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Izvlecek

Izhodisca

Zakljucki

Kljuc¢ne besede

Auvtoimunske in kronicne vnetne bolezni se Se vedno pogosto zdravijo le z nespecificno
imunosupresijo, ki ne prinasa ozdravitve.

Spoznanje, da so citokini TNF in IFN-alfa bistveni v patogenezi bolezni, kot sta revmatoid-
ni artritis in sistemski lupus eritematozus, pomeni napredek v razumevanju avtoimun-
skih bolezni. Znotrajcelicne signaine poti, ki se aktivirajo kot odgovor na te klinicno po-
membne citokine, prenasajo signale s kinazno fosforilacijo proteinov in so bistvene za
delovanje celic imunskega sistema. Malo je znanega o spremembah teh signalnih poti pri
avtoimunskih boleznih.

Nedauvne klinicne raziskave so pokazale, da se spoznanja iz Zivalskih modelov ne morejo
neposredno prenesti na cloveka. Za spremlijanje aktivnosti bolezni in napoved odziva na
novejse zdravljenje je potrebno razviti nova orodja za spremljanje humanega imunskega
odziva. Obetajoce orodje v prihodnosti so novo odkriti biomarkeryji. Se ve¢ si obetamo od
pristopouv, ki temeljijo na spremijanju signalnih poti na celicni ravni.

Razuviti so bili biokemicni analizni sistemi, ki temeljijo na pretocni citometriji in omogoca-
Jo profiliranje kinaz in fosfoproteinov na ravni posameznih celic. To bo omogocilo Studije
signalnih poti pri avtoimunskih in kronicnih vnetnih boleznih, saj so analizni sistemi
prilagojeni prav celicam imunskega sistema, npr. v periferni krvi. Prvi rezultati kazejo
znacilne fosfo-signature citokinov (interferonov) v imunskih celicah bolnikouv s SLE.
Moznost spremljanja signalnih poti na celicni ravni lahko prinese razvoj novih diagno-
sticnih moznosti, predvsem za spremljanje aktivnosti bolezni in vodenja zdravljenja. Re-
zultati Studij pa lahko nakazejo tudi nove tarce, bolj specificnega in manj toksicnega,
zdravljenja z inhibitorji kinaz.

SLE; pretocna citometrija, citokinske signalne poti; IFN-alfa

Abstract

Background

Almost all current therapeutic concepts in many autoimmune and chronic inflammatory
diseases are based on the systemic suppression of immune functions and are not curative.
Identification of cytokines TNF and IFN-alpha as major factors in the pathogenesis of
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diseases such as rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus (SLE) represent a
substantial improvement in understanding of autoimmune diseases. Intracellular signal-
ling pathways that are activated in response to those clinically relevant cytokines, mediate
signals through kinase phosphorylation of proteins and are at the core of immune cell

JSunction. However, little is known about their changes in autoimmune disease states. Re-

cent trials emphasized the importance of directly assessing the human immune responses,
and that not all of what we learn for example in the mouse can be directly translated to
humans. Thus, there is a need for the development of tools and assays to directly assess the
human immune system, and to predict its responses to novel therapeutic entities. Newly
discovered biomarkers represent promising tools. Even more promising are approaches,
that are based on monitoring immune signaling on the single cell level.

Conclusions A series of assay systems for flow cytometric-based biochemical analysis at the single-cell
level for kinase and phosphoprotein profiling have been developed. This will give us oppor-
tunity to study signal pathways also in autoimmune and chronic inflammatory diseases,
as the analysing systems are adapted to immunocytes for example in peripheral blood.
First results show characteristic phospho-signature of cytokines (interferons) in immune
cells from SLE patients.

Monitoring signaling pathways on the single cell level can lead to developments in new
diagnostic tools, especially in monitoring of disease activity. Results can also identify new
targets of more specific and less toxic therapy with kinase inhibitors.

Key words SLE; flow cytometry; cytokine signalling; IFN-alpha
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Uvod ™ e

Kroni¢ne vnetne bolezni so eno glavnih zdravstve- VR1YR2

nih bremen ¢lovestva. Njihovo zdravljenje, posebej

sistemskih vezivno-tkivnih bolezni, pa Se vedno teme- o | i

lji na nespecifi¢ni sistemski imunosupresiji (kortiko- '

steroidi, citostatiki), ki s seboj prinasa stevilne stran- .

ske uc¢inke in resne zaplete. Poleg tega pogosto nima- JAK1

jo zanesljivih kazalcev aktivnosti bolezni, ki bi jih lah- | ko

ko uporabili pri vodenju toksi¢nega zdravljenja.! JAK2 e L

Z razvojem na podrocju 1mgnplog1]§ insspoznanjem, Foins AERRTEREALEH

da so citokini, kot posredniki med imunskimi celica- ' fosforilaciia na

mi, bistveni v razvoju avtoimunskih bolezni, se je za- znatilnem tirozinskem #

¢elo novo obdobje v zdravljenju teh bolezni. Citokin ostanku (Tyr 701)

TNF-alfa je bistven dejavnik v patogenezi revmato- STAT1a dimer

idnega artritisa. Nedavna uvedba blokatorjev-TNF STAT1al

alfa (protiteles in receptorjev) v zdravljenje je pome- Translokacija v jedro,

nila bolj specifi¢no ciljano zaviranje revmati¢nega vezava fia zaporedie GAS

vnetja.? - .

Za napredek v zdravljenju avtoimunskih bolezni pa GAS 1 | transkripciia

bo, razen blokade izlo¢enih molekul, potrebno bolj-
Se poznavanje mehanizmov delovanja celic, ki ome-
njene mediatorje izlo¢ajo in se na njih odzivajo.
Neravnotezja med regulacijskimi T celicami, Th1, Th2
in Th17 odgovorom, povezana z B-celi¢nimi nepra-
vilnostmi, najdemo v etiologiji vecine avtoimunskih
bolezni’~> Vzrok disfunkcij teh imunskih celic pa lezi
v celi¢nih signalnih sistemih, ki so osnova za njihovo
delovanje.

V zadnjih dveh desetletjih so raziskave na tem pod-
rocju nakazale pomembnost Stevilnih znotrajceli¢nih
signalnih poti, ki vodijo od povrsinskih receptorjev
do genskega uravnavanja.® Vecina teh poti posreduje
signale preko fosforilacije in defosforilacije proteinov
z encimi-kinazami oz. fosfatazami.

Med stevilnimi signalnimi potmi, pomembnimi za
imunsko delovanje, so poti Jak-Stat bistvene v cito-

DNA

SL. 1. Model prenosa znotrajcelicnega signala po sti-
mulaciji IFN-gama (prirejeno po Darnell et al., 1994,
Kotenko et al., 1995). Simboli in okrajsave pomenijo:
YR1 - IFN-y receptor-ekstracelularna domena, yR2 —
IFN-yreceptor-transmembranska domena, JAK1 - Ja-
nus Kinaza 1, JAK2 - Janus Kinaza 2, STAT1 o - Sig-
nal Transducer and Activator of Trancription.

Figure 1. A model of signal transduction cascade af-
ter IFN-gamma stimulation (modified from Darnell
etal,, 1994; Kotenko et al.,1995). Symbols and abbre-
viations represent: yR1 — IFN-g receptor extracellular
domain, YR2 - IFN-yreceptor transmembrane doma-
in, JAK1 - Janus Kinase 1, JAK2 - Janus Kinase 2,
STAT1a - Signal Transducer and Activator of Tran-
cription.
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kinskem delovanju. Primer signalne poti Jak-Stat je
vezava interferona gama (IFN-gama) na njegov recep-
tor, kar sprozi dimerizacijo receptorja, aktiviranje na
receptor vezanih kinaz Jak1 in Jak2 in posledi¢no fos-
forilacijo proteina Statl na znacilnem tirozinskem (tyr
701) ostanku (SL. 1).

Proteini STAT so hkrati signalne molekule in trans-
kripcijski faktorji. Po fosforilaciji proteini Stat1 dime-
rizirajo, sledi prenos-translokacija v jedro, kjer se z
vezavo na ustrezno mesto (gama interferon activa-
tion site - GAS) aktivira prepisovanje - transkripcija
IFN-reguliranih genov, kot je npr. IRF-1(IFN regula-
tory factor-1) (SL. 1).

Pomen neposrednega spremljanja
imunskega odziva pri cloveku

Zivalski modeli, predvsem eksperimenti z genetsko
modificiranimi miskami, so v zadnjih desetletjih pri-
nesli bistven napredek v razumevanju kompleksnih
funkcij imunskega sistema.

Kljub temu pa je se vedno, razen vakcinacij, zelo ma-
lo ciljanih imunoloskih opcij zdravljenja imunsko po-
gojenih bolezni. Izjema so, poleg uporabe omenje-
nih TNF-alfa antagonistov, anti-CD20 monoklonska
protitelsa, ki se uporabljajo pri zdravljenju B-celi¢nih
limfomov in v zadnjem ¢asu tudi nekaterih avtoimun-
skih bolezni.

Nedavne klini¢ne raziskave so jasno pokazale, da se
spoznanja iz misjih modelov ne morejo neposredno
prenesti na ¢loveka in da je pri razvoju novega imu-
noloskega zdravljenja potrebno ocenjevati in sprem-
ljati cloveski imunski odziv.”

Misji modeli pogosto ne zagotavljajo uc¢inkovitosti in
varnosti pri prenosu spoznanj bazi¢nih raziskav v
medicino. To se je najbolj jasno pokazalo pri nedav-
ni tragediji v prvi fazi klini¢nega testiranja t. i. CD28
superagonistov, anti-CD28 monoklonskih protiteles.
Po aplikaciji anti-CD28 protiteles je pri vseh prosto-
voljcih v omenjenem testiranju nastal hiter sistemski
vnetni odgovor, ki je pripeljal do vecorganske odpo-
vedi’

CD28je glavna kostimulacijska molekula, izrazena na
limfocitih T. V sodobnem razumevanju T-celi¢ne ak-
tivacije sta za popolno aktivacijo mirujocih - naivnih
limfocitov T, potrebna vsaj dva znotrajceli¢na signa-
la, ki pripeljeta npr. do proliferacije teh celic in izloc¢a-
nja citokinov. Primarni signal vodi od T-celi¢nega re-
ceptorja (TCR) po prepoznavi antigen/MHC-komple-
ksov na povrsini antigensko predstavitvenih celic. Ta
signal pa sam po sebi ni dovolj za popolno aktivacijo
limfocitov T, dopolniti ga mora sekundarni signal, ki
vodi od t. i. kostimulacijskih molekul, kot je CD28 (SL.
2). Omenjena anti-CD28 protitelesa, ki so usmerjena
proti zunajcelicnemu epitopu na kostimulacijski mo-
lekuli - CD28, pa lahko aktivirajo limfocite T tudi brez
zasedenosti TCR/CD3-kompleksa. Tako so jih poime-
novali mitogena protitelesa CD28 ali superagonisti
CD28. Predhodne raziskave na misih in tudi podga-
nah so kazale celo na to, da omenjeni superagonisti
CD28 povzrocdijo proliferacijo in ekspanzijo predvsem
t. i. regulacijskih limfocitov T. Slednji so po zadnjih

spoznanjih bistveni v uravnavanju, namre¢ zaviranju
avtoimunosti. Rezultati raziskav na glodalcih so tako
nakazovali tudi moznost, da je superagoniste CD28
mozno uporabiti tudi pri zdravljenju avtoimunskih bo-
lezni, kot je eksperimentalni avtoimuni encefalomi-
elitis in adjuvantni artritis.®

T-am bl | smamphar TTEFR
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Sl. 2. Shema T-celicne aktivacije: za popolno aktivaci-
Jjo sta potrebna vsaj 2 signala: preko T-celicnega re-
ceptorja (TCR) in kostimulacijske molekule (CD28).

Figure 2. T cell activation: at least 2 signals are
needed to fully activate T cells: through T cell receptor
(TCR) and costimulation molecules (CD28).

Priljudeh v omenjeni raziskavi pa je aplikacija super-
agonista CD28 pripeljala do izrazitega sistemskega
vnetnega odgovora s tvorbo provnetnih citokinov v
t. i. citokinskem viharju (cytokine storm). Sele kasnej-
Se in vitro raziskave na ¢loveskih limfocitih T so po-
kazale, da so znotrajceli¢ne signalne poti, ki se aktivi-
rajo po vezavi superagonista CD28 bistveno drugac-
ne kot pri misih ali podganah. Se ve¢, bistvene razlike
so tudiv odzivih ¢loveskih in limfocitov T primatov, v
¢loveku najbolj sorodnih modelih imunskega siste-
ma.’

Za spremljanje aktivnosti imunsko pogojenih bole-
zni, kot tudi za napoved odziva na novejse zdravlje-
nje, je potrebno razviti nova orodja in teste pri oceni
in spremljanju humanega imunskega odziva. Novo od-
kriti biooznacevalci lahko predstavljajo obetajoce
orodje v prihodnosti.

Biooznacevalci

Biooznacevalce lahko definiramo kot celi¢ne, bioke-
mic¢ne, molekularne ali genetske dejavnike, s kateri-
milahko normalne ali patoloske bioloske procese pre-
poznavamo in/ali spremljamo in imajo diagnosti¢no
ali prognosti¢no vrednost. Ceprav se izraz zgodovin-
sko nanasa na analite v bioloskih vzorcih (raziskave
so Se vedno osredotocene na najbolj dostopne vzor-
ce, kot so kri, slina, urin), lahko vsako meritev, ki ko-
relira z bolezenskim stanjem osebe ali odgovorom na
zdravljenje, imenujemo biooznacevalec. Biooznace-
valci so se razvili od enostavnih, posameznih labora-
torijskih parametrov, v multioznacevalske genomske/
proteomske profile. Postgenomsko obdobje oznacu-
je porast hitrih tehnologij, kot so genski in proteinski
¢ipi. Danes je vedji problem od identifikacije Stevil-
nih novih biooznacevalcev opredelitev njihovega pra-
vega bioloskega pomena.
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Sistemski lupus eritematozus (SLE)

Sistemski lupus eritematozus (SLE) je prototip sistem-
ske avtoimunske bolezni, pri kateri odlaganje imun-
skih kompleksov pripelje do vnetja in okvare Stevil-
nih razli¢nih tkiv in organov. Oznacuje ga izguba
B-celi¢ne tolerance in tvorba protiteles proti razlic-
nim jedrnim komponentam (histoni, nukleosomi,
dsDNK).> Za bolezen so znacilne Stevilne spremem-
be v imunskem sistemu, v patogenezi bolezni pa so
pomembni vplivi okolja in genetski dejavniki.
Zaradi pomanjkanja specifi¢nega zdravljenja za SLE
si revmatologi zelijo biooznacevalce, ki bi korelirali z
aktivnostjo bolezni in bi jih bilo mozno uporabiti pri
vodenju zdravljenja.

Bolniki pa bodo v prihodnosti od svojih zdravnikov
morda Zeleli interpretacijo izvidov genetskih bioozna-
¢evalcev, s pomocjo katerih bi lahko ocenili tveganje
za razvoj SLE pri njihovih potomcih.

Genetski biooznacevalci pri SLE:
nagnjenost k bolezni

Ceprav razli¢ne mutacije posameznih genov lahko pri-
peljejo do lupusu podobnih fenotipov pri eksperi-
mentalnih zivalskih modelih, je humani SLE poligen-
ska bolezen.

Z zakljuckom projekta ¢loveskega genoma je znano
zaporedje nukleotidov v ¢loveskem genomu. Nedav-
ni tehnoloski napredek pa je prinesel Se moznost hi-
tre analize milijonov razli¢ic - polimorfizmov posa-
meznih nukleotidov (single-nucleotide polymorfism-
SNP) v genomu med posamezniki. Uporaba teh teh-
nologij omogoca odkritje vedno vecjega Stevila ge-
netskih variant, povezanih z nagnjenostjo k avtoimun-
skim boleznim. Nedavno so bile zaklju¢ene tudi aso-
ciacijske Studije celotnega genoma (genomewide as-
sociation studies) pri bolnikih s SLE.'* ' V teh medna-
rodnih projektih so milijone genetskih polimorfizmov
testirali pri tiso¢ih bolnikov s SLE in Se vec¢ zdravih
preiskovancih. Rezultati teh studij kazejo na vplete-
nost Stevilnih komponent imunskega sistema v pato-
genezo SLE (Razpr. 1).

Razpr. 1. Nove in potrjene genetske variante, poveza-
ne s pomembnim tveganjem za razvoj SLE v dveh aso-
ciacijskih Studijah celotnega genoma.

Table 1. New and confirmed genetic variants confer-
ring a significant risk of SLE in two genomewide asso-
ciation studies.

Gen Opisana funkcija
IRF5

Celi¢na lokacija

Produkcija interferona alfa (IFN-alfa) (plazmacitoidne)

dendriti¢ne celice
KIAA1542 Povezava z IRF7 - produkcija IFN-alfa (plazmacitoidne)
dendriti¢ne celice

STAT4 Signalna pot v odgovoru na citokine T in NK celice
Aktivacija odgovora na IFN-alfa makrofagi

PTPN22 Inhibicija limfocitne aktivacije T limfociti

BLK Aktivacija - signalna pot v celici B limfociti

FCGR2A  Odstranjevanje imunskih kompleksov makrofagi

ITGAM  Adhezija levkocitov na endotel (nevtrofilni)
levkociti

HLA Prezentacija antigena antigensko
predstavitvene celice

PXK Neznan ucinek serin-treonin kinaze

Kazejo tudi na veliko variabilnost v genih, ki kodirajo
mediatorje naravne in antigensko specifi¢ne imuno-
sti, vklju¢no s komponentami signalnih poti, ki urav-
navajo limfocitno aktivacijo. Sele kombinacija neugo-
dnih razlic¢ic - polimorfizmov v teh poteh v razli¢nih
celicah imunskega sistema lahko pripelje do bolezni,
kot je SLE.

Uc¢inek omenjenih polimorfizmov v fenotipu bolezni
je v primerjavi z genetskimi uc¢inki pri monogenskih
boleznih, ki se dedujejo po Mendlovih zakonih, mini-
malen.

Kljub temu paje v porastu stevilo podjetij, ki tudi pre-
ko spleta ponujajo vpogled v vas genom in Stevilne
variante, ki so bile v dosedanjih raziskavah povezane
z nagnjenostjo k boleznim. Na osnovi takSnega vpo-
gleda pa vam v “izvidu” podajo tudi podatek, koliko-
krat bolj ste od povprec¢nega ¢loveka nagnjeni k do-
lo¢enim avtoimunskim boleznim. Z interpretacijo po-
dobnih “izvidov” se bodo verjetno v prihodnosti so-
ocili tudi zdravniki.

Iskanje genetskih asociacij je seveda potrebno razu-
meti kot prvi korak v opredeljevanju zapletenih mo-
lekularnih poti, ki prispevajo k bolezni. Asociacijske
Studije celotnega genoma pri bolnikih s SLE kazejo
na pomen T- in B-limfocitnih signalnih poti in poti, ki
uravnavajo produkcijo in odziv na citokine (predvsem
interferon alfa), v patogenezi bolezni (Razpr. 1). Sele
razumevanje teh (signalnih) poti na proteinski in ce-
li¢ni ravni lahko pripelje do novejsega zdravljenja in
uporabne diagnostike za vse bolnike s SLE.

Opredeljevanje mehanizmov
bolezni - patogenih signalnih poti
v celicah

Znotrajceli¢ne signalne poti so osnova vsakega celic-
nega procesa, od proliferacije, distribucije v celi¢cnem
ciklu do programirane celi¢ne smrti - apoptoze. Zno-
trajceli¢ni signali se prenasajo v kompleksnem pro-
cesu proteinsko-proteinskih interakcij, posttranslacij-
skih modifikacij (npr. acetilacije in fosforilacije) in pro-
teinskih translokacij. Fosforilacijo proteinov, ki jo ka-
talizirajo encimi - kinaze in zavirajo fosfataze, najde-
mo v vecini signalnih poti. Proteinske kinaze tako so-
delujejo pri prenosu in procesiranju signalov - infor-
macij o dogodkih v notranjosti celice (npr. poskodba
DNK) ali dejavnikih iz okolja (npr. interakcije z drugi-
mi celicami, citokini ali rastni faktorji). Kinaze igrajo
tako bistveno vlogo pri Stevilnih celi¢nih in fiziolo-
8kih procesih: v metabolizmu, proliferaciji in diferen-
ciaciji celic, homeostazi, komunikaciji med celicami
in s tem v delovanju imunskega sistema.. Kinaze lah-
ko zato predstavljajo odli¢no izhodis¢no toc¢ko v iska-
nju novih biooznacevalcev in profilov oz. signatur
bolezni, ki hkrati daje vpogled v bioloske mehanizme
bolezni.

Pomen fosfosignalnih poti pri
boleznih

Zaradi pomembne vloge kinaz v normalni fiziologiji
najdemo aberantno kinazno aktivnost v patogenezi
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stevilnih bolezni. Vec¢ina bolezni, kot so malignomi,
nevroloske in imunsko pogojene bolezni, je poveza-
na s kinazno disfunkcijo.!>!® Aktivnost kinaze pri bo-
leznih je lahko zmanjsana ali povec¢ana. Pomanjkanje
tirozinske kinaze JAK3 povzroca npr. imunsko po-
manjkljivost - SCID (severe combined immunodefi-
ciency), povecano konstitutivno kinazno aktivnost fu-
zijskega produkta Ber-Abl pa najdemo v patogenezi
kroni¢ne mieloi¢ne levkemije - KML.'®

Skladno z udelezbo kinaz v patogenezi stevilnih bo-
lezni je tudi zanimanje za razvoj in terapevtsko apli-
kacijo farmakoloskih aktivatorjev in inhibitorjev ki-
naz. Stevilni kinazni inhibitorji se razvijajo in tudi ze
klini¢no uporabljajo. Kinaze so tako postale druga naj-
vedja skupina farmacevtskih tar¢. Morda najbolj
znan primer taréne terapije kinaz je imatinib mesilat
(Gleevec), ki specifi¢no deluje na omenjeni protein
bcr-abl, ki nastane z znacilno translokacijo pri vecini
bolnikov s KML. Gleevec, ki ga je FDA odobrila za kli-
ni¢no uporabo leta 2001, je prvi primer uspesne tarc¢-
ne terapije kinaze in osnova za razvoj novega ciljane-
ga molekularnega zdravljenja.'®

Raziskave kinaznih signalnih poti in njihovih spre-
memb, povezanih z dolo¢enimiboleznimi tako ne pri-
peljejo le do novih biooznacevalcev patogeneze, na-
predovanja bolezni in odpornosti na zdravljenje. Da-
jejo vpogled v bistvene mehanizme bolezni in lahko
nakazejo nove tarce bolj u¢inkovitega in manj toksic-
nega zdravljenja.

Primeri kinazne signalne
disfunkcije pri avtoimunskih
boleznih

Avtoimunske bolezni, kot sta revmatoidni artritis (RA)
in sistemski lupus eritematozus (SLE), oznacujejo iz-
razite spremembe ravnotezja Thl in Th2, ¢ezmerna
tvorba avtoprotiteles, deregulacija tvorbe citokinov
in neustrezna odzivnost T-in B-limfocitov v splosnem.
Znotrajceli¢ne signalne poti pa doloc¢ajo tudi T- in B-
celi¢no funkcijo.

Vecina udeleZenih signalnih poti uporablja fosfopro-
teine kot signalne mediatorje. Tako lahko pric¢akuje-
mo, da bodo ravnotezja fosfoproteinov porusena v
B- in T- limfocitih med napredovanjem bolezni.. Pri-
meri kinaznih sprememb v limfocitih B med avtoimu-
no progresijo vkljucujejo nenormalne signalne poti
iz B-celi¢nega receptorja (BcR) preko kinaze Lyn in
tirozinske fosfataze CD45.* Pri SLE je v T-celicah ek-
spresija zeta verige T-celiCnega receptorja zmanjsa-
na, vendar povzroci kostimulacija teh celic nenava-
dno povecano globalno fosforilacijo.? Pri 80 % bolni-
kov s SLE so nasli v limfocitih mo¢no zniZzanje pod-
enote RIP proteinske kinaze A.*!

Tako obstajajo Stevilni primeri kinazne modulacije
med avtoimuno disfunkcijo.

Specifi¢ni citokinski profili so prav tako povezani s
patogenimi imunskimi odzivi.?? Taksni citokinski pro-
fili bi imeli Se vec¢jo diagnosti¢no oz. napovedno vre-
dnost, ¢e bi jih lahko korelirali s profili aktiviranja
njihovih tar¢nih kinaz (npr. sistema JAK-STAT) v celi-
cah.

Celi¢ni biooznacevalci pri SLE:
pomen citokinov - interferonov

Preto¢na citometrija omogoca doloc¢anje podvrst lim-
focitov T, B in drugih celic imunskega sistema z imu-
nofenotipizacijo, tj. dolo¢anjem povrsinskih oznace-
valcev celic. Opredelitev podvrst imunskih celic s pre-
to¢no citometrijo je pomembna za razumevanje av-
toimunskih bolezni in za razvoj njihove diagnostike.
Mozno je slediti populacijam celic, ki so bistvene v
patogenezi bolezni. Taki celi¢ni parametri so pogo-
sto boljsi kazalci aktivnosti bolezni kot obstojeci kli-
ni¢ni in laboratorijski kazalci. Skupaj z novimi para-
metri humoralne imunosti, npr. profili avtoprotiteles
in citokinov, jih uvrs¢ajo med najbolj obetavne bio-
oznacevalce aktivnosti bolezni.!

Bolniki s SLE imajo pogosto limfopenijo, ki zajema
tako T- kot B-celi¢ni kompartment. Posebej izrazite
so spremembe v B-celi¢ni homeostazi. Zmanjsana je
frekvenca in absolutno stevilo tako naivnih kot spo-
minskih limfocitov B v periferni krvi. Nasprotno paje
mocno zvisana frekvenca neobicajnih subpopulacij
limfocitov B, ki jih pri zdravih preiskovancih praktic-
no ne najdemo.?* %4 Pri SLE npr. v obdobjih aktivne
bolezni naraste Stevilo t. i plazmablastov, opredelje-
nih s povrsinskimi oznacevalci kot celice CD19+CD20-
CD27++CD38++. Plazmablasti so predhodniki plaz-
matk, ki tvorijo avtoprotitelesa pri SLE. V remisiji bo-
lezni se stevilo plazmablastov v periferni krvi norma-
lizira. Kot Ze omenjeno so taksni celi¢ni parametri po-
gosto boljsi kazalci aktivnosti bolezni kot obstojeci
laboratorijski in klini¢ni kazalci.t

Spremembe v T-celi¢ni vrsti so prav tako za dolocene
avtoimune bolezni znacilne in korelirajo z aktivnost-
jo bolezni. SLE oznacuje zvisano Stevilo CD8 limfoci-
tov T z efektorskim fenotipom.?

Med najbolj obetavne biooznacevalce aktivnosti SLE
se uvrsca tudi dolocanje citokinov, posebej interfero-
na alfa (IFN-alfa).!

Na povezavo med interferonom alfa in humanim SLE
so najprej kazala klini¢na opazanja: razvoj SLE med
zdravljenjem z IFN-alfa in ugotovitev zvisanih serum-
skih vrednosti IFN-ov tipa 1 pri mnogih bolnikih s
SLE.?® Na neposredno vpletenost IFN-alfa v patoge-
nezo SLE kaze raziskava Blanca s sod.,*” ki je pokaza-
la, da serum SLE pospesi diferenciacijo monocitov
v dendriti¢ne celice (DC) na nacin, odvisen od
IFN-alfa. Nezrele dendriti¢ne celice (DC), ki nosijo last-
ne antigene, so bistvene za vzdrzevanje periferne to-
lerance, saj lastne antigene prezentirajo celicam T brez
ustrezne kostimulacije, kar pripelje do T-celi¢ne aner-
gije/deplecije. IFN-alfa bi bil lahko odgovoren za ne-
nadzorovano aktivacijo takih DC, ki nosijo lastne-an-
tigene apoptoti¢nih celic in posledi¢no za izgubo to-
lerance pribolnikih z dedno nagnjenostjo k avtoimu-
nosti.. Dendriti¢ne celice, ki v glavnem tvorijo interfe-
ron alfa, imenujemo plazmacitoidne dendriti¢ne celi-
ce (pDC/IPC). Slednje morda aktivirajo imunski kom-
pleksi, ki vsebujejo protitelesa anti-DNK in DNK iz
apoptotic¢nih celic.?® Tako se lahko vzpostavi zacaran
krog produkcije IFN-alfa in njenih posledic pri SLE. S
povecanim nastajanjem interferona se lahko pojasni
tudi poslabsanja bolezni ob (predvsem virusnih) in-
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fekcijah. Analize ekspresije genov v krvnih mononu-
klearnih celicah so pokazale, da je pri veliki vecini bol-

nikov s SLE izrazena t. i. interferonska (IFN) signatu-
ra‘29, 30

Fosfosignalne signature citokinov in
interferonov pri avtoimunskih
boleznih

Odkritje, da so citokini (TNF) in interferoni (IFN-
alfa) bistveni v patogenezi bolezni, kot sta revmato-
idni artritis in sistemski lupus eritematozus (SLE), je
prineslo napredek v razumevanju avtoimunskih bo-
lezni. Se vedno pa je malo znanega o znotrajceli¢nih
signalnih poteh, ki se aktivirajo kot odgovor na te
klinicno pomembne citokine. Se manj je znanega o
spremembabh teh signalnih poti pri avtoimunskih bo-
leznih.

Ker do nedavnega ni bilo mozno spremljati signalnih
poti na ravni posameznih celic, je zelo malo raziskav,
ki bi opisovale aktivacijske profile subpopulacij imun-
skih celic v odgovoru na interferone in citokine. Raz-
iskave signalnih dogodkov v celicah so bile omejene
na analize celi¢nih linij in na metode, ki temeljijo na
liziranem materialu velikega Stevila, tudi funkcional-
no, razli¢nih celic. Take analize ne dajejo jasnega vpo-
gleda v fosforilacijo proteinov na celi¢ni ravni, pose-
bej ne v subpopulacijah limfocitov in dendriti¢nih ce-
lic, ki so bistvene v imunskem odzivu. Tako tudi ni
bilo mozno spremljati in razumeti celi¢ne signalne dis-
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Sl. 3. Mocnejsa fosforilacija STAT1 v odgovoru na IFN-

alfa v levkocitih SLE: ravni pSTAT1 po ex vivo stimu-

laciji z IFN-alfa v levkocitih bolnice SLE (prikazano

rdece) in zdravem preiskovancu (prikazano temno
mo-dro).

Figure 3. Higher STAT1 phosphorylation in response

to IFN-alpha in SLE leukocytes: pSTAT1 levels after ex

vivo IFN-alpha stimmulation in leukocytes from SLE

patient (shown in red) and healthy control (shown in
dark blue).

funkcije med bolezenskimi procesi v vzorcih bolni-
kov. Zato smo z novo razvito multiparametri¢no teh-
niko na osnovi preto¢ne citometrije priceli s preuce-
vanjem aktivacije proteinov STAT v subpopulacijah
celic imunskega sistema.’! S pristopom, ki omogoca
analizo polne krvi (brez separacije celic), smo odkrili
konstitutivno fosforilacijo STATS v subpopulaciji lim-
focitov T pri testiranih bolnikih s SLE. Pri bolnikih s
SLE ista subpopulacija kaze tudi najvecji odziv na in-
terferon-alfa s fosforilacijo proteina STAT-1.% Celice
v periferni krvi bolnikov SLE nosijo tako podpis oz.
signaturo citokinov interferonov, ki so jim med sistem-
skim vnetnim odgovorom izpostavljene. Taka signa-
tura in odziv celice na citokin, ki je bistven v patoge-
nezi bolezni, lahko predstavlja idealen kazalec aktiv-
nosti bolezni. Interferoni tipa 1 so po zadnjih dogna-
njih bistveni dejavnik v patogenezi SLE in drugih av-
toimunskih bolezni (tudi diabetesa-tip I). Dosedanje
raziskave so kazale navecjo tvorbo IFN-alfa pri SLE. V
levkocitih bolnikov s SLE je spremenjen (visji) tudi
odziv na IFN-alfa (Sl. 3), kar verjetno $e dodatno pri-
speva k zacaranemu krogu te bolezni in zagonom ob
npr.virusnih okuzbah. Boljse razumevanje vplivovin-
terferonov tipa I na celice imunskega sistema lahko
pripelje do bolj specifi¢ne terapije SLE in drugih av-
toimunskih bolezni. Spremljanje znotrajceli¢nih si-
gnalnih potiv celicah imunskega sistema palahko da
tudi nova, bolj uporabna orodja v diagnostiki in vo-
denju bolezni.

Zakljucki

Avtoimunske bolezni, kot je SLE, so izredno hetero-
gene, tako klini¢no kot serolosko. Ob odkritju bole-
zni ni mozno napovedati, kateri bolniki bodo imeli
tezji potek bolezni ali Zivljenje ogrozujoce pojave. Po-
dobno tudi ni jasno, zakaj se npr. SLE pojavi v razli¢-
nih obdobjih Zivljenja bolnika, zakaj pride do remisi-
je, relapsa in agresivnega poteka bolezni.

Prav tako $e vedno ni mozno napovedati, kateri bol-
niki bodo odgovorili na razli¢na zdravila in pri kate-
rih se bodo pojavili stranski uc¢inki obstoje¢ega zdrav-
ljenja.

Z novimi genomskimi in proteomskimi tehnologija-
mi odkriti biomarkerji so lahko kliniku v pomo¢. Mo-
ra pa se pri tem zavedati, da odkrivanje novih bio-
oznacevalcev bolezni pogosto temelji le na iskanju
statisti¢nih razlik med skupinami bolnikov, ki npr. na
dolo¢eno zdravilo odgovorijo, in tistih, ki ne.

Ce lahko npr. polimorfizem enega nukleotida (SNP)
in statistika lo¢i med slednjima skupinama, pa o bio-
loskem pomenu biooznacevalca ne odloca statistic-
no orodje, uporabljeno v raziskavi. Bistveno je razu-
mevanje, kako nek biooznacevalec zrcali mehanizme
v patogenezi bolezni in zavedanje, da zdravimo bol-
nike, ne biooznacevalcev.

Danes je mozno s pristopi, ki jih imenujejo proteomi-
ka na celi¢ni ravni in so bili nedavno prvi¢ uporablje-
ni na univerzi Stanford, spremljati kinazne signalne
poti v redkih podvrstah imunskih celic, bistvenih v
imunskih odzivih.?33 Kljub nedavnemu razvoju so se
novi pristopi v dosedanjih klini¢nih raziskavah Ze iz-
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kazali v primerih, kjer koncept (klasi¢nih) bioozna-
¢evalcev odpove. >3

Avtoimunske bolezni se kazejo na ravni proteoma in
so povezane z nepravilnostmi v kinaznih poteh, cito-
kinski ekspresiji in tvorbi avtoprotiteles. Kinazne po-
ti imajo bistveno vlogo v imunskem reguliranju. Do-
sedanje raziskave so skusale opredeliti vlogo samo
nekaj kinaz pri SLE in $e to s pomocjo starejsih me-
tod.

Moznost globalnega spremljanja kinaznih signalnih
poti, npr. vimunskih celicah periferne krvi*»3? bolni-
kov, bo poleg odkritja novih biooznacevalcev dala
vpogled v mehanizme bolezni, kar bo prispevalo k
boljsi diagnostiki kot tudi morebitnim novim oblikam
zdravljenja avtoimunskih bolezni.
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