Zespot antyfosfolipidowy (antiphospholipid syndrome — APS) jest chorobg autoimmunologiczna, w ktérej obecnos¢ krazacych
przeciwciat antyfosfolipidowych prowadzi do powiktan zakrzepowych w tozysku zaréwno zylnym jak i tetniczym oraz
réznorodnych powiktan potozniczych. APS moze wystepowac jako jedyna choroba, tzw. pierwotny (primary APS — PAPS) lub
towarzyszy¢ innym schorzeniom autoimmunologicznym, najczesciej uktadowemu toczniowi trzewnemu (systemic lupus
erythematosus — SLE). Méwimy wdwczas o tzw. wtérnym APS (secondary APS — SAPS). Powiklania zakrzepowe wysuwajg sie
na pierwszy plan manifestacji APS i jak dotad przewlekie leczenie przeciwzakrzepowe pozostaje jedyng uznang terapig tego
schorzenia. Pojawia sie jednak coraz wiecej doniesier o niezakrzepowych manifestacjach APS, u podtoza ktérych by¢ moze lezy
proces zapalny. Ich etiopatogeneza jest, jak dotad stabo poznana. Stwierdza sie obecno$¢ naciekéw komdérkowych w naczyniach
oraz wtoknienie btony wewnetrznej i sSrodkowej zajetych naczyni. Poczatkowo zmiany te obserwowano u chorych z APS i
nefropatig, ale moga one rowniez wystepowac w tetnicach wiericowych, szyjnych i krezkowych. U ich podtoza moze leze¢
nadmierna aktywacja kompleksu kinazy mTOR (mammalian target of rapamycin complex). Kinaza ta taczy wiele szlakoéw
sygnatowych odpowiedzialnych miedzy innymi za wzrost, proliferacje i przezycie komorek.

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (granulomatosis with polyangiitis — GPA), dawniej nazywana ziarniniakowatoscia
Wegenera, jest uktadowym martwiczym zapaleniem naczyn z manifestacjg kliniczng przede wszystkim ze strony ukfadu
oddechowego i nerek. Znakiem rozpoznawczym tej jednostki chorobowej jest obecno$é przeciwciat przeciwko cytoplazmie
neutrofili (antineutrophil cytoplasmic antibodies — ANCA) wykazujacych aktywno$¢ przeciwko proteinazie (PR)3. W obecnosci
tych przeciwciat toczy sie ziarniniakowe zapalenie w uktadzie oddechowym, moze wystepowaé rozsiane martwicze zapalenie
naczyn i klebuszkowe zapalenie nerek. Dane epidemiologiczne wskazuja, ze na rozwdj choroby majg wptyw zaréwno czynniki
genetyczne jak i srodowiskowe, jednak etiopatogeneza GPA nadal pozostaje nieznana. Gtéwna role patogenetyczng przypisuje sie
przeciwciatom ANCA, limfocytom T i B, zewnatrzkomérkowym putapkom neutrofilowym (neutrophils extracellular traps —
NETS), fibroblastom, komérkom srédbtonka naczyniowego oraz markerom zapalenia. Ryzyko powiktan zakrzepowych w
zapaleniach naczyn zwiazanych z przeciwciatami ANCA (GPA i mikroskopowym zapaleniu naczyn [microscopic polyangiitis —
MPA]) w aktywnej fazie choroby jest bardzo wysokie — okoto 7 na 100 osobolat. Pozostaje rowniez podwyzszone w okresie
remisji.

Najwazniejszymi celami naszego projektu beda:

1. Okreslenie etiopatogenetycznej roli zewngatrzkomérkowych putapek neutrofilowych (NETSs) w rozwoju powikian
zakrzepowych i narzadowych w APS i GPA

2. Okreslenie ewentualnej roli aktywacji kompleksu kinazy mTOR w rozwoju niezakrzepowych powiktan naczyniowych obu
schorzen

3. Globalna ocena aktywacji proceséw hemostazy w obu schorzeniach poprzez pomiar generacji trombiny in vitro, oraz jej
ewentualny retrospektywny zwiazek z ryzykiem zakrzepowym.

Do drugorzedowych/odlegtych celéw projektu zaliczymy:

1. Okreslenie elementéw patogenezy niezakrzepowych powiktan naczyniowych w APS w kontekscie przysztej mozliwosci ich
profilaktyki

2. Usprawnienie oceny ryzyka zakrzepowego w APS i stworzenie mozliwosci takiej oceny w GPA

3. Znalezienie ewentualnych wspolnych cech patogenetycznych i ich wzglednego udziatu w etiopatogenezie obu schorzer
autoimmunologicznych.

Do badania planujemy wigczy¢ w sumie okoto 270 pacjentow w ciggu 3 lat trwania projektu: 60 osob z GPA z dodatnimi
przeciwciatami antyPR3, 60 0s6b z APS, 50 o0séb z APS i towarzyszacym uktadowym toczniem trzewnym (systemic lupus
erythematosus — SLE) oraz 50 0s6b z SLE. Wszyscy pacjenci sg i beda pod statg opiekg Poradni Choréb Immunologicznych i
Oddziatu Alergii i Immunologii Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Grupe kontrolng bedzie stanowi¢ 50 zdrowych os6b
dobranych pod wzgledem pici i wieku.

Neutrofile stanowig podstawe wrodzonej komérkowej odpowiedzi immunologicznej. Wytworzyty one réznorakie mechanizmy
obronne, miedzy innymi tworzenie neutrofilowych putapek zewnatrzkomérkowych (NETS), sktadajacych sie z histonéw i biatek o
dziataniu przeciwdrobnoustrojowym [mieloperoksydaze (MPO), elastaze i PR3]. Dane dotyczace roli NETs w rozwoju powiktan
APS sg bardzo ograniczone; ukazata sie zaledwie 1 publikacja na ten temat. Nieco lepiej poznano role NETs w etiopatogenezie
SLE i GPA. W ramach projektu planujemy oznaczanie tworzenia si¢ NETs dwoma metodami: bezposrednio w wyizolowanych i
poddanych stymulacji neutrofilach i posrednio poprzez okreslenie poziomu krazacych w surowicy kompleksow DNA-MPO lub
wolnego mitochondrialnego i genomowego DNA.

W naszych dotychczasowych badaniach zajmowali$my sie niedoceniang dotad rolg zapalenia w rozwoju zakrzepowych i
niezakrzepowych powiktan APS. Chcac kontynuowac te tematyke zamierzamy zbadac aktywacje kompleksu kinazy mTOR u
pacjentdw z APS jako potencjalnego patomechanizmu rozwoju niezakrzepowych powiktan naczyniowych. Badania te planujemy
rowniez wykona¢ u chorych z GPA, co bedzie miato charakter nowatorski, poniewaz jak dotad nikt nie badat tej problematyki.
Zarowno w APS jak i w GPA proces chorobowy dotyczy przede wszystkim naczyn krwionosnych. W APS na pierwszy plan
wysuwajg sie powikifania zakrzepowe, w GPA dominuje zapalenie naczyn, jednak ryzyko zakrzepowe jest rowniez zwiekszone.
Pacjenci z SLE bez wspétistniejacego APS réwniez narazeni sg na wystepowanie powiktan zakrzepowych, zwigzanych zaréwno z
przewlektym stanem zapalnym jak i leczeniem immunosupresyjnym. W celu lepszej oceny tego ryzyka i by¢ moze okreSlenia
wskazan do profilaktyki przeciwzakrzepowej planujemy u wszystkich chorych bada¢ generacje trombiny in vitro. Jest to
uzyteczny, powtarzalny test, ktéry pozwala okresli¢ kinetyke powstawania trombiny. W naszych dotychczasowych badaniach
potwierdziliSmy zwiekszong generacje trombiny w APS i SLE oraz eozynofilowej ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn
(eosinophilic granulomatosis with polyangiitis - EGPA) [Mastalerz i wsp. — dane nie publikowane].

Mamy nadzieje, ze wyniki naszych badai pozwolg na lepsze zrozumienie etiopatogenezy APS i GPA co by¢ moze bedzie miato w
przysztosci przetozenie na nowe metody terapeutyczne obu schorzen.



