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B-cell homeostasis imbalance in Systemic

Sclerosis

SUMMARY

Systemic sclerosis is a chronic, connective tis-
sue disease, which affects various organs. It is
characterized by progressive fibrosis of the skin
and internal organs, microangiopathy and forma-
tion of autoantibodies. The disease pathogenesis
is still unknown and include vascular, fibrotic and
immune T-and B-lymphocyte-mediated alterations.
Recent evidence suggest that B-cells contribute in

INTRODUCTION

Systemic sclerosis is a chronic, systemic
connective tissue disorder. Its aetiology still
remains unclear. This disease is characterised
by a progressive skin and internal organs fibro-
sis which is caused by an excessive synthesis
and maturation of collagen. Even though the
skin fibrosis is the most visible symptom of the
disease, the involvement, damage and finally
end stage insufficiency of the internal organs
remains the most important negative clinical
prognostic factor in this group of patients. Es-
pecially such pathological phenomena as im-
pairment of blood vessels in the form of mi-
croangiopathy, are characterised by episodes
of vessels constriction or by so called vasculop-
athy which is a atherosclerosis like condition
and angiitis which leads to the thickening of
internal wall of the vessel, stenosis of the blood
vessels lumen and to the ischemia of the area
of tissues supplied by this blood vessel. These
phenomena clinically present as Raynaud syn-
drome, ulceration of the finger tips, pulmo-
nary arterial hypertension or actually rarely
diagnosed scleroderma renal crisis [1-3].

the pathogenesis of the disease. B-cell depletion
with rituximab improves or stabilizes skin fibrosis
and lung function. These findings suggest that new
therapeutic strategies targeting B-cell functions can
be developed in the future. Therefore, B-cells are
becoming a possible therapeutic targets in this still
mysterious disease.
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At the actual state of knowledge the dis-
ease is more and more often recognised as an
autoimmunologic disorder and not a disease
with accumulation of a connective tissue. This
thesis is confirmed by presence, in the affected
patients, of autoantibodies and of a different
types of disturbances of the immune response.
The presence of antinuclear antibodies, which
are detected in more than 95% of patients is an
universal phenomenon. These antibodies are
specific and never detected in a healthy pop-
ulation. The evidence suggests that the impair-
ment of the immune response is crucial. This
justifies inclusion of systemic sclerosis into typ-
ical inflammatory connective tissue diseases.

The pathogenesis of the disease has been
mostly associated with role of fibroblast due to
the most characteristic symptom of this disease
— skin and internal organs fibrosis. However,
the histological of the skin excisions in the
early stage of the disease reveals features of
activation of the immune system such as infil-
tration of activated mononuclear lymphocytes
(T cells and macrophages are the dominant
cells). The T2 cells producing profibrotic cy-
tokines (IL-4 and IL-13) are predominant [4].



In the last years scientist mostly inves-
tigated the role of B lymphocytes which may
enhance the fibrosis by several potential
mechanisms: cytokines synthesis, intracellular
interactions and synthesis of autoantibodies
[5]- The recent studies confirm the role of lym-
phocytes B in the pathogenesis of this disease,
not only in the context of autoantibodies but
also of participation in the regulation of the
immune response.

B-cells are not only precursors of anti-
bodies producing cells but are also considered
as a pleiotropic cells which have multiple,
independent form production of antibodies
functions, such as: antigen presentation, syn-
thesis of cytokines (incl. IL-6), influence on
Tregulatorycells,modulation of dendriticcells
function. Any alternations of these functions
play a key role in the genesis of an abnormal
immune response [6, 7]. A B-cell during its
maturation from early progenitor cell to a fi-
nal differentiation into a plasmatic cell, gets
through some strictly regulated stages. B and
T lymphocytes derives form a common lym-
phopoietic, progenitor cell. Lymphocytes
B are mostly produced in the bone marrow.
The most important transcription factors
which determine the differentiation to lym-
phocytes B, are Pax5 and EBF (early B-cell
factor) [8]. The cells that express Pax5 are
called pre-pro-lymphocytes B. The cell that
undergoes first rearrangements of immu-
noglobulins genes’ segments and expresses
antigen CD19 is called pro-B lymphocyte.
CD19 is a pan-lymphocytes B independently
from the maturation stage. The expression
of CD19 is limited to lymphocytes B lineage
and to vascular dendritic cells, which are an-
tigen presenting cells that are localised in
a spleen. CD19 and CD21 are considered
so called positive regulators, which enhance
the signal transmitted by BCR (B-cell anti-
gen receptor complex). A next step of mat-
urations of B-cells is a lymphocyte pre-B. It
is a cell in which express a heavy chain, first
in the cytoplasm and then on the cell mem-
brane. The appearance of the cell surface of
the mature class M immunoglobulin receptor
characterize transformation into immature
lymphocyte B (expression of CD22). Glyco-
protein CD22 is a specific adhesive molecule,
associated with BCR, which play a role in
maintaining of immune tolerance. Immature
lymphocytes B may leave the bone marrow,
get into the bloodstream and migrate to the
peripheral lymphatic organs.

Synthesis of the heavy chain delta and
occurrence on the cell surface except for
BCR IgM, also of receptor for IgD, constitute
a marker of termination of the maturation
process. Appearance of IgD is associated with
expression of CD21 and CD23 which IL-] par-
ticipate in a co-stimulation — a mature lym-
phocyte B is being created (Fig. 1).

Antigen CD20 is present on the mature
B-cells (except for pre-B-cells and for plasmat-
ic cells) [8, 9]. The differentiation and prolifer-
ation of B-cells also depend on local stimula-
tors including such cytokines like: IL-10, IL-21,
IL-6 as well as growth factors incl. BAFF. Any
alteration of the response to these regulatory
factors may result in a crisis of tolerance of
self-antigens and survival of the autoreactive
B-cells. BAFF (B-cell activating factor belong-
ing to TNF-alfa family) also called Blys protein
(B-lymphocyte stimulator) — belongs to a su-
perfamily of TNF, is a strong lymphocytes B
stimulator. It support survival, activation and
differentiation of B lymphocytes into plasmat-
ic cell which secret antibodies [10, 11].

Disturbances of immune response may
also result from altered process of co-stim-
ulation. A CD-40 molecule expressed on the
lymphocytes B, dendritic cells, macrophages,
endothelial cells, binds to the CD40L mole-
cule expressed o T lymphocytes. This fusion
provides a main co-stimulatory signal. Lym-
phocytes B are being activated, they prolifer-
ate, synthetize antibodies and to release more
cytokines, incl. of interleukin 6. IL-6 play is an
important factor maintaining the local inflam-
matory process.

DISORDERS OF B-CELLS HOMEOSTASIS IN
THE SYSTEMIC SCLEROSIS

The evidence from the recent studies
performed in both animal models of systemic
sclerosis and in humans, suggests an impor-
tant role of B lymphocytes in the pathogene-
sis of this disease. A potential role of differ-
ent pathogenetic mechanisms is considered:
B-cells may promote cytokines or intracellu-
larly induced fibrosis . Also a role o autoanti-
bodies is suggested.

In the systemic sclerosis B-cells are hy-
peractive what results in a presence of hyper-
gammaglobulinemia, in a synthesis of specific
autoantibodies and of increased serum level
of free light immunoglobulins chains [12].
Increased proliferation and survival of B lym-
phocytes which is observed in systemic scle-
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Figure. 1. Phases of lymphocytes B development/maturation — expression of key surface molecules

rosis is induced not only by activation of the
BCR but also by many other c-stimulatory
molecules (CD19, CD40, BAFR, TLR). Their
overactivation plays a role in breaking down
the tolerance of B lymphocytes in the autoim-
munologic diseases and is also observed in this
clinical medical entity [13]. An increased level
of B lymphocytes survival factor (BAFF) has
been also detected in systemic sclerosis. On
the other side the function of the CD22 mol-
ecule which inhibits functioning of B lympho-
cytes, is inhibited by autoantibodies directed
against the CD22 [14]. It has also been stated
that a CD19 molecule is overexpressed in a sys-
temic sclerosis. A CD19 molecule is crucial for
a normal response of B-cells, is considered to
be a positive regulator of B-cell functioning (it
enhance the activity of MAPK-mitogen-acti-
vated protein kinase, increase the intracellular
calcium load), to promote cellular prolifera-
tion. This function of a positive enhancement
is well explored. However, a much less know
function of CD19 in inhibition of the signal
transduced by BCR, is also suggested. The
overexpression of CD19 corelates with de-
velopment of autoimmunologic diseases [15].
Some studies proved that the loss of CD19 in
humans and mice leads to a generalized abnor-
mal humoral response. Patients with deficien-
cy of CD19 have a hypogammaglobulinemia,
impaired response to antigens transmitted by
BCR and an increased susceptibility to infec-
tions. A decreased expression of CD19 is as-
sociated with a chronic lymphocytic leukaemia
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(CLL), large B lymphocytes leukaemia [16—
18]. Based on the flow cytometry analysis of pa-
tients with systemic sclerosis it was stated that
a surface density of CD19 on B-cells is by 20%
higher than in healthy individuals. This over-
expression of CD19 is present on both naive
B lymphocytes and on memory B-cells. B-cells
present overexpression of CD19 in 54% of
patients with early stage of systemic sclerosis
and in 28% of patients with long-lasting dis-
ease. It seems that already this minor increase
in CD19 expression is sufficient to produce
autoantibodies but its relation with fibrosis
and progression of the disease is still unknown
[19]. Overexpression of CD19 results in an in-
creased count of naive lymphocytes (naive-B-
cells) and in an enhanced activity of memory
B-cells [20]. The expression of CD20 remains
normal. Another mechanism that should be
taken into consideration when we discuss
a role of B lymphocytes in the pathogenesis
of systemic sclerosis, is a production by these
cells fibrosis inducing cytokines, such as: IL-6,
TGF-beta. IL-6 may induce production of col-
lagen by the fibroblasts (both increased serum
level of IL-6 and increased production in the
skin have been detected). On the other hand
TGF-beta is a cytokine that enhances fibrosis.

An intensified fibrosis, induced by the
ongoing inflammation, may also result from
the activity of autoantibodies detected in sys-
temic sclerosis. These autoantibodies e.g.
anti-ICAM-1, cause an increase in ROS pro-
duction (reactive antigen species) by the en-
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Figure 2. Role of B-cells in augmentation of fibrosis in patients with SSC

dothelial cells. The increased synthesis of ROS
is probably secondary to the ischemia and rep-
erfusion damage which results form the Ray-
naud syndrome. ROS lead to a tissues damage
and fibrosis, induce apoptosis which leads to
the overexpression of TLR (toll-like recep-
tors) ligands what induces activation of the in-
flammatory response [9, 21]. The autoantibod-
ies anti-ETAR (endothelin-1 type A receptor)
stimulate the tissues damage and are a strong
predictor of the formation of fingers ulcera-
tions in patients with systemic sclerosis. Also
anti CD22 autoantibodies, a major factor which
inhibits B lymphocytes, have been detected in
the systemic sclerosis. This may promote the
hyperresponsiveness of the B-cells. The role
of B-cells in the fibrotic processes also consists
in the interaction between B and Th2 lym-
phocytes, which leads to an enhanced fibrotic
response of Th2 cells (Fig. 2). B-cells through
the intracellular contact induce the maturation
of the dendritic cells. There is a growing evi-
dence that the B-cells interact with dendritic
cells in order to enhance the Th2 response.
In the human agammaglobulinemia, in which
a primary defect of B-cells is present — mostly
a Thl dependant response is observed [3].

B regulatory cells (Bregs) are another
mechanism which role in the pathogenesis of
systemic sclerosis was strongly accentuated in
the recent studies.

B regulatory cells are a recently described
subtype of B lymphocytes. They inhibit inflam-
mation by the inhibition of the differentiation
of Th1 and Th17 lymphocytes as well as by the
induction of Treg [22, 23].

Regulatory B lymphocytes (Breg) play
a key role in the maintenance of the immuno-

logical tolerance. A major characteristic of this
population which enables its identification,
is the capacity to excrete interleukine-10 and
probably also IL-35 [24]. Breg cells are in-
duced during the ongoing inflammatory pro-
cess and are capable to limit the inflammation.
There are two subtypes of Bregs: transitional
and memory.

Some new studies show that the number
of Breg producing IL-10 is decreased in sys-
temic sclerosis. This is another proof of their
role in this disease. It was stated that the num-
ber of memory Bregs is decreased, especially
in the long-lasting systemic sclerosis and in
the sub-form associated with the lungs fibrosis
[25]. Also a negative correlation between the
Bregs and the titre of the anti-topoisomerase
I antibodies and anti-centromeres antibodies
has been detected [3, 26] (Fig. 3).

Breg Treg
decreed count

Lymphocyte T CD4 lymphocyte B

o

Th 2 autoantibodies

Figure 3. Role of B-regs lymphocytes — decrease count of
B-regs facilitate activation of Th2 and synthesis of autoanti-
bodies
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Even poorly autoreactive B lymphocytes are
regarded as able to initiate the development of an
autoimmunological disease if they are ‘ support-
ed’ by Th lymphocytes. This situation may occur
when a self-antigen is physically bounded with
a foreign antigen. Then it comes to endocytosis,
induction of CCR7 expression and a B lympho-
cyte presents a foreign antigen to the activated Th
lymphocyte. This initiates the cooperation of T
lymphocyte with a foreign antigen specific recep-
tor and with an autoreactive B lymphocyte which
starts to produce autoantibodies [26].

An intensified transmission of the signal
by the BCR constitute an important element
in the development of autoimmunization.
A CD22/Siglec-2 complex plays an important
role in the negative regulation of this transmis-
sion by BCR. Abnormal variants of SIAE/Si-
glec are present in the individuals with autoim-
munological diseases [27].

A dozen percent of immunoglobulins G be-
long to so called asymmetric IgG antibodies. They
may bind an antigen only with one fragment of
Fab, while a second one is blocked by carbohy-
drates. It is considered that these immunoglob-
ulins have a regulatory function [28]. About 10%
of B lymphocytes circulating in the peripheral
blood, co-express two different light chains and
by reason of this they have 2 BCR receptors with
different specificity, what consequently decreases
the density of the autoreactive receptors.

The autoreactive B lymphocytes may be
controlled by macrophages and by dendritic
cells, e.g. by the production of IL-6 and expres-
sion of CD40L what inhibits their transforma-
tion into plasmatic cells.

When we discuss the mechanisms of to-
lerance, we should not overlook the role of
intracellular mediators. A TRAF-6 molecule
(tumour necrosis factor receptor-associated
factor 6) is an adapter protein which take part
in the intracellular processes induced by ac-
tivation of multiple receptors which have an
immunological function, so called superfamily
of receptors TNF, TGF beta, TCR and TLR.
TRAF6 activates a transcription factor NFkB,
MAPK, PI3K as well as interferon regulating
signalling pathways. This molecule is crucial
for both appropriate activation and mainte-
nance of homeostasis of the immune system.
A normal function of the immune system in-
volves not only recognition and elimination of
foreign antigens, but also supporting a toleran-
ce to the self-antigens. Human organism pro-
duces also some autoreactive cells which may
become activated and may lead to the develop-
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ment of an autoimmune disease, if not elimi-
nated or properly controlled. That is why the
immune system has developed some mecha-
nisms that assure elimination of self-antigen
recognising cells or of “silencing” these cells in
the mechanism called- the immune tolerance.

Reinstitution of tolerance is an important aim

of therapy of the autoimmune diseases [29].

Based on the evidence concerning the pa-
thomechanism of the disease development of
some therapeutic modalities are being imple-
mented such as:

— lymphocyte B depleting therapy with use
of anty-CD20 monoclonal antibody (ritux-
imab) — which decrease the fibrosis of the
skin and stabilize the functioning of the
lungs [30-33];

— neutralization of the IL-6 by to Tocilizum-
ab (monoclonal antibody targeted against
the IL-6 receptor — decreases sclerosis of
the skin [3, 34].

— the therapeutic role of intravenously ad-
ministrated high doses of immunoglobulins
(iv Ig) is also considered in systemic sclero-
sis — this therapy involves the pleiotropic
activity of immunoglobulins on the different
immune cells and on some mediators.

The mechanism of the immunosuppressi-
ve action of high doses of immunoglobulins is
still unclear. Several potential mechanisms of
their action are considered. By the receptor of
the FclgG fragment they may influence the ac-
tivity of different cells of the immune system.
It was proven that the IVIg lead to the apopto-
sis of T cells and restore the balance of the anti
and pro inflammatory cytokines, inhibit pro-
duction of antibodies by B-cells and influence
the complement cascade. Administration of
high doses of IVIg inhibits also differentiation
and maturation of dendritic cells (DC) and
decreases their ability to present antigens and
to activate T lymphocyte. Moreover the anti-
-inflammatory activity of high doses of IVIg
results from many other nonimmune mecha-
nisms. The therapeutic formulations contain
antibodies against cytokines, soluble CD4 and
CD8, HLA molecules, which in high amount
intensify the immunomodulatory effect [35].
Currently explored mechanisms of the immu-
nosuppressive action of immunoglobulins are
presented in table 1.

A FUTURE THERAPEUTIC PERSPECTIVE

Increased expression of CD19 on the B-
-cells detected in the early stage of systemic



Table 1. Influence of the components of immunoglobulins on the immune system (by [35])

Fragment of Effect of action
an Immunoglobulin
Fragment Fc — inhibition of phagocytosis

— inhibition of ADCC (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity)

— influence of synthesis and circulation of antibodies mediated by FcR

— inhibition of dendritic cells maturation and decrease of it ability of processing and presenta-
tion of self-antigens and of T lymphocytes activation

— inhibition of binding of immunologic complexes with FcR

— influence on the activity of CD4 (Treg) lymphocytes (Treg-CD4+CD25+FOXP3+)

Fragment Fab — inhibition of cells proliferation

— antyi-diotypic antibodies

— antibodies against pathogens

— modulation of the process of apoptosis (CD95) and of cell cycle
— activation of specific lymphocytes
— influence on cells adhesion process

— influence on the cytokines concentration (decrease of IL-12 production and increase of
IL-10 production with has anti-inflammatory proprieties)

— inhibition of complement activation

Other components
present in the intrave-
nous immunoglobulins
formulation - 1VIg

— cytokines

— soluble cytokines inhibitors
— HLA molecules

— soluble CD4, CD8

— compounds having autoregulatory proprieties

sclerosis and an important decrease of the
IL-10 producing Bregs count, causes auto-ag-
gressive transformation of B-cells. Both me-
chanisms are potentially attractive therapeu-
tic targets.

SUMMARY

Recently a significant advance was make
in understanding the mechanism of the immu-
ne tolerance of the role of B, T, and innate cells
in its maintenance. The breakthrough of diffe-
rent stages of the immune tolerance results in
the development of autoimmune diseases.

Systemic sclerosis is still a ‘mysterious’
disease. The interaction between the ongoing
autoimmune process and the clinical conse-
quences are unclear. The pathogenetic mecha-
nisms of this disease are still investigated with
intention to invent effective therapy.

Summing up, the results of the ongoing
clinical trials evaluating the pathogenesis of
this disease, the following causative mecha-
nism may be considered:

— B-cells are hyperactive in systemic sclerosis,

— there is an overexpression of CD19,

— B-cells may produce cytokines which pro-
mote fibrosis: IL-6, TGF-beta,

— autoantibodies detected in systemic scle-
rosis may intensify inflammation induced
fibrosis in systemic sclerosis,

— B-cells promote profibrotic response of Th2,

— regulatory B-cells (B-regs) producing IL-
10 are decreased in systemic sclerosis

The ongoing studies aim to discover the
role of these mechanisms in the systemic scle-
rosis which still remains an undiscovered di-
sease, and to elaborate some new therapeutic
strategies which would involve different tar-
gets.
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STRESZCZENIE

Twardzina uktadowa jest przewlekta, ukfadowg choro-
b3 tkanki tacznej, w przebiegu ktorej dochodzi do zaje-
cia wielu narzadow. Charakteryzuje sie postgpujacym
wioknieniem skory i narzadow wewnetrznych, uszko-
dzeniem naczyn krwiono$nych (mikroangiopatia) oraz
obecnoscig autoprzeciwciat. Patogeneza choroby jest
WCigz nieznana, ale bierze sie pod uwage nieprawidfo-
wosci naczyniowe w przebiegu procesu wtoknienia

WSTEP

Twardzina uktadowa (systemic sclero-
sis) jest przewlekta, uktadowa chorobg tkanki
lacznej o ciagle nie w petni poznanej etiologii,
charakteryzujaca si¢ postepujacym widknie-
niem skory i narzadéw wewnetrznych, co spo-
wodowane jest nadmierna synteza i dojrzewa-
niem kolagenu. Chociaz widknienie skory jest
najbardziej widocznym znacznikiem choroby,
to jednak z punktu widzenia klinicznego zaje¢-
cie narzadéw wewnetrznych, ich uszkodzenie,
a z czasem kraficowa niewydolno$¢ decyduja
o powaznym rokowaniu i zwigkszonej $mier-
telnosci w tej grupie chorych. Zwlaszcza takie
zjawiska chorobowe, jak uszkodzenie naczyn
krwiono$nych przebiegajace pod postacia mi-
kroangiopatii, charakteryzujace si¢ epizodami
skurczu naczyf, jak réwniez tak zwana wa-
skulopatia begdaca stanem przypominajacym
miazdzyce i zapalenia naczyf doprowadzaja
do pogrubieniem btony wewngtrznej, zweze-
nia Swiatta naczyn i klinicznych konsekwencji
w postaci niedokrwienia zaopatrywanych przez
naczynie obszar6éw tkanki. Zjawiska te klinicz-

oraz w funkcjonowaniu ukfadu immunologicznego
— zaburzenia funkciji limfocytow T i B. Ostatnie donie-
sienia sugerujg istotng role komorek B w patogenezie
choroby. Deplecja komorek B przez rytuksymab po-
prawia lub stabilizuje stan skory oraz czynnoSc¢ pluc.
Te doniesienia czynig komorki B atrakcyjnym celem
terapeutycznym w tej wcigz tajemniczej chorabie.
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Stowa kluczowe: twardzina uktadowa; limfocyt B;
odpowiedz nabyta; autoimmunizacja

nie przebiegaja jako objaw Raynauda, owrzo-
dzenia opuszek palcéw, tetnicze nadciSnienie
plucne czy stwierdzany obecnie znacznie rza-
dziej twardzinowy przetom nerkowy [1-3].

Na obecnym stanie wiedzy chorobe po-
strzega si¢ coraz czeéciej jako zaburzenie
o podlozu autoimmunizacyjnym, a nie choro-
be, w ktorej dochodzi do gromadzenia tkan-
ki tacznej. Tezg t¢ potwierdza wystepowanie
u chorych autoprzeciwcial, réznego rodzaju za-
burzenia odpowiedzi immunologicznej. Zjawi-
skiem uniwersalnym jest obecno$¢ przeciwciat
przeciwjadrowych, ktére wystepuja u ponad
95% chorych i sa to przeciwciala swoiste, ta-
kie, ktorych nie stwierdza si¢ u zdrowej popu-
lacji. Dane te wskazuja na znaczne zaburzenia
odpowiedzi immunologicznej, uzasadniajac
zaliczenie twardziny uktadowej do typowych
chordb zapalnych tkanki taczne;j.

W patogenezie choroby zwracano glow-
nie uwage na role fibroblastéw, ze wzgledu na
najbardziej charakterystyczny objaw choroby
— wldknienie skory i narzadéw wewnetrznych.
Badania histologiczne wycinkéw skory we
wczesnych stadiach choroby wykazaly jednak-
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ze cechy pobudzenia uktadu odpornosciowego
przejawiajacego si¢ obecnoscia naciekéw lim-
focytarnych komérek jednojadrowych (komor-
ki T i makrofagi sa komdrkami dominujacymi).
Przewazaja komoérki Th2 produkujace promu-
jace widknienie cytokiny IL-4 i IL-13 [4].

W ostatnich latach uwaga badaczy sku-
pita si¢ na roli limfocytéw B, ktére moga na-
sila¢ wtoknienie poprzez rézne mechanizmy:
produkcje cytokin, oddziatywania miedzyko-
moérkowe oraz produkcje autoprzeciwcial [5].
Ostatnie badania potwierdzaja istotna role
komérek B w patogenezie choroby, nie tylko
w aspekcie produkcji autoprzeciwcial, ale tak-
ze udzialu w regulacji odpowiedzi immunolo-
gicznej.

Komoérki B sa nie tylko prekursorami ko-
morek produkujacych przeciwciata, uwazane
sa za komorki plejotropowe (pleios — wiele,
trophos — droga), ktére petnia rézne funkcje,
niezaleznie od produkcji przeciwcial, takie
jak: prezentacja antygenu, produkcja cytokin
(m.in. IL-6), wplyw na komoérki T efektorowe,
modulacja czynno$ci komoérek dendrytycz-
nych. Zaburzenia tych funkcji maja istotne
znaczenie w rozwoju nieprawidtowej odpowie-
dzi immunologicznej [6, 7].

Komérka B na swojej drodze rozwoju
od wczesnych komérek progenitorowych do
ostatecznego zréznicowania w komorki pla-
zmatyczne przechodzi przez SciSle regulowane
etapy. Limfocyty B i T powstaja ze wspdlnej
komorki progenitorowej limfopoezy, limfocy-
ty B sa wytwarzane gléwnie w szpiku kostnym.
Najwazniejszymi czynnikami transkrypcyjny-
mi determinujacymi réznicowanie w kierunku
limfocytéw B sa Pax5 i EBF (early B-cell factor)
[8]. Komérki, na ktérych pojawia si¢ Pax5 to
limfocyty pre-pro-B. Z kolei komorka, w ktorej
dochodzi do pierwszych rearanzacji segmen-
téw gendéw immunoglobulinowych i na ktérych
pojawia si¢ CD19 to limfocyt pro-B. CD19 to
marker wszystkich limfocytow B niezaleznie
od stadium dojrzewania. Ekspresja CD19 jest
ograniczona do linii komérek B i komdrek
dendrytycznych pecherzykowych, ktére sa ko-
moérkami prezentujacymi antygen zlokalizo-
wanymi w §ledzionie. CD19 i CD21 naleza do
tak zwanych pozytywnych regulatoréw, ktore
wzmacniaja sygnal przekazywany przez BCR
(B-cell antigen receptor complex).

Kolejny etap dojrzewania komorek B to
limfocyt pre-B. Jest to komodrka, w ktérej do-
chodzi do pojawienia w cytoplazmie, a nastep-
nie blonie komdrkowej taficucha cigzkiego.
Pojawienie si¢ na powierzchni komorki dojrza-
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fego receptora immunoglobulinowego klasy Ig
M jest cecha przejScia w niedojrzaly limfocyt B
(pojawia si¢ CD22). Glikoproteina CD22 jest
specyficzna czasteczka adhezyjna, zwigzana
z BCR, ktora odgrywa role w utrzymaniu tole-
rancji immunologicznej. Niedojrzale limfocyty
B moga opuszczad szpik, przedostawac si¢ do
krwiobiegu i wedrowaé¢ do obwodowych na-
rzadéw limfatycznych. Wytworzenie laficucha
ciezkiego delta i pojawienie si¢ na powierzch-
ni komérki oprécz BCR IgM takze receptora
dla IgD jest markerem zakonczenia dojrzewa-
nia. Pojawieniu si¢ IgD towarzyszy ekspresja
CD21iCD23, ktére beda uczestniczy¢ w kosty-
mulacji — powstaje dojrzaty limfocyt B (ryc. 1).
Antygen CD20 wystepuje na dojrzalych ko-
morkach linii B (oprécz komérek pre-B oraz
komorek, plazmatycznych) [8, 9]. Réznicowa-
nie i proliferacja komoérek B zaleza takze od
lokalnych stymulatoréw, do ktérych naleza
cytokiny : IL-10, IL-21, IL-6, a takze czynniki
wzrostu, migdzy innymi BAFF. Nieprawidto-
woSsci odpowiedzi na te czynniki regulujace
moga skutkowaé przelamaniem tolerancji na
wlasne antygeny i przezycie autoreaktywnych
komérek B. B-cell activating factor belonging
to TNF-family (BAFF), czyli biatko Blys (B-
-lymphocyte stimulator), nalezy do nadrodziny
TNF, jest silnym stymulatorem limfocytéw B.
Podtrzymuje przezycie, aktywacje i réznico-
wanie limfocytéw B w komorki plazmatyczne
wydzielajace przeciwciata [10, 11].

Na zaburzenia odpowiedzi immunolo-
gicznej moga miec takze wplyw zaburzenia
procesu kostymulacji. Czasteczka CD40 znaj-
dujaca si¢ miedzy innymi na limfocytach B,
komoérkach dendrytycznych, makrofagach,
komorkach §rédbtonka wigze si¢ z czasteczka
CDA40L na limfocytach T. To potaczenie do-
starcza gtéwnego sygnatu kostymulacji, naste-
puje aktywacja limfocytéw B, ich proliferacja,
synteza przeciwcial oraz wzrasta uwalnianie
przez nie cytokin, migdzy innymi interleukiny
6. Interleukina 6 petni istotna funkcj¢ w pod-
trzymywaniu miejscowego stanu zapalnego.

ZABURZENIA HOMEOSTAZY KOMOREK B
W TWARDZINIE UKLADOWEJ

W ostatnich latach coraz wigcej danych
uzyskanych na podstawie badaf wykonanych
zaréwno na zwierzecych modelach twardziny
ukladowe;j, jak i badaf u ludzi wskazuje na
istotna role komérek B w patogenezie choro-
by. Rozwaza si¢ udzial r6znych mechanizméw
patogenetycznych: komoérki B moga promo-
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Rycina 1. Etapy dojrzewania limfocytow B — ekspresja najwazniejszych czasteczek powierzchniowych

wac widknienie poprzez produkcje cytokin, po-
przez kontakt migdzykomdrkowy, zwraca si¢
takze uwage na role autoprzeciwcial. W twar-
dzinie uktadowej komorki B sa hiperaktywne,
co znajduje swoje odzwierciedlenie w obec-
noSci  hipergammaglobulinemii, produkcji
swoistych autoprzeciwciat oraz zwickszonego
surowiczego stgzenia wolnych laficuchéw lek-
kich immunoglobulin [12]. Na zwigkszona pro-
liferacje i przezycie limfocytéw B, obserwowa-
ne w twardzinie ukladowej ma wplyw, oprocz
aktywacji BCR, wiele molekut kostymulatoro-
wych (CD19, CD40, BAFR, TLR). Ich nad-
mierna aktywno$¢ odgrywa role w przetamaniu
tolerancji limfocytow B w chorobach autoim-
munizacyjnych i jest obserwowana takze w tej
jednostce chorobowej [13]. Stwierdzono tak-
ze, ze stezenie czynnika przezycia komorek B
(BAFF, B-cell activating factor) jest zwickszone
w twardzinie uktadowej, a funkcja czasteczki
CD22 czasteczki hamujacej funkcje komdrek
B jest zahamowana przez autoprzeciwciala
skierowane przeciwko CD22 [14]. Wykazano
réwniez, ze w twardzinie uktadowej dochodzi
do nadekspresji CD19. Molekuta CD19 jest
kluczowa dla prawidlowe] odpowiedzi komé-
rek B, jest uwazana za pozytywny regulator
funkcji komoérek B (wzmacnia aktywnoS§¢ mi-
togen-activated protein kinaze [MAPK], zwigk-
sza naplyw jonéw wapniowych do komorki),
promuje proliferacje komoérkowa. Ta funkcja
pozytywnego wzmocnienia jest dobrze pozna-
na, cho¢ sugeruje si¢ takze juz mniej poznana
role CD19 w hamowaniu sygnatu przekazywa-

nego przez BCR. Nadekspresja CD19 korelu-
je z rozwojem chordéb autoimmunologicznych
[14]. Badania wykazaly, ze utrata CD19 u czto-
wieka i myszy prowadzi do uogdlnionej niepra-
widtowej odpowiedzi humoralnej. Niedobo6r
CD19 u pacjentéw skutkuje hipogammaglobu-
linemia, upoSledzona odpowiedzig na antyge-
ny przekazywane przez BCR i zwigkszeniem
podatnosci na infekcje. Zmniejszona ekspresja
CD19 wiaze si¢ z przewlekla biataczka limfocy-
towa CLL, bialaczka z duzych komérek B [16—
18]. Na podstawie analizy w cytometrii prze-
plywowej krwi pacjentéw z TU stwierdzono, ze
powierzchniowa gesto§¢ CD19 na komdrkach
B jest 0 20% wigksza niz u ludzi zdrowych. Ta
nadekspresja CD19 wystgpuje zaréwno w lim-
focytach B dziewiczych, jak i w komérkach
pamieci. Komoérki B wykazuja nadekspresje
CD19 u 54%pacjentéw z wezesna SSc i u 28%
pacjentéw z dlugotrwajaca choroba. Wydaje
si¢, ze ten niewielki wzrost ekspresji CD19 jest
juzwystarczajacy do produkcji autoprzeciwciat,
ale nie wiadomo, czy ma to zwigzek z widknie-
niem i progresja choroby [19]. Nadekspresja
CD19 powoduje tez zwigkszenie liczby limfo-
cytow dziewiczych (naive B-cells) i zwickszenie
aktywnosci komoérek B pamieci [20]. Ekspresja
CD20 pozostaje natomiast prawidtowa.
Kolejnym mechanizmem, ktéry nalezy
bra¢ pod uwage, rozwazajac role komodrek B
w patogenezie twardziny jest produkcja przez
te komorki cytokin powodujacych widknie-
nie, takich jak : IL-6, TGF-beta. Interleukina
6 moze indukowaé produkcje kolagenu przez

0Olga Gumkowska-Sroka, Przemystaw Kotyla Zaburzenia homeostazy komérek B w twardzinie ukiadowej

239




0

Produkcja Produkcija o Depozycja
1110 TGF-B " Kolagenu
Produkcja
-6

v
Wibknienie

CD 22(-) CD 19(+) T
Produkcja Stymulacja Syntaza
autoprzeciwciat fibroblastéw kolagenu

> 41—

Rycina 2. Rola komorek w promocji widknienia u pacjentow z SSc

fibroblasty (stwierdzono zaréwno zwigkszone
surowicze stezenia IL-6, jak i zwigkszona pro-
dukcje w skorze), z kolei TGF-beta jest cytoki-
na nasilajacag wtéknienie .

Nasilone widknienie, indukowane to-
czacym si¢ zapaleniem, moze by¢ takze wyni-
kiem dziatania autoprzeciwcial wykrywanych
w twardzienie uktadowej. Autoprzeciwciata te,
na przyklad anty-ICAM-1, powoduja wzrost
produkcji reaktywnej formy tlenu (ROS, reac-
tive oxygen species) przez komorki Srédbtonka.

Zwigkszona produkcja ROS jest praw-
dopodobnie wtérna do niedokrwienia i uszko-
dzenia reperfuzyjnego zwigzanego z objawem
Raynauda. Reaktywne formy tlenu powoduja
uszkodzenie tkanek i widknienie, indukuja
apoptoze, prowadzaca do zwigkszonej ekspre-
sji ligandéw dla receptoréw Toll podobnych
(TLR, toll-like receptors), co indukuje aktywa-
cje odpowiedzi zapalnej [9, 21]. Autoprzeciw-
ciala anty-ETAR (endothelin-1 type A recep-
tor) stymuluja uszkodzenie tkanek i sg silnym
predyktorem owrzodzefi palcéw u pacjentéw
z SSc. W twardzinie ukladowe] stwierdzono
takze autoprzeciwciata anty-CD22 gléwnemu
czynnikowi hamujacemu komérki B, co sprzy-
ja ich nadreaktywnosci. Udziat komérek B
w procesach widknienia polega réwniez na od-
dzialywania komérek B na limfocyty Th2, na-
silajac profibrotyczng odpowiedz Th2 (ryc. 2).

Komoérki B poprzez kontakt miedzy-
komorkowy indukuja dojrzewanie komorek
dendrytycznych. Jest coraz wigecej dowodow,
ze komorki B wspoéldzialajac z komorka-
mi dendrytycznymi, wzmacniaja odpowiedz
Th2. W ludzkiej agammaglobulinemi, gdzie
wystepuje pierwotny defekt komérek B obser-
wuje si¢ gldwnie odpowiedz Th1 zalezna [3].
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Kolejnym mechanizmem, ktérego zna-
czenie mocno akcentuje si¢ w ostatnich bada-
niach nad patogeneza choroby sa komoérki B
regulatorowe (Bregs, regulatory B-cells). Ko-
moérki B regulatorowe sa ostatnio opisanym
podtypem komérek B, ktére hamuja zapalenie
poprzez hamowanie réznicowania komorek
Th1l i Th17 i poprzez indukowanie Treg [22,
23]. Limfocyty B regulatorowe (Breg) od-
grywaja istotng rol¢ w utrzymaniu tolerancji
immunologicznej. Gléwna wlasciwoscia tej
populacji, pozwalajaca na ich identyfikacje,
jest zdolno$¢ do wydzielania IL-10 i prawdo-
podobnie réwniez IL-35 [24]. Komorki Breg
indukowane sa w warunkach toczacego sie
stanu zapalnego i sa zdolne do jego ogranicza-
nia. Wyrdznia sie¢ dwa podtypy komorek Bregs
— transitional i memory.

Nowe badania wykazuja, ze liczba ko-
morek Breg produkujacych IL-10 jest obnizo-
na w SSc, co jest kolejnym dowodem na role
tych komérek w tej chorobie. Stwierdzono, ze
dochodzi do obnizenia liczby komdrek Bregs
pamieci, szczegllnie w przewlektej chorobie
iw SSc zwigzanej z wiéknieniem ptuc [25]. Wy-
kazano ponadto odwrotna korelacje pomigdzy
Bregs i mianem przeciwciat przeciwko topo-
izomerazie I i przeciwcial przeciwko centro-
merom [3, 25] (ryc. 2).

Uwaza si¢, ze nawet wykazujace slaba
autoreaktywno$¢ limfocyty B, moga rozpoczy-
nac¢ rozwdj choroby autoimmunizacyjnej, jesli
otrzymaja ,,pomoc” od limfocytéw Th. Moze
do tego dochodzi¢ w przypadku, gdy antygen
wlasny jest fizycznie zwiazany z antygenem
obcym. Zachodzi wéwczas proces endocytozy,
indukowana jest ekspresja CCR7, limfocyt B
prezentuje obcy antygen aktywowanemu lim-



focytowi Th. Tak dochodzi do wspétpracy lim-
focytu T z receptorem specyficznym dla antyge-
nu obcego i autoreaktywnego limfocytu B, ktéry
rozpoczyna produkcje autoprzeciwcial [26].

Wazna sktadowa w rozwoju autoimmuni-
zacji jest wzmozona transmisja sygnalu przez
BCR. Kompleks CD22/Siglec-2 odgrywa istot-
na role w negatywnej regulacji tej transmisji
przez BCR. Nieprawidtowe warianty SIAE/Si-
glec wystepuja u 0s6b z chorobami autoimmu-
nizacyjnymi [27].

Kilkanascie procent immunoglobuliny G
stanowig tak zwane przeciwciata asymetryczne
w klasie IgG. Moga one wiazaé antygen tylko
jednym fragmentem Fab, drugi natomiast jest
zablokowany przez weglowodany. Uwaza sig,
ze immunoglobuliny te pelnia funkcje regula-
cyjne [28].Okoto 10% limfocytéow B krwi ob-
wodowej wykazuje koekspresje dwdch rdznych
faficuchéw lekkich, w zwiazku z tym posiadaja
one dwa receptory BCR o odmiennej swoisto-
§ci, zmniejszajac w rezultacie ggstoS¢ recepto-
ra autoreaktywnego.

Autoreaktywne limfocyty B moga by¢
kontrolowane przez makrofagi i komorki
dendrytyczne, na przyktad poprzez produkcje
IL-6 i ekspresje CD40L, co hamuje przeksztat-
canie ich w komorki plazmatyczne.

Omawiajac mechanizmy tolerancji nie
mozna pomina¢ roli mediator6w wewnatrz-
komorkowych. Czasteczka TRAF-6 (tumor
necrosis factor receptor-associated factor 6) jest
biatkiem adaptorowym, bioracym udziat w we-
wnatrzkomérkowych procesach zachodzacych
po aktywacji wielu receptoréw o funkcji im-
munoregulacyjnej, czyli nadrodziny recepto-
row TNF, TG-beta, TCR i TLR. Czastecz-
ka TRAF6 aktywuje czynnik transkrypcyjny
NFkB, MAPK, PI3K i szlaki sygnalowe czyn-
nikéw regulatorowych interferonu. Jest to
bardzo wazna czasteczka zaréwno dla prawi-
dlowej aktywacji, jak i utrzymania homeostazy
uktadu odpornosci.

Prawidlowa funkcja ukladu immunolo-
gicznego polega nie tylko na rozpoznawaniu
i eliminacji obcych antygenéw, ale réwniez
na utrzymywaniu stanu tolerancji na antyge-
ny wlasne. W organizmie cztowieka powstaja
rowniez komoérki autoreaktywne, ktére przy
braku eliminacji lub odpowiedniej kontroli
zostaja aktywowane i prowadza do rozwinig-
cia si¢ choroby autoimmunizacyjnej. Dlatego
uktad immunologiczny rozwinat szereg mecha-
nizméw prowadzacych do eliminacji komdrek
rozpoznajacych antygeny wilasne lub do ich
,Wyciszenia” w mechanizmie zwanym toleran-

Breg Treg
zmniejszona liczba

Limf T CD4 limf B

Lo

Th 2 autoprzeciwciafa

Rycina 3. Rola limfocytow Bregs — zmniejszona liczba Bregs
utatwia aktywacje Th2 i produkcije autoprzeciwciat

cja immunologiczna. Przywrdcenie stanu tole-

rancji stanowi wazny cel terapii choréb auto-

immunizacyjnych [29].

Wykorzystujac wiedz¢ na temat pato-
mechanizméw rozwoju choroby, prébuje sie
wdrozy¢ rézne terapie, sa to miedzy innymi:
— terapia powodujaca deplecje komoérek B

(B-cell depleting therapy) z uzyciem prze-
ciwciala monoklonalnego anty-CD20 (ry-
tuksymab Rtx) zmniejsza wtdknienie skory
i stabilizuje/poprawia funkcje ptuc [30-33];

— neutralizacja IL-6 przez tocilizumab (prze-
ciwcialo monoklonalne skierowane prze-
ciwko receptorowi dla IL-6) zmniejszato
stwardnienie skory [3, 34];

— rozwaza si¢ takze terapeutyczng role du-
zych dawek dozylnie podawanych immu-
noglobulin (iv Ig) w twardzinie uktadowe;j,
wykorzystujac wielokierunkowe dziatanie
na rézne komdrki immunologiczne i me-
diatory.

Mechanizm immunosupresyjnego dzia-
tania duzych dawek immunoglobulin nie jest
do kofica poznany, postuluje si¢ liczne praw-
dopodobne mechanizmy dziatania. Poprzez
receptor dla fragmentu FclgG moga wplywaé
na aktywno$¢ réznych komorek ukladu od-
pornosciowego. Wykazano, ze iv Ig prowadza
do apoptozy komérek T i przywracaja réw-
nowage cytokin przeciw- i prozapalnych, ha-
muja produkcj¢ przeciwcial przez komorki B,
wplywaja na kaskade¢ dopelniacza. Podawanie
duzych dawek iv Ig hamuje réwniez réznico-
wanie i dojrzewanie komorek dendrytycznych
(DC, dendritic cells) i zmniejsza ich zdolnos¢
do prezentacji antygenéw i aktywacji limfocy-
téw T. Ponadto dziatanie przeciwzapalne du-
zych dawek iv Ig wynika z wielu innych nieim-
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Tabela 1. Wptyw sktadowych immunoglobulin na uktad odpornosciowy (wg [35])

Fragment Efekt dziatania
Immunoglobuliny
Fragment Fc — Zahamowanie fagocytozy

— Zahamowanie ADCC (cytotoksycznosci komorkowej zaleznej od przeciwciat (antibody-de-
pendent cell-mediated cytotoxicity)

— Wptyw na wytwarzanie i krazenie przeciwciat za posrednictwem FcR

— Zahamowanie dojrzewania komorek dendrytycznych zmniejszenie ich zdolno$ci do prze-
twarzania i prezentacji wtasnych antygenow oraz aktywacji limfocytow T

— Hamowanie wigzania kompleksow immunologicznych z FcR

— Wptyw na aktywno$¢ CD4 (Treg-CD4+CD25+FOXP3+)

Fragment Fab

— Przeciwciafa antyidiotypowe

§ciwosciach przeciwzapalnych

— Zahamowanie namnazania komorek

— Modulacja procesu apoptozy (CD95) i cyklu komoérkowego
— Aktywacja swoistych limfocytow

— Wptyw na proces adhezji komorek

— Wplyw na stezenie cytokin (obnizenie produkcji IL-12 i zwigkszenie produkcji IL-10 o wia-

— Przeciwciata przeciwko patogenom
— Hamowanie aktywacji dopetniacza

Pozostate sktadniki
obecne w preparacie — cytokiny
lin—ivIg — czastki HLA

— rozpuszczalne CD4, CD8

dozylnych immunoglobu- | — rozpuszczalne inhibitory cytokin

Zwiazki o wtasnosciach immunoregulacyjnych np.

munologicznych mechanizméw, preparat do
zastosowania terapeutycznego zawiera prze-
ciwciata przeciwko cytokinom, rozpuszczalne
CD4 i CDS§, czasteczki HLA, ktérych obecnos¢
w duzych iloSciach nasila dzialanie immuno-
modulujace [35]. Znane obecnie mechanizmy
immunosupresyjnego dziatania immunoglobu-
lin zebrano w tabeli 1.

PERSPEKTYWY TERAPEUTYCZNE
NA PRZYSZLOSC

Zwigkszona ekspresja CD19 na komor-
kach B we wczesnej twardzinie ukladowej
i znaczne zmniejszenie produkujacych IL-10
Bregs powoduje autoagresj¢ komérek B i czy-
ni te punkty uchwytu atrakcyjnymi celami tera-
peutycznymi.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach dokonat si¢ znaczacy
postep w rozumieniu mechanizméw tolerancji
immunologicznej oraz roli jaka w jej utrzy-
maniu odgrywaja limfocyty T, B, komérki od-
powiedzi wrodzonej. Przelamanie tolerancji
immunologicznej na wielu etapach skutkuje
rozwojem choréb autoimmunizacyjnych.
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Twardzina uktadowa jest ciagle ,,tajemni-
cza” chorobg o nie do kofica jasnych wspotza-
leznoSciach, pomigdzy zachodzacym procesem
autoimmunologicznym a konsekwencjami kli-
nicznymi, ale caly czas trwaja proby poznania
mechanizméw patogenetycznych lezacych
u podstaw tej choroby, co umozliwi skutecz-
niejsze postgpowanie terapeutyczne.

Podsumowujac wyniki toczacych si¢ ba-
dan nad patogeneza choroby, mozna uwzgled-
ni¢ nastepujace mechanizmy:

— komorki B sa hiperaktywne w twardzi-
nie uktadowej;

— dochodzi do nadekspresji CD19;

— komorki B moga produkowac promujace
wldknienie cytokiny: IL-6, TGF-beta;

— autoprzeciwciala stwierdzane w twardzie-
nie ukladowej moga nasila¢ indukowane
zapaleniem wiéknienie w SSc;

— komorki B promuja profibrotyczna odpo-
wiedz Th2;

— komorki B regulatorowe Bregs (regulatory B-
-cells) produkujace IL-10 sa obnizone w SSc.

Poznanie roli tych mechanizméw w twar-
dzinie uktadowej, wciaz jeszcze niezbadanej
do kofica chorobie, i opracowanie nowych
strategii terapeutycznych o réznych punktach
uchwytu jest celem toczacych sie badaf.




