspresji badanych genow
migdzy pacjentami RZS leczonymi MTX, a pacjentami leczonymi terapig biologiczng, poza
ekspresja STATSA 1 SMAD2. Zaobserwowalismy, ze ekspresja STATSA i SMAD2 byta
wyzsza u pacjentow z RZS na lekach biologicznych. Zgodnie z nasza wiedzg niniejsze badanie
jest pierwsza analiza ekspresji SMAD?2 u pacjentéw z RZS w odniesieniu do stosowane;j terapii.
Co wigcej, zaobserwowaliSmy rowniez obnizone poziomy ekspresji SMAD2 w komorkach
Th17 RA/OA w poréwnaniu z komorkami Treg. Jest to interesujgce odkrycie w nawigzaniu do
wczesniejszych badan wykazujacych, ze SMAD2 moze dziata¢ jako pozytywny regulator
réznicowania Th17 [105]. W komoérkach Th17 SMAD2 jest fosforylowany i dziata jako
ko-aktywator STAT3, co prowadzi do roznicowanie komoérek Th17 [105]. W komorkach Treg
STATS petni role pozytywnego regulatora FOXP3, co objawiato si¢ niskim poziomem
ekspresji we wszystkich badanych grupach [106, 107]. Obserwacja ta nie powtdrzyla si¢
w badaniu na krwi pelnej, poziom ekspresji STATS byt wysoki u pacjentow z RZS
w poréwnaniu do grupy OA i HC. By¢ moze spowodowane jest to obecno$cia eozynofili
1 neutrofili, ktére maja kluczowa role w regulacji ekspresji isoform STATS; STATSA
i STATSB [108].

Biorac pod uwage, ze wszystkie analizowane w naszych pracach geny sg istotnymi
czynnikami transkrypcyjnymi w réwnowadze Thl7/Treg, pordwnaliSmy rowniez ekspresje
genow 1 ich korelacje z aktywnoscig RZS. Nie zaobserwowali§my jednak istotnej korelacji
pomie¢dzy badanymi czynnikami transkrypcyjnymi, a aktywnosciag RZS. Natomiast u pacjentow
z DAS-28>5.1. zaobserwowano mniejszg ekspresj¢ SOCS1 1 STAT3 w komodrkach Treg niz

w komorkach Th17. Moze to sugerowac, ze SOCS1 1 STAT3 sg niezbedne w rdéznicowaniu
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limfocytow Th17 w zaawansowanym stadium RZS co zaburza balans Th17/Treg. W pracy
wykazano rowniez negatywna korelacje miedzy HIF-1A a DAS-28> 5.1, jest to w kontrascie
do wynikoéw badan Dang 1 inni, ktorzy wykazali pozytywnag korelacje HIF-1A z DAS-28> 5.1.
w limfocytach Treg [109]. Brak korelacji migdzy badanymi czynnikami transkrypcyjnymi,
a aktywnos$cia RZS, moze by¢ spowodowany czasem trwania choroby oraz rodzajem
stosowanego leczenia, ktore moga sttumic istniejace interakcje. Zarowno standardowa terapia
MTX, jak i leczenie biologiczne moga wptyna¢ na ekspresje gendéw, jak i na balans komorek
Th17/Treg. W zwigzku z coraz wigkszg popularnosciag lekéw biologicznie czynnych,
interesujace byloby podzielenie pacjentéw i porownanie ekspresji czynnikow transkrypcyjnych
ze wzgledu na rodzaj stosowanego leczenia. W Polsce nadal standardowe leczenie pacjentow
z RZS opiera si¢ na terapii MTX. Dopiero, gdy jest brak efektow leczenia, badz wystepuja silne
objawy niepozadane lekarze szukajg alternatyw. W zwigzku z tym cig¢zko zgromadzi¢ grupe

pacjentéw stosujacych tylko leczenie biologiczne.

Wyniki uzyskane z testu ilorazu wiarygodnos$ci wskazuja, ze zarowno SMAD3 1 STAT3
moga by¢ wykorzystane w diagnostyce jako biomarkery do rozr6znienia RZS od OA. Alikhak
1inni w swojej pracy uznali STAT3 jako kluczowy czynnik transkrypcyjny w rozwoju komoérek
Th17 [110]. Nadekspresja STAT3 aktywuje RORc, oraz hamuje wigzanie STATS5-FOXP3, co
prowadzi do destabilizacji limfocytéw Treg oraz rozpoczyna réznicowanie limfocytow Th17,
prowadzac do zaburzenia rownowagi Thl17/Treg [111]. STAT3 jest tez niezbedny do
aktywowania receptora ligandu czynnika kappa-B (ang. Receptor Activator of NF-«kB Ligand
Induction, RANK), produkcji chemokin, oraz tworzenia osteoklastow i1 zapalenia blony
maziowej. Wplywa to na regulowanie szlaku zapalnego, co ma kluczowe znaczenie
w patogenezie RZS. Badania wykazaly, ze STAT3 reguluje transkrypcje HIF-1A oraz
odpowiada za aktywno$¢ biatka HIF-1A [112, 113, 114]. Pojedynczy polimorfizm nukleotydu
(ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP), ktory znajduje¢ si¢, w motywie wigzagcym STAT3
moze by¢ odpowiedzialny za wigzanie STAT3 do genow docelowych. SNP w pozycjach
rs3024505, rs947474, rs6580224 1 rs2293607 (zmutowany allel) zmienia wigzanie STAT3
z docelowymi genami, co sugeruje, ze polimorfizmy moga regulowaé ekspresje czynnikow
istotnych dla wczesnego roznicowania si¢ komorek Th17. Dodatkowo pacjenci z mutacjami
sklasyfikowanymi jako ,,wzmocnienie funkcji” w genie STAT3 posiadaja zwigkszong liczbe
komorek Th17 1 zmniejszong liczb¢ komorek Treg, co moze by¢ powodem ich choroby
autoimmunologicznej [115, 116]. W niniejszej pracy stwierdzono hiperaktywacje STAT3,

z jednoczesnym brakiem ekspresji STAT5 w komorkach Treg co moze by¢ uproszczong
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konwersja komorek Treg do komoérek podobnych do Th17, ktére powoduja niekontrolowang
odpowiedz zapalng [117, 118]. SMAD3 ma istotng role¢ w homeostazie stawdw oraz w naprawie
chrzastki, jest tez kluczowym mediatorem szlaku TGF-B. Ekspresja genu SMAD3 moze by¢
réwniez zalezna od mutacji i SNP, ktore prowadza do rozregulowania tego szlaku. Mutacja
Arg287Trp tworzy biatko, ktdre nie jest w stanie tworzy¢ homomerdw lub heteromerow biatka
SMAD3 z SMAD4, co ostabia sygnalizacje TGF-B, prowadzi to redukcji funkcjonalnosci
SMAD3, co w konsekwencji moze skutkowac¢ nasileniem procesu chorobowego [119]. Lepsze
zrozumienie interakcji SMAD3-STAT3 pomogloby nam chociaz cz¢§ciowo wyjasnié

molekularne podloze RZS i ulepszy¢ strategie terapeutyczne przeciwko chorobom zapalnym.

Kolejnym etapem pracy byta analiza korelacji ekspresji miRNA z ekspresja czynnikow
transkrypcyjnych w komorkach Th17 i Treg, co pozwoli lepiej zrozumie¢ ich wplyw na
etiologi¢ i patogenezg RZS. Zaobserwowano korelacj¢ w komorkach Th17 pomiedzy miR-155
a STATS3, jak réwniez pomiedzy miR-26 a STAT3, SMAD3 oraz SOCSI w grupie badane;.
Natomiast w komorkach Treg udato si¢ stwierdzi¢ korelacje pomiedzy miR-155 a SMAD3
1 SMAD4, migdzy miR-31 a SMAD3 oraz pomig¢dzy miR-26 a SOCSI. Wyniki Che i innych
potwierdzaja otrzymane przez nas wyniki o potencjale miR-155 do bycia stosowanym jako
potencjalny biomarker RZS [120]. W komorkach Th17 w grupach OA 1 HC nie stwierdzono
korelacji migdzy badanymi miRNA, a czynnikami transkrypcyjnymi. W komodrkach Treg
w grupie OA zaobserwowano korelacj¢ pomigdzy miR-24 a SMAD3, miR-31 a SMAD4,
miR-146a a SMAD3 oraz miR-155 a SOCSI, SMAD3 i STAT3 co znajduje potwierdzenie
w wczesniejszych pracach innych badaczy [121, 122, 123, 124]. W komodrkach Treg w grupie
HC zaobserwowano pozytywng korelacje pomigedzy miR-24 a SOCSI, miR-126 a SOCS],
miR-155 a SOCS1 oraz negatywng korelacje pomiedzy miR-155 a SMAD3 1 STAT3 [123, 125,
126]. W badaniu udato si¢ potwierdzi¢, ze miR-155 posiada potencjatl do bycia biomarkerem
diagnostycznym dzigki pozytywnej korelacji z SMAD3 i STAT3 w grupach RZS i1 OA, oraz
negatywnej w grupie HC, co zostato zasugerowane rowniez przez innych badaczy. W zwigzku
ze stosunkowo matg wiedzg o miRNA potrzeba wigcej badan dotyczacych ich roli w regulacji
ekspresji czynnikow transkrypcyjnych i ich wplyw na etiologi¢ i patogenez¢ chorob

autoimmunologicznych i zapalnych.

Analiza ekspresji miRNA w komodrkach Th17 i Treg pozwolita nam zaobserwowac, ze
ekspresja miR-26 jest znacznie wyzsza wsrdd pacjentdéw niz w grupie osob zdrowych. miR-24
1 miR-31 wykazatly znaczaca zmiang ekspresji mi¢dzy komérkami Th17 i Treg w grupie HC.
miR-146a w komorkach Treg byt znaczaco wigkszy niz w komorkach Th17 u chorych na RZS,
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jak 1 na OA co znajduje potwierdzenie w pracy Taganova i innych [122]. Dowiedziono, ze
miR-146a odgrywa znaczaca rolg w roznych aspektach immunopatogenezy. Badania wykonane
w tej pracy pozwalajg zidentyfikowa¢ miR-146a jako czynnik przeciwzapalny. Ekspresja
miR-155 w komorkach Th17 byla zwigkszona w grupie HC w pordwnaniu do RZS, oraz
wieksza w komodrkach Treg niz Th17 w grupach RZS i OA. W limfocytach Treg w grupie RZS
z DAS-28> 5.1 zaobserwowano zwigkszony poziom SOCSI, ktory ulega transkrypcji pod
wplywem miR-155. Czynnik ten powigzany jest z niekorzystnym wptywem na regulowanie
procesoOw zapalnych. miR-146a 1 miR-155 dzialaja na zasadzie obustronnego miecza, ze
wzgledu na swoja pozytywna rol¢ w reakcjach zapalnych oraz podczas aktywnosci choroby
oraz negatywng rol¢ w niszczeniu stawow. Oba miRNA prawdopodobnie mozna uznaé za
wazne czynniki do wczesnego wykrywania RZS. Dodatkowo w badaniu wykazano, ze miR-26
posiada potencjal by zosta¢ wykorzystany jako biomarker procesu zapalnego dzieki
zmniejszonej ekspresji w komodrkach Treg w RZS w porownaniu do HC [127, 128, 129].
Poréwnanie otrzymanych wynikéw w tej pracy z innymi chorobami autoimmunologicznymi
umozliwitoby na lepsze zrozumienie roli jakg odgrywa miRNA w rdéznicowaniu

limfocytow T 1 odpowiedzi immunologicznej.

Bae i inni w swojej pracy zaobserwowali, ze poziom wolno krazacego miR-146a jest
istotnie wyzszy u pacjentow RZS niz u oséb zdrowych, co potwierdza wyniki uzyskane
w prezentowanej pracy. Na podstawie obserwacji wlasnych, jak i weze$niejszych badan mozna
stwierdzi¢, ze miR-146a w procesach prozapalnych RZS jest kluczowym czynnikiem na ktory
nalezy zwraca¢ uwage i mozna wykorzysta¢ go podczas diagnostyki do wykrywania RZS
[130]. W przysztosci warto sprawdzi¢ jak wygladajg korelacje miRNA nie tylko w komodrkach,

ale w surowicy czy w plynie stawowym u pacjentow.

Wyniki analizy ekspresji miRNA w poréwnaniu z parametrami klinicznymi pozwolily na
wykazanie powigzania mi¢dzy wskaznikiem aktywnosci choroby, a ekspresja miRNA. Pacjenci
z DAS-28< 5.1 charakteryzowali si¢ wyzszym poziomem ekspresji miR-31 w komadrkach Th17
oraz wyzszg ekspresja miR-24 w komoérkach Treg. U pacjentow tych zaobserwowano réwniez
podwyzszony poziom ekspresji miR-155 1 miR-146a. Wyniki tej pracy potwierdzaja badania
przeprowadzone przez Li i1 innych [130], ktorzy wykazali, ze poziom ekspresji miR-155 jest
dodatnio skorelowany z aktywnos$cia choroby. Natomiast, Abou-Zeid i inni zaobserwowali
dodatnig korelacje pomigedzy miR-146a, a aktywnoscia choroby u 0s6b chorych na RZS [131].
miR-31 miat nizszg ekspresj¢ u pacjentoéw z dodatnim wynikiem anty-CCP, inne miRNA nie

miaty istotnej r6znicy w ekspresji miedzy poziomem anty-CCP. Wyniki tego badania wskazuja,
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ze miR-31 moze zosta¢ wykorzystany do wykrywania RZS we wczesnym stadium choroby,
natomiast zwigkszona ekspresja miR-21, miR-146a 1 miR-155 swiadczy o rozwinigtym stadium

choroby i moze pomoc lepiej dopasowac terapi¢ dla pacjentow.

Wyniki analizy ROC - AUC pozwalaja oszacowa¢ wartosci biomarkerowa badanych
miRNA w celu rozrdznienia pacjentéw RZS od OA. Wyniki miR-26 1 miR-155 pozwalajg
rozrdzni¢ grupe RZS od HC, szczegodlnie kombinacja miR-155 z miR-26 w komorkach Th17
wykazata wysoki potencjat diagnostyczny. Wyniki tej analizy znajduja potwierdzenie
w pracach innych naukowcow i pozwalaja wykaza¢, ze oba miRNA posiadaja dobry potencjat
diagnostyczny by zosta¢ wykorzystane w przysztosci do wczesnego wykrywania chorob
autoimmunologicznych, chociazby RZS. Nadekspresja miR-26 w komoérkach PBMC oraz
w surowicy w RZS zostala wcze$niej udokumentowana przez innych badaczy, podczas
réznicowania si¢ IL-17 i1 produkcji komérek T CD4+ ktore sa kluczowe w patologii RZS,
poniewaz nast¢puje zwickszenie ekspresji miR-26a [73, 124, 132]. Natomiast nizsza ekspresja
miR-155 powoduje zmniejszenie produkcji limfocytow Treg, oraz obnizenie poziomu
sygnalizacji receptora IL-2R i fosforylacj¢ STATS, co przektada si¢ na niewystarczajaca
supresje SOCS1 [133]. W pracy Yao i inni udowodnili, ze proces fosforylacji genéw STAT3
1 STATS jest dodatnio skorelowany z wyzszymi poziomami ekspresji miR-155. miR-155
blokuje fosforylacje obu STAT przez nie wystarczajacag supresje¢ SOCS1 [134]. Singh 1 inni
w wlasnej analizie AUC ocenili miR-155 jako potencjalny biomarker w odpowiedzi na MTX

u pacjentéw RZS [135].

Glownym ograniczeniem badania byl brak sortowania komorek natychmiast po
przeprowadzeniu izolacji z krwi, izolacja odbywala si¢ po nocnej hodowli. Nalezy wziaé¢ pod
uwage, ze umierajagce komorki podczas nocnej hodowli wydzielaja rozne substancje, ktore
moga wplywac¢ na aktywacje innych komorek, co moglto wplyna¢ na wyniki jakie otrzymalismy
w badaniu. Zywotno$¢ komoérek w doswiadczeniu wynosita powyzej 95%, ale mimo to nie
mozna wykluczy¢ wplywu martwych komorek na uzyskane wyniki w doswiadczeniu.
Z powodu sposobu bramkowania nie mozna wykluczy¢ zanieczyszczenia matymi komoérkami
Th17 populacji komorek Treg. Kolejnym ograniczeniem byly terapie immunosupresyjne
pacjentow RZS, pacjenci stosowali wysokie dawki lekow w tych terapiach o dziataniu silnie
immunomodulujacym, tagodzacym stany zapalne i wptywajace na ekspresj¢ genéw, co mogto
prowadzi¢ do braku korelacji migdzy badanymi genami, a aktywnoscia RZS. W badaniu
z miRNA glownym ograniczeniem byta wielko§¢ badanych grup. By lepiej zrozumie¢ miRNA

konieczne sg dalsze badania w celu doktadniejszego wyjasnienia wptywu miRNA na czynniki
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transkrypcyjne, a takze na komorki Th17 1 Treg w patogenezie RZS. Dodatkowe badania moga
zidentyfikowa¢ 1 opisa¢ $ciezki sygnatlowe miRNA, oraz ich cele i interakcje miedzy

komorkami Th17 1 Treg w procesach zapalnych.
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STRESZCZENIE

Wstep: Reumatoidalne  zapalenie  stawow  jest przewlekla choroba  zapalng
1 autoimmunologiczng. RZS charakteryzuje si¢ hiperplazjg, stanami zapalnymi btony
maziowej, deformacja chrzastki i ko$ci oraz produkcja ACPA i RF. W stawie zapalnym blona
maziowa jest infiltrowana przez komorki T CD4+, komorki B oraz makrofagi, posredniczy
w tym szereg cytokin, chemokin i MMP. Za inicjacja odpowiedzi immunologicznej
odpowiadajg komorki Th, a komoérki Treg sg odpowiedzialne za jej regulacj¢. Th17 aktywuje
stan zapalny, indukuje RANKL i aktywuje osteoklasty, natomiast Treg petnig funkcje supresora
autoreaktywnych limfocytow. miRNA s3 waznym czynnikiem w odpowiedzi
immunologicznej, sa to jednoniciowe, niekodujace RNA, sktadajace si¢ z 20-22 nukleotydow.
Odpowiedzialne sg za kierowanie ekspresja genow po transkrypcji, reguluja odpornos¢
wrodzong oraz nabyta. Zmiany w miRNA doprowadzaja do tworzenia nadmiaru
autoprzeciwcial oraz sekrecji cytokin zapalnych co prowadzi do zaburzenia réwnowagi
w uktadzie odporno$ciowym, przez co koreluja z réznymi chorobami autoimmunologicznymi
jak RZS.

Materialy i metody: Do badania zrekrutowano tacznie 45 pacjentow z RZS, 27 pacjentow
z OA oraz 46 oso6b zdrowych. Detekcja komorek Th17 1 Treg wykonano za pomoca cytometrii
przepltywowej. Poziom ekspresji czynnikow transkrypcyjnych, miRNA z krwi peinej oraz
komorek Th17 i Treg okreslono za pomocg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (qRT-PCR). Poziom cytokin zwigzanych z Th17 i Treg mierzono za pomoca
testu opartego na metodzie ELISA.

Wyniki: Odsetek komoérek Treg u pacjentow z RZS byt nizszy niz u pacjentow z OA 1 HC,
natomiast Th17 byt wyzszy w RZS 1 OA niz w HC. STAT5 wykazywal wyzsza ekspresje
u pacjentow z RZS w porownaniu do HC. W komorkach Th17 nie wykryto ekspresji STATS
1 HELIOS. Zaobserwowano pozytywna korelacj¢ pomiedzy SMAD3 i STAT3 u chorych na RZS,
oraz negatywng pomiedzy HIF-14 1 SMAD2 w komoérkach Treg u RZS z wynikiem DAS-28.
Ekspresja w surowicy IL-17 i IL-21 byla wyzsza u pacjentow z RZS niz z OA, oraz IL-2
1 IFN-y byta wyzsza u chorych na RZS 1 OA niz w HC. Kombinacja HIF-14, SMAD3 1 STAT3
ma potencjat diagnostyczny do odrdéznienia RZS od HC, natomiast kombinacja SMAD?2,
SMAD3, SMAD4 1 STAT3 do odrdéznienia RZS od OA. Wykazano pozytywna korelacje
ekspresji w komorkach Treg u chorych na RZS miedzy miR-26 1 SOCSI, miR-31 i SMAD3,
miR-155 i SMAD3, SMAD4, oraz w komorkach Th17 migedzy miR-26 i SMAD3, STATS3,
SOCSI, miR-155 1 STAT3, oraz negatywna korelacje pomi¢dzy mig¢dzy miR-26, miR-126
1 STAT5A w komoérkach Treg w RZS. Zaobserwowano wyzszg ekspresje miR-31 w Thl17
u pacjentéw z RZS od niskim DAS-28 oraz wyzszy poziom ekspresji miR-24 w komorkach
Treg dla pacjentow o wysokim DAS-28. Wykazano réwniez, ze poziom ekspresji miR-146a
w komorkach Treg jest wyzszy u pacjentow z wysokim RF, oraz pacjenci z anty-CCP
z dodatnim wynikiem majg niski poziom ekspresji miR-31 w komoérkach Treg niz z pacjenci
z anty-CCP z ujemnym wynikiem.

Whioski: SMAD3 1 STAT3 maja najwigkszy potencjat do bycia biomarkerami diagnostycznymi
RZS z badanych czynnikow transkrypcyjnych wykorzystanych w badaniu. Dodatkowo SMAD?2
ma mozliwo$¢ bycia wykorzystanym w przysztosci do wczesnego wykrywania RZS.
Z badanych miRNA najwickszy potencjal do bycia biomarkerami diagnostycznymi RZS
posiadaja miR-26 i miR-155.
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SUMMARY

Background: Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory and autoimmune disease. RA is
characterized by hyperplasia, inflammation of synovium, deformation of cartilage and bone and
production of ACPA and RF. In the inflammatory join, synovium is infiltrated by T CD4+ cells,
B cells, and macrophages, including a number of cytokines, chemokines and MMPs. Th cells
are responsible for initiation of the immune response, Treg cells are responsible for its
regulation. Th17 cells activates inflammation, induces RANKL and activates osteoclasts, while
Treg cells perform the function of autoreactive lymphocyte suppressor. miRNA is an important
factor in immune response, they are single-stranded, noncoding RNAs, consisting of 20-22
nucleotides. They are responsible for managing the expression of genes after transcription,
regulating innate and acquired immunity. Changes in miRNA lead to the creation of excess
autoantibodies and inflammatory cytokines, which leads to an imbalance in the immune system,
which correlates with various autoimmune diseases like RA.

Materials and methods: 45 patients with RA, 27 patients with OA and 46 healthy people were
recruited for the study. The detection of the Th17 and Treg cells was performed using flow
cytometry. The level of expression of transcription factors, full blood, and Th17 and Treg cells
were determined by the quantitative polymerase chain reaction in real time (QRT-PCR). The
level of cytokines associated with Th17 and Treg was measured using a test based on the ELISA
method.

Results: The percentage of Treg cells in RA patients was lower than in patients with OA and
HC, while Th17 was higher in RA and OA than in HC. STAT5 showed higher expression in
patients with RA compared to HC. STATS5 and HELIOS were not detected in Th17 cells.
A positive correlation was observed between SMAD3 and STAT3 in RA patients, and a negative
one between HIF-14 and SMAD?2 in Treg cells in RA patients with the results of DAS-28. The
IL-17 and IL-21 in serum expression was higher in patients with RA than OA, as well as /L-2
and /F'N-y was higher in patients with RA and OA than in HC. The HIF-14, SMAD3, and STAT3
combination has a diagnostic potential to distinguish RA from HC, while the combination of
SMAD2, SMAD3, SMAD4 and STAT3 to distinguish RA from OA. A positive correlation of
expression in Treg cells has been demonstrated in patients RA between miR-26 and SOCS],
miR-31 and SMAD3, miR-155 and SMAD3, STAT3, SOCSI, miR-155 and STAT3, and
a negative correlation between miR-26, miR-126 and STAT54 in Treg cells in RA. Higher
miR-31 expression in Th17 cells was observed in patients with low DAS-28 and a higher level
of miR-24 expression in Treg cells for high DAS-28 score. It has also been shown that the level
of miR-146a expression in Treg cells is higher in patients with high RF, and patients with
positive anti-CCP have a low level of miR-31 expression in Treg cells than with a negative
anti-CCP result.

Conclusions: SMAD3 and STAT3 have the greatest potential to be the RA diagnostic
biomarkers from the examined transcription factors used in the study. In addition, SMAD?2 has
the opportunity to be used in the future for early detection of RA. From surveyed miRNA the
greatest potential for being diagnostic biomarkers have miR-26 and miR-155.
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