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Streszczenie

Wprowadzenie: Pobranie ptynu stawowego w reumatoidalnym zapaleniu stawow (RZS)
umozliwia wglad w miejscowg aktywno$¢ zapalenia. W patogenezie zmian stawowych
gtéwna role petnig komoérki T, w tym dodatnie z ligandami receptoréw $mierci: Ligand
Fas (FasL) i TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). W terapii RZS lekiem
pierwszego rzutu jest metotreksat (MTX), w leczeniu uwzglednia si¢ m.in. glikokortyko-
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steroidy (metyloprednizolon) i niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ). Mato wiado-
mo o wplywie leczenia na profil immunologiczny ptynu stawowego w RZS.

Cel pracy: Scharakteryzowanie wptywu leczenia metyloprednizolonem i MTX na obraz
cytoimmunologiczny ptynu stawowego w RZS.

Materiat i metody: Ptyn stawowy pobrano od chorych z RZS leczonych metyloprednizo-
lonem (n=11) i MTX (n=6). Grup¢ kontrolng stanowili chorzy przyjmujacy tylko NLPZ
(n=19). Zbadano catkowitg liczbe komodrek (CLK), odsetek krwinek biatych i fenotyp
subpopulacji limfocytow plynu stawowego, w tym ekspresje FasL i TRAIL na komor-
kach Thi Tec.

Wyniki: Stwierdzono spadek CLK ptynu u chorych leczonych metyloprednizolonem lub
MTX. W grupie MTX wzrosta warto§¢ indeksu CD4/CD8 (mediany: 1,2 vs 0,7, p<0,05)
w porownaniu z grupg NLPZ. Metyloprednizolon zmniejsza odsetek limfocytow T FasL+
i TRAIL+ (np. mediana CD8+TRAIL+ 12,0% u leczonych metyloprednizolonem, w po-
réownaniu z 19,2% w grupie NLPZ, p<0,05; test U-Manna-Whitneya).

Whioski: W plynie stawowym chorych leczonych metyloprednizolonem wystapito obni-
zenie markeré6w cytotoksycznosci limfocytow w porownaniu z grupa leczona wylacznie
NLPZ. Rownolegte zmiany grupy MTX nie byly znamienne. Wysoka warto$¢ indeksu
CD4/CD8 w grupie leczonej MTX wynika prawdopodobnie z preferencyjnej eliminacji
komorek cytotoksycznych. Badanie cytoimmunologiczne ptynu stawowego moze mie¢
znaczenie w ocenie skutecznosci leczenia RZS.

Stowa kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawow, ptyn stawowy, metotreksat, metylo-
prednizolon

Wprowadzenie

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest przewlekla, uktadowsq choroba tkan-
ki tacznej o podtozu autoimmunologicznym, dotyczaca ok. 1% populacji. Cha-
rakteryzuje si¢ nieswoistym, symetrycznym zapaleniem btony maziowej stawow
oraz wystgpowaniem licznych zmian pozastawowych. Najbardziej typowymi
objawami sg narastajacy bol, sztywno$¢ poranna oraz obrzgki matych stawow.
Przebieg RZS ma charakter przewlekty, z okresami zaostrzen i remisji, czgsto
agresywny, prowadzacy do postgpujacego niszczenia struktur stawu i tkanek
okotostawowych, a w konsekwencji do niepelnosprawnosci chorego [1-3].
Etiologi¢ RZS poznano tylko czesciowo; przyjmuje si¢, ze gtdéwna role
w patogenezie odgrywaja mechanizmy autoimmunizacyjne, w tym przede
wszystkim aktywowane limfocyty T, makrofagi i komorki dendrytyczne, stano-
wigce zrodto cytokin prozapalnych. Istotne znaczenie przypisuje si¢ tez limfocy-
tom B jako bezposrednio odpowiedzialnym za syntez¢ m.in. jednego z markerow
immunologicznych RZS (czynnika reumatoidalnego) oraz pojawienie si¢ prze-
ciwciat anty-cytrulinowych, wysoce swoistych dla choroby [4-8]. Niewatpliwie
wazng rol¢ w rozwoju choroby odgrywaja czynniki genetyczne; ustalono, ze ry-
zyko zachorowania na RZS jest kilkukrotnie wyzsze u 0sob z ekspresja niekto-
rych antygendéw uktadu zgodnosci tkankowej klasy Il (zwtaszcza HLA-DR1B
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i —DRB4). Wskazuje si¢, ze zakazenia wirusowe (np. EBV) i bakteryjne (jak
Porphyromonas gingivalis), moga w drodze reakcji krzyzowej uruchomic proces
autoimmunizacji u predysponowanych genetycznie osob [2,4].

Postepy w zrozumieniu patofizjologii choroby prowadza do opracowa-
nia nowych strategii terapeutycznych, jednak wcigz leczenie RZS ma na celu
przede wszystkim osiggniecie remisji klinicznej, tj. uzyskania stanu bez dodat-
kowych cech aktywnosci choroby. Stosowane sa niesteroidowe leki przeciw-
zapalne (NLPZ), glikokortykosteroidy (GKS) oraz leki modyfikujace przebieg
choroby (LMPCh): syntetyczne i biologiczne. Wtasnie LMPCh petig kluczowa
role w farmakoterapii choroby. Ich zastosowanie pozwala na znaczng poprawe
kliniczng i powoduje obnizenie stezenia czynnika reumatoidalnego oraz norma-
lizacje markeréw stanu zapalnego (CRP i OB). Najczesciej stosowanym lekiem
z tej grupy jest metotreksat (MTX), uznawany za najskuteczniejszy i wybiera-
ny jako lek pierwszego rzutu, zwitaszcza u chorych z agresywnym przebiegiem
RZS. MTX jest posrednim inhibitorem syntezy cytokin prozapalnych i meta-
loproteinaz. Jego korzystny wpltyw wigze si¢ m.in. z hamowaniem proliferacji
limfocytow, syntezy leukotrienow, interleukiny-2 i samego czynnika reumato-
idalnego [9,10]. Jednak tylko w pojedynczych badaniach oceniono bezposredni
wplyw MTX na parametry biochemiczne i immunologiczne we krwi, tym mniej
wigc wiadomo o tych parametrach w ptynie stawowym chorych. Druga grupe po-
wszechnie stosowanych $rodkéw w RZS stanowia glikokortykoidy, najczesciej
metyloprednizolon. Glikokortykoidy wdrazane sa w celu szybkiego wyciszenia
reakcji zapalnej, a podawanie ich w skojarzeniu z lekami modyfikujacymi prze-
bieg choroby pomaga m.in. zahamowac tworzenie ubytkow kostnych w przebie-
gu RZS [11]. Zgodnie z obowigzujagcym algorytmem leczenia reumatoidalnego
zapalenia stawow wg zalecen EULAR 2016 [12] w przypadku braku skuteczno-
$ci dotychczasowej terapii — a wezesniej u mtodych chorych z agresywna posta-
cig RZS — wdrazane s leki biologiczne. Najczesciej sg to przeciwciata monoklo-
nalne, skierowane przeciwko wybranym czynnikom przeciwzapalnym [13,14].

Pomimo stosowania adekwatnego leczenia konwencjonalnego nie udaje
si¢ catkowicie powstrzymac postepujacych zmian stawowych. Z kolei nieleczo-
ne RZS skutkuje powazng niepetnosprawnos$cia narzadu ruchu i przedwczesnym
zgonem [15]. Nalezy podkresli¢, ze narzad ruchu, co oczywiste, nie jest jedynym
obszarem patologii RZS, nawet nie jest do konca pewne, czy chronologicznie
pierwszym — ale z pewnoscig najbardziej charakterystycznym. Na nim tez skon-
centrowano si¢ w niniejszej pracy.

Zbadano w niej poszczegodlne populacje leukocytow w miejscowym, doty-
czacym stawow, odczynie zapalnym RZS. Zmiany zachodzace w tkankach stawu
znajduja odzwierciedlenie w sktadzie plynu stawowego, dokonano zatem proby
scharakteryzowania obrazu cytologicznego i immunologicznego plynu stawowe-
go chorych z RZS. Uwzgledniono zmiang catkowitej liczby komorek, a takze od-
setek populacji krwinek biatych ptynu. W przypadku komoérek T zbadano kom-
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pozycje ich subpopulacji (CD4+, w uproszczeniu traktowanych jako komorki
pomocnicze Th, oraz CD8+, jako komorki cytotoksyczne Tc). Okreslono odsetek
komorek T z ekspresjg antygenu wezesnej aktywacji HLA-DR. W pracach nad pa-
togenezg RZS wykazano oporno$¢ fibroblastow tuszczki stawowej (fibroblast-li-
ke synoviocytes, FLS) na proces apoptozy [16,17]. W zwiagzku z tym zwrocono
szczegblng uwage na mozliwy potencjat cytotoksyczny komorek CD4+ i CD8+
z koekspresja ligandow receptorow $mierci FasL+ i TRAIL+ (TNF-related apop-
tosis-inducing ligand). Prawdopodobnie sa one zdolne do indukcji programowa-
nej $mierci komorek docelowych. Moga tym samym dziala¢ dwojako: niszczy¢
tkanki stawowe, ale tez i hamowac zapalenie, poprzez wywotanie apoptozy ko-
morek tuszczki. Pierwsze z tych potencjalnych dziatan nie jest korzystne, drugie
tak. Majac tak okreslony punkt odniesienia (obraz ptynu stawowego u chorych
nieleczonych lub tylko leczonych lekami grupy NLPZ), zajeto si¢ w niniejszej
pracy doktadna oceng wptywu leczenia metotreksatem i metyloprednizolonem na
obraz cytoimmunologiczny plynu chorych z RZS.

Material i metody

Grupy chorych
Ptyny stawowe pozyskano z Oddzialu Urazowo-Ortopedycznego Samodziel-
nego ZOZ MSW Szpitala w Krakowie (ul. Kronikarza Galla 25) oraz z Kliniki
Reumatologii i Uktadowych Chordb Tkanki t.acznej Szpitala Uniwersyteckiego
nr 2 im dr. Jana Biziela w Bydgoszczy. Chorzy zostali poinformowani o celach
i procedurach badania i wyrazili swiadoma zgode na swdj udziat (zgoda Komisji
Bioetycznej UMK nr 709/2016) Wiaczono chorych: 1) leczonych tylko lekami
grupy NLPZ — doustnie lub miejscowo, zwykle od wielu miesiecy (lub niele-
czonych), w szczegolnosci nieleczonych preparatami GKS ani LMPCh (n=19);
2) leczonych lekami grupy NLPZ i preparatami GKS, zwykle metyloprednizolo-
nem 4-8 mg p.o. (n=11); 3) leczonych lekami grupy NLPZ i MTX (n=6), dawka
15 mg na tydzien. Chorzy przyjmowali leki przez co najmniej miesigc przed po-
braniem ptynu stawowego (artropunkcji).

Dane demograficzne badanych chorych, a takze podstawowe informacje
kliniczne przedstawiono w tabeli 1.

Badanie cytologiczne plynu stawowego

Punktowano staw kolanowy. Uzyskiwano kilka—kilkanascie mililitrow ptynu,
zwykle zapalnego typu Il (rzadko III) [18]. Obliczano catkowita liczbe komo-
rek w plynie stawowym przy uzyciu komory Biirkera (liczbe komorek zliczano
w 25 matych kwadratach, mnozono przez rozcienczenie i wyrazano w dziesiat-
kach tysiecy; wynik przedstawiono jako liczbe krwinek biatych w 1 ml ptynu).
Zywotnoé¢ komoérek badano z uzyciem biekitu trypanu (ptyn mieszano z barw-
nikiem w proporcji 1:1, mieszanine w ilosci 8—10uL naktadano do komory, wy-
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nik prezentowano jako odsetek zywych krwinek bialych). Szczegdty opisano
uprzednio [19].

Tabela 1. Kliniczne i demograficzne dane pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawow (RZS)

Liczba pacjentow [n] 36
Wiek [lata] (§rednia = SD) 23-79 (57,86 £ 11,63)
Ple¢ (K:M) 29:7

Czas trwania RZS [miesiace]

- +
(érednia + SD) 10-160 (130,45 +13,42)

Obecnos¢ RF [% pacjentow] 80
Leczenie NLPZ [% pacjentow] 100
Leczenie tylko NLPZ [n] 19
Leczenie NLPZ + GKS [n] 11
Leczenie NLPZ + MTX [n] 6
CII:eIiz(:lT(i;Tllz ;iEPZD 1899x10° kom/ml + 49x10°
(itigegfgazi?g) 728 x10° kom/ml + 81x10°
igigﬁ‘s;‘; f iﬂ\/lx) 905 x10° kom/ml + 22 x10°

n — liczba chorych, K — kobiety, M — me¢zczyzni, SD — odchylenie standardowe (ang. standard deviation, SD),
RZS - reumatoidalne zapalenie stawow, RF — czynnik reumatoidalny, NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapal-
ne, CLK — catkowita liczba komorek, SEM — standardowy btad pomiaru (ang. Standard Error of Measurement,
SEM), GKS - glikokortykosteroidy

Preparaty cytologiczne uzyskiwano w drodze cytowirowania (80g, Smin.,
cytowirdwka Sigma 4K15, 10740, Osterode am Harz Germany); barwiono row-
nolegle dwiema technikami — hematoksylina-eozyna (HE) i May-Gruenwald-
-Giemsa (MGQ). Preparaty poddawano analizie cytologicznej, zliczajac co naj-
mniej po 200 komoérek z preparatu. Obliczano $rednie arytmetyczne warto$ci
odsetkdéw: limfocytéw, granulocytow (z reguty byly to neutrofile, nie odnoto-
wano eozynofilow) i makrofagow (wliczano tu mtode monocytoidalne komorki
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uktadu makrofagoéw, niekiedy opisywane jako ,,monocyty”). Szczegoly opisano
uprzednio [20].

Badanie immunologiczne ptynu stawowego

Zastosowano cytometri¢ przeptywowa (FACScan Becton-Dickinson, San Jose,
CA, USA) i typowanie fenotypu limfocytow ptynu stawowego technika wielo-
kolorowej immunoflurescencji bezposredniej. Oznaczano odsetek komoérek T
(CD3+), NK [CD3-(CD16+1lub56+)], B (CD19+), Th (CD4+) oraz Tc (CD8+).
Marker HLA-DR+ w koekspresji z CD3+ wskazywat na poziom wczesnej nie-
swoistej aktywacji komoérek T. Badano odsetek komoérek Th i Tc dodatnich z mar-
kerami FasL i TRAIL, tj. ligandami receptorow $mierci drogi zewnatrzpochodne;j
apoptozy; limfocyty FasL.+ oraz TRAIL+ traktowano jako komorki o czynnosci
cytotoksyczne;j.

Procedurg typowania opisano uprzednio [20]. W skrécie, komorki ptynu
stawowego w ilosci 50-150 x 10* w pojedynczej probce inkubowano z nasyca-
jacymi objetosciami odpowiednich przeciwcial monoklonalnych w temperatu-
rze pokojowej w ciemnosci (30 min), ptukano roztworem PBS z azydkiem sodu
0,1%, utrwalano w 250pL PBS z formaldehydem 2% i zbierano w cytometrze
przeplywowym w ciggu 48 godzin od pobrania. Wszystkie wirowania prowadzo-
no przez 8 min. (300g, temp. pokojowa).

W tabeli 2 zestawiono uzyte w pracy mysie przeciwciata monoklonalne,
skierowane przeciw antygenom ludzkim; uwzgledniono fluorochromy i pasma
fluorescencji, w ktorych badano koekspresj¢ odp. markerow. Ludzki antygen
CD45 postuzyt jako kontrola dodatnia, mysie surowice nieswoiste, zgodne idio-
typowo z przeciwciatami swoistymi (,,roboczymi”) i sprz¢zone z wlasciwymi
barwnikami — jako kontrola ujemna. Pole limfocytéw ptynu (,,bramka limfocy-
towa”) definiowano w ukladzie parametrow CD45/SSC (boczne rozproszenie
Swiatla, ang. side scatter), a markery podczas analizy bramki ustawiano tak, by
nieswoiste dodatnie $swiecenie komorek we wszystkich badanych w pracy ka-
natach fluorescencji nie przekraczato 5% limfocytow. Szczegoty przedstawiono
uprzednio [20].

Metody statystyczne

Postuzono si¢ programem Statistica 12.0. Podstawowe dane demograficzne i kli-
niczne chorych (tabela 1) zaprezentowano jako §rednie warto$ci zmiennej + od-
chylenie standardowe (standard deviation, SD) i w razie potrzeby zakres warto-
$ci zmiennej (minimum-maksimum). Zmienne cytologiczne i immunologiczne,
w zwiazku z nieparametrycznym rozkladem zmiennych przedstawiano jako me-
diang =+ przedzial warto$ci miedzy pierwszym i trzecim kwartylem (zakres war-
tosci minimum-maksimum). Wyniki otrzymane w nierownych liczbowo grupach
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porownano testem U Manna-Whitneya (nieparametrycznym, z powodu wspo-
mnianego wyzej rozktadu zmiennych). Interpretacji wynikéw obliczen dokona-
no na podstawie wartosci prawdopodobienstwa (p), stosujac poziom istotnosci
statystycznej 0=0,05 (r6znice dla p<0.05 uznano za znamienne statystycznie).

Tabela 2. Zestawienie mysich przeciwcial monoklonalnych/surowic uzytych
w badaniu przeciw antygenom ludzkim lub stosowanych jako kontrola
izotypowa, z uwzglednieniem badania koekspresji w poszczegolnych

probkach
Pasmo fluorescencji / Kanat cytometru
Nr
Probki FL1 FL2 FL3
FITC PE PE-Cy5
Kontrola izotypowa
1
349526 (FL1+FL2) 555750 (FL3)
5 CD3 CD16+CD56+ CD45
561806 340042 555490
3 CD4 Fas Ligand CD8
555346 564261 555368
4 CD8 TRAIL CD4
557085 561784 555348
5 CD3 HLA-DR CD19
561806 555561 555414

Numery kat. wg firmy Becton-Dickinson Pharmingen™ (wszystkie przeciwciata);

Pasma fluorescencji cytometru: FL1 ($wiatto zielone), FL2 (jasnoczerwone), FL3 (ciemnoczerwone), FITC,
izotiocyjanian fluoresceiny (ang. fluorescein isothiocyanate), PE, fikoerytryna (ang. phycoerythrin), PE-Cy5,
fikoerytryna-cyjanina 5 (ang. Phycoerythrin — Cyanine-5).

Wyniki

Stwierdzono nieznamiennie statystycznie nizsze warto§ci CLK (tabela 1) i nizszy
odsetek limfocytéw w grupie leczonej MTX w poréwnaniu z grupg przyjmujaca
tylko NLPZ. Zarowno dla chorych leczonych metyloprednizolonem, jak i MTX
obserwowano nizszy odsetek makrofagow/monocytow (tabela 3).

Limfocyty T stanowig glowng populacje komoérek we wszystkich bada-
nych grupach. Wykazano istotne statystycznie, wyzsze wartosci odsetka limfo-
cytow T i Th oraz nizsze — odsetka komoérek NK w grupie przyjmujacej mety-
loprednizolon w poréwnaniu z grupg NLPZ. Jest mozliwe, ze wzrost odsetka
limfocytow T w grupie leczonej metyloprednizolonem wynika ze spadku liczby
limfocytow NK.
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Tabela 3. Sktad populacji krwinek biatych ptynu stawowego

Populacja Leczeni NLPZ! Leczeni prednizonem? Leczeni MTX3
e
Monocyty/Makrofagi [%] 42};?;[23)’ ? 3?":;5)’8 2(1’30_288’)8
Granulocyty [%)] 1?1?:;;9 l?izg)’l 22(’2210())’9

Wyniki przedstawiono jako mediana + SEM (zakres); brak réznic znamiennych migedzy grupami.

'Leczeni niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) doustnie badz miejscowo, bez glikokortykostero-
idow i LMChP (w tym lekow biologicznych).

2Leczeni NLPZ i prednizonem co najmniej od jednego miesigca przed pobraniem plynu 4-8mg/dzien.
3Leczeni NLPZ i metotreksatem (MTX) co najmniej od jednego miesigca przed pobraniem plynu w dawce
15mg/tydzien.

Zaobserwowano takze nizszy odsetek limfocytow cytotoksycznych
1 zwigkszony — limfocytow Th w grupie leczonej MTX w odniesieniu do gru-
py NLPZ (tabela 4). Istotna statystycznie okazata si¢ wyzsza warto$¢ stosun-
ku odsetka limfocytéw CD4+ do odsetka limfocytow CDS8+ (1,2) dla pacjen-
tow przyjmujacych MTX w poréwnaniu z grupa chorych leczonych wylacznie
NLPZ (0,7). W przypadku grupy przyjmujacej GKS stwierdzono niezamienng
statystycznie podwyzszong warto$¢ indeksu (0,85) w poréwnaniu z grupg NLPZ
(rycina 1).

Narycinie 2 uwage zwraca znamienny statystycznie wzrost odsetka komo-
rek T dodatnich z markerem aktywacji HLA-DR u chorych leczonych zar6wno
metyloprednizolonem (58%), jak i MTX (66,5%), w poréwnaniu do grupy przyj-
mujacej tylko NLPZ (27%). Nalezy w przysztosci rozwazy¢ uzytecznos¢ markera
HLA-DR+ na limfocytach CD3+ w decyzjach terapeutycznych (rozwini¢to poni-
zej, w czgsci ,,Dyskusja”).

Grupa leczona metyloprednizolonem charakteryzuje si¢ znamiennymi sta-
tystycznie nizszymi wartosciami odsetkow komoérek T, Th i Tc dodatnich z FasL
w stosunku do grupy leczonej wylacznie NLPZ. Grupa leczona MTX przyjeta
wartosci zblizone do chorych z grupy NLPZ (rycina 3).
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Tabela 4. Odsetek poszczegolnych subpopulacji limfocytow w ptynie

stawowym
Rodzaj komoérek Leczeni NLPZ! metylo;:lfleiz(i)lonemz Leczeni MTX?
e
i gm0 wms e
e g s e
Limfocyty NK [%] 1525;1)9 7(02*j33)8 1?25;‘)0
Limfocyty B [%] ! (’(())-il(;)“ 1’((();(:)’5 1’(51%2)’7

Wyniki przedstawiono jako mediana + SEM (zakres);

* (p<0,05) w poréwnaniu z chorymi nieleczonymi; test U Manna-Whitneya.

"Leczeni niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ) doustnie badZ miejscowo, bez glikokortykostero-
idow i LMChP (w tym lekow biologicznych).

2Leczeni metyloprednizolonem przez co najmniej miesigc przed pobraniem ptynu w dawce 4-8mg/dzien.

3Leczeni metotreksatem (MTX) otrzymywali lek przez co najmniej miesiac przed pobraniem ptynu w dawce
15mg/tydzien.
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NLPZ NLPZ + GKS NLPZ + MTX

0,0

7

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS — glikokortykosteroidy, MTX — metotreksat (* p<0,05 w po-
rownaniu z grupa leczona NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 1. Wartos$¢ indeksu CD4/CD8 w zalezno$ci od zastosowanego leczenia
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NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS — glikokortykosteroidy, MTX — metotreksat (* p<0,05 w po-

réwnaniu z grupa leczona NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 2. Odsetek limfocytow T (CD3+) dodatnich z markerem HLA-DR
w zalezno$ci od zastosowanego leczenia
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+GKS +MTX +GKS + MTX + GKS + MTX
FasL T FasL Th FasL Tc

NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS — glikokortykosteroidy, MTX — metotreksat (* p<0,05 w po-

réwnaniu z grupa leczong NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 3. Odsetki limfocytow Th (CD4+) i Tc (CD8+) dodatnich z markerem
FasL
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NLPZ — niesteroidowe leki przeciwzapalne, GKS — glikokortykosteroidy, MTX — metotreksat (* p<0,05 w po-
rownaniu z grupa leczona NLPZ; test U Manna-Whitneya)

Rycina 4. Odsetki limfocytow Th (CD4+) i Tc (CD8+) dodatnich z markerem
TRAIL

Odnotowano istotny statystycznie mniejszy udzial procentowy komoérek
T cytotoksycznych (CD8+TRAIL+) w grupie leczonej metyloprednizolonem
(12%) w stosunku do grupy leczonej tylko NLPZ (19,2%), przedstawiony na
rycinie 4.

Dyskusja

Analiza ptynu stawowego opierala si¢ na badaniu sktadu krwinek biatych, zaan-
gazowanych miejscowo w proces patologiczny w RZS. Istotna cz¢s¢ obserwacji
dotyczyta limfocytow T, stosunku komoérek pomocniczych do cytotoksycznych
(indeks CD4/CD8), okreslenia poziomu aktywacji komorek T oraz odsetka ko-
morek Th i Tc z markerami czynnosci cytotoksycznej TRAIL i FasL.
Interpretacje wynikow ptynu stawowego w RZS utrudnit brak odpowied-
niej proby kontrolnej, co wynikto ze zbyt matej ilosci materiatu uzyskiwanego
podczas artropunkcji oséb zdrowych (i jeszcze mniejszej liczby komorek) oraz
z oczywistych wzgledow bioetycznych — od 0s6b zdrowych plynu si¢ nie po-
biera. W niniejszej pracy, opisujacej parametry cytoimmunologiczne chorych
leczonych metyloprednizolonem i MTX, grupe kontrolng stanowili wigc chorzy
z reguty leczeni tylko preparatami NLPZ. Leczenie zostato podjete zgodnie z ak-
tualnie obowigzujacymi zaleceniami [12]. Stabg strong tak pomyslanego badania
jest mozliwo$¢ zaistnienia sytuacji, w ktorej osoby z grupy kontrolnej nie otrzy-
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maly bardziej agresywnego leczenia (GKS ani LMPCh) dlatego, ze charaktery-
zowaly si¢ wyjsciowo stabszym nasileniem zmian zapalnych. W tym kontekscie
wyniki pracy nalezy traktowac jako wstepne, a wnioskowanie jest celowo ostroz-
ne i wymaga potwierdzenia w wigkszej liczbie przypadkow, zwlaszcza powta-
rzanych artropunkcji tych samych chorych, co udato si¢ dotad wykonac jedynie
u pojedynczych 0sob (wynikow nie przedstawiano). Podsumowujac, porownanie
grupy leczonej NLPZ z leczong metyloprednizolonem i MTX (oraz NLPZ) nie
musi jednoznacznie okreslac¢ faktycznego wptywu danej terapii na parametry cy-
toimmunologiczne ptynu stawowego, na pewno jednak wyniki pracy daja podsta-
we do przemyslen i wstgpnych wnioskow [21].

W wynikach zwraca uwage duza liczba krwinek biatych, w tym granu-
locytow, limfocytow i makrofagéw/monocytéw w ptynie stawowym. W ocenie
zapalnego ptynu stawowego szczego6lna uwaga skupia si¢ na liczebnos$ci popu-
lacji neutrofiléw, ktore w RZS niszcza tkanki stawowe, produkujac w wielkich
ilo§ciach wolne rodniki i hydrolazy, w tym proteazy grupy MMP i katepsyny.
W RZS wykazano m.in. istotne obnizenie progu aktywacji neutrofilow, wyraza-
jace si¢ miedzy innymi wysoka ekspresja biatka receptorowego TREM1 (ang.
triggering receptor expressed in myeloid cells 1), co prowadzi posrednio do nasi-
lonego uwalniania interleukiny-8. Wysoka jest ekspresja ligandu dla aktywatora
receptora czynnika transkrypcyjnego NF«kB, czyli gtdéwnego czynnika odpowie-
dzialnego za generacje¢ cytokin prozapalnych i propagacj¢ zapalenia [22]. Media-
tory neutrofilow przyspieszajg proliferacj¢ blony maziowej i formowanie tuszcz-
ki, powoduja $mier¢ chondrocytow i niszczenie stawu. Chemokiny, TNF-a, I1-1§
oraz IL-6 aktywuja inne populacje krwinek biatych, w tym limfocyty T. Rowniez
temu celowi stuzy zjawisko netozy (ang. netosis), tj. programowanej genetycznie
$mierci z rOwnoczesng prezentacja antygenow limfocytom [23]. Interesujacym
sposobem oceny toczacego si¢ stanu zapalnego jest okreslenie stosunku neutro-
filow do limfocytéw (ang. neutrophil-lymphocyte ratio, NLR) w plynie stawo-
wym. W tym miejscu wypada zaznaczy¢, ze wg wartosci indeksu NLR limfocyty
peia w tkankach stawu rol¢ ochronna, neutrofile — szkodliwa [24]. Niestety,
w wynikach naszych badan warto§¢ NLR nie zmieniala si¢ istotnie w zalezno-
$ci od leczenia. Warto jednak odnotowac, ze gdyby liczbe neutrofilow w ptynie
stawowym przedstawi¢ w wartosciach bezwzglednych (vide tabela 2), to sa one
mniejsze w grupach leczonych MTX i metyloprednizolonem niz w grupie leczo-
nej NLPZ (niestety, réznice w odniesieniu do grupy chorych leczonych NLPZ nie
byty znamienne, dlatego ich szczegdtowo nie prezentowano).

Wazna grupa komorek odczynu swoistego w RZS sa limfocyty. Z reguty
wykazano dominacje¢ komorek T, z réznym, w zaleznos$ci od przypadku, odset-
kiem limfocytow NK i praktycznym brakiem komorek B. Wczesniej wykonany-
mi odczynami cytoimmunologicznymi udato si¢ wykaza¢ powszechna ekspre-
sje CD45R0 na populacji limfocytéw ptynu stawowego [nieprezentowane dane
wlasne]. Jest to zgodne z wczesniejszymi badaniami nad populacja komorek
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T w miejscu przewlektego odczynu zapalnego, ktora jest zdominowana przez
efektorowe komorki T (w RZS zwlaszcza komorki cytotoksyczne T CD8+ oraz
pomocnicze CD4+, Thl i Th17). By¢ moze obecna jest pewna liczba komorek
pamieci immunologicznej T [25,26]. Komdrki NK, chociaz wydajg si¢ petnic
drugorzedna rolg, to z pomoca IFN-y, TNF-q, limfotoksyny-f i uktadu perforyna/
granzymy niszczg tkanki stawowe oraz wptywaja na proces osteoklastogenezy
poprzez ekspresje RANKL, przyczyniajac si¢ do resorpcji kosci [21]. Udowod-
niono rowniez zdolno$¢ komorek NK do stymulacji limfocytow T i B [27]. Wg
naszej najlepszej wiedzy jeste§my pierwsi, ktorzy w $wietle wynikow pracy su-
geruja wpltyw preparatow GKS na redukcje czgstosci wystgpowania komorek NK
w plynie stawowym. Uwazamy to za zjawisko korzystne dla chorego. Limfocyty
T sa celem obu analizowanych tu lekéw — metyloprednizolonu i metotreksatu.
W przypadku GKS udokumentowano ich wptyw na liczbe oraz aktywno$¢ lim-
focytow T w RZS. GKS dziatajg na komorki T, hamujac ekspresj¢ cytokin proza-
palnych, np. IL-2, IL-6 i IFN-y, kluczowych w procesie aktywacji limfocytow T.
GKS moga wptywac na syntezg cytokin w momencie transkrypcji, translacji czy
potranslacyjnej modyfikacji biatek. Waznym celem molekularnym metylopredni-
zolonu jest wspomniany czynnik NF«xB, a wtornie — panel prozapalnych cytokin.
Juz pojedyncza dawka GKS moze wywota¢ limfopenig, i to dla kazdej z subpo-
pulacji limfocytow T [28]. GKS zwigkszaja podatnos¢ aktywowanych limfocy-
tow T na proces programowanej $Smierci [25]. Gugino 1 wsp. wykazali wptyw
MTX i metylprednizolonu (GKS) na populacj¢ limfocytow Th17 oraz komorek
Treg krwi obwodowej chorych z RZS. W inkubacji limfocytow z MTX zanoto-
wano spadek odsetka efektorowych limfocytow Th17 chorych z wezesnym RZS,
natomiast odsetek komorek Treg podlegat wzrostowi. W zaawansowanej postaci
RZS powyzsze zmiany byly stabiej zaznaczone. Wyniki dla GKS byly zblizo-
ne do grupy inkubowanej z MTX [29]. Z kolei Kremer i wsp. ocenili wptyw
36-miesigcznej terapii MTX na stezenia cytokin prozapalnych i odsetki subpo-
pulacji limfocytow T krwi obwodowej chorych z aktywna postacig RZS, wyka-
zujac spadek jedynie w przypadku komorek T pamigci o fenotypie CD4+CD29+.
Posrednio przyznano, ze wptyw MTX na limfocyty T moze zaleze¢ od miejsca
ich pobrania [30]. W wynikach naszej pracy skoncentrowano si¢ na fenotypie
zewnatrzkomorkowym limfocytow, wiec nie podzielono komoérek CD4+ na
subpopulacje czynnosciowe Thl, Th2, Th17 i nTreg. Za to zbadano limfocyty
w miegjscu ich bezposredniej czynnosci efektorowej — w stawie, a nie w krwi
obwodowej. Spadek rzeczywistej liczby limfocytow ptynu stawowego po poda-
niu MTX i metyloprednizolonu byt prawdopodobnie zamaskowany pozornym
wzrostem ich odsetka (rownolegle bowiem spadata miejscowo catkowita liczba
neutrofilow); niestety, spadek catkowitej liczby limfocytow miat w naszej nie-
zbyt licznej grupie, opracowanej w ramach wstepnych wynikow badan, charakter
nieznamienny. Jednak wydaje si¢, ze prace innych badaczy koncentrujg si¢ — nie
do konca zasadnie — na komorkach pomocniczych, podczas gdy w $wietle pre-
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zentowanych tu wynikéw wazniejszym celem obu rozwazanych lekow sa komor-
ki cytotoksyczne CD8+. Wyrazilo si¢ to znamiennym statystycznie: a) wzrostem
wzglednym odsetka limfocytow CD4+ w grupie leczonej metyloprednizolonem
oraz b) wzrostem indeksu CD4/CD8 w grupie leczonej metotreksatem. Sa to ory-
ginalne obserwacje pracy. Uwazamy je za korzystne dla chorego.

Uzupehiajgc dane literaturowe, wypada jeszcze nadmieni¢, ze MTX moze
dziata¢ posrednio, hamujac cytokiny odpowiedzialne za aktywacje limfocytow
T, w tym komorki cytotoksyczne. Dotyczy to miedzy innymi IL-1p, IL-6, IL-8
i IL-17, a wigc interleukin kluczowych w patogenezie RZS [30].

Mniej jasne sg wyniki (czyli wyraznie wyzsze odsetki) komoérek HLA-
-DR+ wsrod limfocytéow T ptynu stawowego chorych leczonych MTX i mety-
loprednizolonem, w poréwnaniu z grupg leczong NLPZ. Otéz wydaje sig, ze
ekspresja HLA-DR na komodrkach T odzwierciedla aktywno$¢ procesu choro-
bowego w RZS i ewentualng skuteczno$¢ leczenia [31]. Dane zaczerpnicte z li-
teratury fachowej nie sg jednoznaczne [32], wyniki pracy wymagaja wigc wery-
fikacji. Na chwile obecng stawiamy hipoteze, ze to wlasnie chorzy z aktywnym
przebiegiem RZS (i wyjsciowo wysokim odsetkiem komoérek CD3+HLA-DR+
w plynie stawowym) zostali poddani terapii MTX lub GKS, a wyniki naszych
badan odzwierciedlaja prawidlowy algorytm dziatan terapeutycznych; leczenie
moglo natomiast nie przetozy¢ si¢ na spadek (normalizacj¢) ekspresji markera
aktywacji limfocytow, tj. HLA-DR. Marker HLA-DR wydaje si¢ w tym ujeciu
mie¢ wyjsciowe znaczenie w podejmowaniu decyzji terapeutycznych.

W niniejszym badaniu skupiono si¢ na komorkach o potencjale cytotok-
sycznym z antygenami TRAIL i FasL, mogacymi indukowa¢ apoptoze komo-
rek docelowych, posiadajacych na powierzchni specyficzne receptory $mierci.
Zdolno$¢ do indukcji zaprogramowanej $mierci mozna interpretowa¢ dwojako.
W przypadku niszczenia komorek struktur stawowych jest to z oczywistych
wzgledow proces negatywny. Ale istniejg doniesienia, ze komorkami docelowy-
mi limfocytow sa aktywowane synowiocyty typu B, budujace tuszczke stawowa
[21,33,34]. Czynnos$¢ cytotoksyczna limfocytow mogtaby wiec hamowac proce-
su zapalny w RZS. Stad mogltby wtasnie wynikac korzystny prognostycznie efekt
niskiej wartosci indeksu NLR (vide wyzej). Przy interpretacji wynikow nalezy
wzig¢ pod uwage trzy okolicznosci: 1) Ligandy FasL i TRAIL podlegaja ekspre-
sji zardbwno na limfocytach cytotoksycznych CD8+, jak 1 komorkach CD4+; obie
populacje na poziomie efektorowym moga peli¢ czynno$¢ cytotoksyczna; 2)
Limfocyty T TRAIL+ generalnie uczestniczag w zabijaniu innych komorek, pod-
czas gdy limfocyty T FasL+ mogg takze indukowa¢ wtasng apoptozg — samoboj-
czg lub bratobdjcza [25]; 3) w ich powierzchniowej ekspresji (zwlaszcza FasL)
uczestniczy aktywacja NFxB, wazny cel molekularny metyloprednizolonu [35].

Podsumowujac, wydaje si¢ ze profil zmian wywotanych przez GKS (ni-
ska ekspresja FasL na limfocytach ptynu stawowego oraz stabiej zaznaczone
roéznice w zakresie ekspresji TRAIL) odpowiada ograniczaniu tuszczki stawo-
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wej przez komorki T, co jest korzystne dla chorego. Mniej jasne wydaja si¢
wyniki ekspresji ligandow receptoréw $mierci po metotreksacie. Przypuszczal-
nie poszerzenie prezentowanych tu wynikow wstepnych o kolejne przypadki
moze rzuci¢ wigcej $wiatta na to pasjonujace zagadnienie. Nalezy nadmieni¢, iz
dziatanie biatka TRAIL byto dotad rozwazane w przypadku badan dotyczacych
choréb nowotworowych. By¢ moze warto, w oparciu o przedstawione wyniki,
zwroci¢ uwage na potencjal tych komorek jako markera aktywnos$ci cytotok-
sycznej ptynu stawowego w RZS. Zakladamy, ze zebrane informacje utatwia
dobranie odpowiedniego leczenia.

Whioski

W zapalnie zmienionym ptynie stawowym chorych z RZS terapia metylopred-
nizolonem lub MTX skutkuje obnizeniem liczby komorek plynu. MTX moze
sprzyja¢ eliminacji komorek o fenotypie cytotoksycznym, na co wskazuje zna-
miennie wyzsza warto$¢ indeksu CD4/CDS8, w poréwnaniu z chorymi leczony-
mi tylko NLPZ. Wysoka ekspresja HLA-DR na limfocytach T ptynu stawowego
chorych leczonych metyloprednizolonem i MTX moze odzwierciedla¢ wstep-
ng wysoka aktywno$¢ procesu zapalnego, a nie wpltyw zastosowanego leczenia.
Metyloprednizolon z reguly obniza ekspresje TRAIL i FasL na limfocytach,
szczegolnie zaznaczony byl spadek wartosci odsetka limfocytow CD8+TRAIL+.
Mozna to zinterpretowac jako obnizenie potencjatu cytotoksycznego krwinek
ptynu stawowego. Badanie cytoimmunologiczne pltynu stawowego moze miec
znaczenie w ocenie skutecznosci leczenia RZS lub moze stanowi¢ pomocnicza
informacje¢ o koniecznos$ci wlaczenia odpowiedniego leczenia.

Bibliografia

L. Okada Y, Wu D, Trynka G et al. Genetics of rheumatoid arthritis contributes to
biology and drug discovery. Nature. 2014; 506: 376-381.

2. Aletaha D, Neogi T, Silman AJ et al. 2010 Rheumatoid arthritis classi cation cri-
teria: an American College of Rheumatology/European League Against Rheuma-
tism collaborative initiative. Arthritis Rheum. 2010; 62: 2569-258]1.

3. Scott DL, Wolfe F, Huizinga TW. Rheumatoid arthritis. Lancet. 2010; 376: 1094—
1108.

4. Bellucci E, Terenzi R, La Paglia GMC et al. One year in review 2016: pathoge-
nesis of rheumatoid arthritis. Clinical and Experimental Rheumatology. 2016; 34:
793-801.

5. Van Venrooij WIJ, Van Beers JJ, Pruijn GJ. Anti-CCP Antibody, a Marker for the
Early Detection of Rheumatoid Arthritis. Ann NY Acad Sci. 2008; 1143: 268-285.

6. Steiner G, Smolen J, Autoantibodies in rheumatoid arthritis and their clinical si-
gnificance. Arthritis Researches. 2002; 4: 1-5.



44 E.WEDROWSKA, M. LIBURA, M. CHMIELARSKI, B. GRAD, J. GOLINSKA ET AL.

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Darrah E, Andrade F. Rheumatoid arthritis and citrullination. Current Opinion in
Rheumatology. 2018, 30: 72-78.

Doorenspleet ME, Klarenbeck PL, de Hair MJ et al. Rheumatoid 47. arthritis sy-
novial tissue harbours dominant B-cell and plasma-cell clones associated with
autoreactivity. Ann Rheum Dis. 2014; 73: 756-762.

Filipowicz-Sosnowska A, Stanistawska-Biernat E, Zubrzycka-Sienkiewicz A.
Reumatoidalne zapalenie stawow. Reumatologia. 2004; 42 (1): 1-16.

Katchamart W, Trudeau J, Phumethum V, Bombardier C. Methotrexate monothe-
rapy versus methotrexate combination therapy with non-biologic disease modify-
ing anti-rheumatic drugs for rheumatoid arthritis. Cochrane Database Syst Rev.
2010; 14 (4): 495-502.

Ttustochowicz W, Brzosko M, Filipowicz-Sosnowska A et al. Stanowisko Zespotu
Ekspertow Konsultanta Krajowego ds. Reumatologii w sprawie diagnostyki i te-
rapii reumatoidalnego zapalenia stawow. Reumatologia. 2008; 46: 111-114.
Smolen J.S., Landewé R, Bijlsma J et al. EULAR recommendations for the ma-
nagement of rheumatoid arthritis with synthetic and biological disease-modifying
antirheumatic drugs: 2016 update. Annals of the Rheumatic Diseases. 2017; 76:
960-977.

Zimmermann-Gorska I. Zastosowanie lekow biologicznych w chorobach reuma-
tycznych. Przew Lek. 2007; 3: 40-47.

Zimmermann-Gorska 1. Postepy w diagnostyce i terapii w reumatologii. Przew
Lek. 2008; 1: 124-128.

Scott DL, Wolfe F, Huizinga TW. Rheumatoid arthritis. Lancet. 2010; 376 (9746):
1094-108.

Liu H, Pope MR. The role of apoptosis in rheumatoid arthritis. Current Opinion in
Pharmacology. 2003; 3: 317-322.

Darrieutort-Laffite C, Boutet MA, Chatelais M et al. IL-1f and TNFa promote
monocyte viability through the induction of GM- CSF expression by rheumatoid
arthritis synovial fibroblasts. Mediators of Inflammation, 2014; 1-10.
Zimmermann-Gorska I, Bialkowka-Puszczewicz G, Puszczewicz M. Atlas plynu
stawowego. Wyd. Lekarskie PZWL, 1995.

Balicka-Slusarczyk B, Dyczek A, Marszatek A et al. Wybrane cytokiny i ich re-
ceptory w dolnych drogach oddechowych palaczy papierosow. Czy dym tytoniowy
wplywa na stan polaryzacji immunologicznej Th1/Th2 w srodmigzszowych choro-
bach ptuc?. Przegl. Lek. 2011; 68 (10): 684—688.

Kopinski P, Szczeklik J, Lackowska B et al. Flow cytometric characteristics of
alveolar lymphocytes obtained by bronchoalveolar lavage (BAL) in the control
group - proposal of normal value range of AL subsets in non- smokers. Central Eur
J Immunol. 2004; 29: 63-72.

Guo X, Wang Y, Xu D et al. Rheumatoid arthritis: pathological mechanisms and
modern pharmacologic therapies. Review article. Bone Research. 2018; 6: 15.
Poubelle PE, Chakravarti A, Fernandes MJ et al. Differential expression of RANK,
RANK-L, and osteoprotegerin by synovial fluid neutrophils from patients with
rheumatoid arthritis and by healthy human blood neutrophils. Arthritis Res Ther.
2007; 9 (2): R25.



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

OBRAZ CYTOIMMUNOLOGICZNY PLYNU STAWOWEGO... 45

Cecchi I, Arias de la Rosa I, Menegattia E et al. Neutrophils: Novel key players
in Rheumatoid Arthritis. Current and future therapeutic targets. Autoimmun Rev.
2018, Sep 11. pii: S1568-9972(18)30216-7.

Abd-Elazeem MI, Mohamed RA. Neutrophil-lymphocyte and platelet-lymphocyte
ratios in rheumatoid arthritis patients: Relation to disease activity. The Egyptian
Rheumatologist. 201710.1038/s41413-018-0016-9.

Kopinski P. Badania nad apoptozq limfocytow pecherzykowych w wybranych
srodmigzszowych chorobach ptuc [rozprawa habilitacyjna]. Bydgoszcz 2012.
Mellado M, Martinez-Muioz L, Cascio G et al. T Cell Migration in Rheumatoid
Arthritis. Front Immunol. 2015; 6: 384.

Ahern DJ., Brennan FM. The role of Natural Killer cells in the pathogenesis of
rheumatoid arthritis: Major contributors or essential homeostatic modulators?.
Immunology Letters. 2011; 136: 115-112.

Townsend HB, Saag KG. Glucocorticoid use in rheumatoid arthritis: Benefits,
mechanisms, and risks. Clinical and Experimental Rheumatology. 2004; 22 (35):
77-82.

Guggino G, Giardina A, Ferrante A et al. The in vitro addition of methotrexate and/
or methylprednisolone determines peripheral reduction in Thl7 and expansion of
conventional Treg and of IL-10 producing Th17 lymphocytes in patients with early
rheumatoid arthritis. Rheumatology International. 2015; 35 (1): 171-175.
Kremer JM, Lawrence DA, Hamilton R et al. Long-term study of the impact of
methotrexate on serum cytokines and lymphocyte subsets in patients with active
rheumatoid arthritis: correlation with pharmacokinetic measures. RMD Open.
2016; 2:¢000287.

Libura M. Wplyw podanego dostawowo autologicznego osocza bogatoplytkowe-
go (platelet-rich plasma, PRP) na miejscowy obraz cytoimmunologiczny w reu-
matoidalnym zapaleniu stawow. Ocena hamowania potencjatu cytotoksycznego
limfocytow plynu stawowego [rozprawa doktorska]. Bydgoszcz 2018 (w przygo-
towaniu).

Dulic S, Vasarhelyi Z, Sava F et al. T-Cell Subsets in Rheumatoid Arthritis Pa-
tients on Long-Term Anti-TNF or IL-6 Receptor Blocker Therapy. Mediators of
Inflammation. 2017; 2017:6894374.

Malemud CJ. Matrix Metalloproteinases and Synovial Joint Pathology. Prog Mol
Biol Transl Sci. 2017; 148: 305-325.

Bartok B, Firestein GS. Fibroblast-like synoviocytes: key effector cells in rheuma-
toid arthritis. Immunological Reviews. 2010; 233 (1): 233-255.

Allen LV Jr, Yanchick VA, Maness DD. Dissolution rates of corticosteroids utili-
zing sugar glass dispersions. ] Pharm Sci. 1977; 66 (4): 494—497.



46 E.WEDROWSKA, M. LIBURA, M. CHMIELARSKI, B. GRAD, J. GOLINSKA ET AL.

Cytoimmune image of synovial fluid in rheumatoid arthritis.
Evaluation of the impact of selected treatment methods

Abstract

Introduction: Synovial fluid aspiration of patients with rheumatoid arthritis (RA) pro-
vides important information on the activity of the local inflammation. Synovial T lym-
phocytes, including cells positive with ligands of death receptors, i.e. Fas ligand (FasL)
and TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand), both of which play an important
role in RA pathogenesis. The first-line treatment of RA is methotrexate (MTX), but glu-
cocorticoids (as prednisone) and non-steroid anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are also
used. The impact of treatment on the immune profile of synovial fluid in RA has not yet
been cleared.

Objective: Characteristics of the influence of prednisone and MTX treatment on the cyto-
immunological pattern of synovial fluid in RA patients.

Material and methods: Synovial fluid was harvested from RA patients treated with pred-
nisone (n=11) and MTX (n=6). The control group consisted of patients receiving NSAIDs
only (n=19).

The total cell number (TCN), the percentage of leukocyte populations and the phenotype
of lymphocytes, including FasL and TRAIL expression on Th and Tc cells, was analyzed.
Results: In the prednisone and MTX-treated groups, a decline in TCN was found. The
increased value of the CD4/CDS index in the MTX group was statistically significant, as
compared to the NSAIDs-treated group (median: 1.2 vs 0.7, p<0.05). In prednisone-treat-
ed patients, a statistically significant decrease in the percentage of lymphocytes T FasL+
and TRAIL+ was observed (i.e. median of CD8+TRAIL+ cells was 12.0% vs 19.2% in
the NSAIDs-treated group, p<0.05, U-Mann-Whitney test).

Conclusions: In the synovial fluid of patients treated with prednisone, there was a de-
crease in the lymphocyte cytotoxicity markers compared to the group treated only with
NSAIDs. Parallel changes in the MTX group were non-significant. MTX seems to in-
crease the value of the CD4/CD8 index, which can be interpreted as a result of CD8+
cytotoxic cell elimination. Cytological and immunological analysis of synovial fluid may
be useful to assess the efficacy of local treatment.

Key words: rheumatoid arthritis, synovial fluid, methotrexate, prednisone



