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WYKAZ SKROTOW

ACPA - (ang. anti-citrullinated protein antibodies) - przeciwciata przeciw cyklicznie

cytrulinowanemu peptydowi

ACR - (ang. American College of Rheumatology) - Amerykanskie Kolegium
Reumatologii

ADIPOQ - gen kodujacy adiponektyne

AdipoR1 - receptor adiponektynowy-1

AdipoR2 - receptor adiponektynowy-2

ADPN - adiponektyna

AMPK - (ang. 5'AMP-activated protein kinase) - kinaza biatkowa zalezna od AMP
APC - (ang. antigen presenting cells) - komorki prezentujace antygen
BARI - Baricytynib

BMI - (ang. body mass index) — wskaznik masy ciata

BSA - (ang. bovine serum albumine) - surowicza albumina wotowa
cDNA - (ang. complementary DNA) - komplementarne DNA

ChZS - choroba zwyrodnieniowa stawow

CMV - wirus cytomegalii

CRP - (ang. C-reactive protein) - biatko C-reaktywne

CXCRS5 - receptor dla chemokiny 5

DAB - diaminobenzydyna



DBA1/1] — mysi model reumatoidalnego zapalenia stawow

DHODH — (ang. dihydroorotate dehydrogenase) - dehydrogenaza dihydroorotanowa

EBV- wirus Epsteina-Barr

EDTA - kwas wersenowy

EULAR - (ang. The European League Against Rheumatism) - Europejska Liga

Przeciwreumatyczna

FLS - (ang. fibroblast-like synoviocytes) - synowiocyty o fenotypie fibroblastow

gADPN — globularna forma adiponektyny

G-CSF - (ang. granulocyte colony-stimulating factor) - czynnik stymulujacy tworzenie

kolonii granulocytow

GM-CSF - (ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) - czynnik

stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow

hFLS - (ang. human fibroblast-like synoviocytes) - ludzkie synowiocyty o fenotypie

fibroblastow

HHV-5 - (ang. human herpesvirus 5) - ludzki wirus opryszczki 5

HHV-6 - (ang. human herpesvirus 6) - ludzki wirus opryszczki 6

HLA 1l - (ang. human leukocyte antigens class Il) - ludzkie antygeny leukocytarne

HMPV - (ang. human metapneumovirus) - ludzki metapneumowirus

HMW - (ang. high molecular weight) - frakcje wysokoczasteczkowe

HPIVs - (ang. human parainfluenza viruses) - wirus grypy rzekomej

HTLV-1 - (ang. human T cell leukemia virus type 1) - wirus ludzkiej biataczki

z komérek T



IHC - immunohistochemia

IL - interleukiny

INF vy - interferon y

INFq - interferon o

IRF5 - (ang. interferon regulatory factor 5) - czynnik 5 regulowany interferonem

IRS - (ang. immunoreactive score) - wynik immunoreaktywnosci

JAK-STAT - (ang. signal transducer and activator of transcription) - przetwornik

sygnatu 1 aktywator transkrypcji, Sciezka sygnalizacyjna

LEF - leflunomid

LMPCh - leki modyfikujace przebieg choroby

LMW - (ang. low molecular weight) - frakcje niskoczgsteczkowe

LPS — (ang. lipopolysaccharide) - lipopolisacharyd

MAPK - (ang. mitogen-activated protein kinases) - kinaza biatkowa aktywowana przez

miogeny

MCP-1- (ang. monocyte chemoattractant protein 1) - biatko chemotaktyczne

monocytow

MHC - (ang. major histocompatibility complex) - gtéwny uktad zgodnosci tkankowe;j
MIP-1p - (ang. macrophage inflammatory protein) - biatko zapalne makrofagow
MMP - (ang. matrix metalloproteinases) - metaloproteinazy macierzy pozakomoérkowe;j
MMW - (ang. middle molecular weight) - frakcje Sredniooczasteczkowe

MRNA - (ang. messenger RNA) - matrycowy RNA



MTX - (ang. methotrexat) - metotreksat
NLPZ - niesteroidowe leki przeciwzapalne
NO — (ang. nitric oxide) — tlenek azotu

OB - odczyn opadania erytrocytow

Osx — (ang. osteoblast-specific transcription factor) — czynnik transkrypcyjny

specyficzny dla osteoblastow

OUN - o$rodkowy uktad nerwowy

PBS — (ang. phosphate-buffered saline) - buforowana fosforanem sdl fizjologiczna
PG - prostaglandyna

PPARa - (ang. peroxisome proliferator-activated receptor @) - receptor typu o

aktywowany proliferatorami peroksysomow

PTPN22 - (ang. protein tyrosine phosphatase non receptor-type 22) - niereceptorowe

biatko fosfatazy tyrozynowej 22

gPCR - (ang. quantitative polymerase chain reaction) - ilosciowa reakcja tfancuchowa

polimerazy w czasie rzeczywistym

RF - (ang. rheumatoid factor) - czynnik reumatoidalny

RNA - (ang. ribonucleic acid) - kwas rybonukleinowy

RPM - (ang. revolutions per minute) - obroty na minute

RT - (ang. room temperature) - temperatura pokojowa

RT-PCR - (ang. reverse transcription PCR) - reakcja odwrotnej transkrypcji
RZS - reumatoidalne zapalenie stawow

SNP - (ang. single nucleotide polymorphism) - polimorfizm pojedynczego nukleotydu



SSZ — sulfasalazyna

Tth - (ang. T follicular helper cells) - limfocyty T pomocnicze folikularne
TNFi - inhibitory TNFa

TNF-a - (ang. tumor necrosis factor «) - czynnik martwicy nowotworow o,
TOFA - Tofacytynib

TRAF1/C5 - (ang. tumor necrosis factor (TNF)-receptor associated factor
1/complement component 5) - czynnik 1 zwigzany z receptorem TNF/ komponent 5

dopeliacza

TRAP — (ang. tartrate resistant acid phosphatase) - kwasna fosfataza oporna na

hamowanie winianem

VCAM-1 - (ang. vascular cell adhesion molecule 1) - czastka adhezyjna $rodbtonka

naczyniowego

VEGF - (ang. vascular endothelial growth factor) - czynnik wzrostu $rédbtonka

naczyniowego

Z - osoby zdrowe



1. WSTEP

1.1. Reumatoidalne zapalenie stawow

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest jedng z najczestszych chordb
o podtozu autoimmunologicznym, ktora dotyczy okoto 1% Swiatowej populacji, z czego
75% tej grupy stanowig kobiety [1]. RZS jest przewlekla choroba tkanki tacznej
o charakterze zapalnym, w przebiegu ktorej dochodzi do nieswoistego zapalenia btony
maziowej, destrukcji stawow, okolic okolostawowych oraz kosci. Poza zmianami
w obrebie stawow cechg charakterystyczna choroby sg liczne objawy pozastawowe
1 powiktania uktadowe. Wszystko to prowadzi do zaburzen wydolnosci funkcjonalnej,

niepetnosprawnosci znacznego stopnia i przedwczesnej $mierci chorych [2, 3].

1.1.1. Etiopatogeneza

Mimo kilku dekad prowadzenia obszernych badan nad tym schorzeniem,
etiopatogeneza RZS wciaz nie zostala w pelni poznana. Dotychczas zaobserwowano, ze
do wystgpienia chronicznego procesu zapalnego mogg przyczynia¢ si¢ czynniki
srodowiskowe, zakazenia o podlozu zar6wno bakteryjnym jak 1 wirusowym, a takze
zaburzenia immunologiczne oraz predyspozycje genetyczne [4]. Organizmy
wielokomorkowe na drodze ewolucji wyksztalcity wewnatrzustrojowe mechanizmy
obronne, umozliwiajagce im obrone przed zagrozeniami $rodowiskowymi takimi jak
infekcje, toksyny 1 promieniowanie. W sklad tych mechanizméw obronnych wchodzi
uktad odpornosci wrodzonej, odpornosci nabytej oraz zapalenie, ktore jest tacznikiem
obu tych uktadow. Proces zapalny zachodzi pod wptywem bodZca uszkadzajacego i jest
bardzo ztozonym 1 niezwykle skomplikowanym mechanizmem, zachodzacym jednak
w sposob dynamiczny 1 uporzagdkowany [2]. Odczyn zapalny z definicji jest odczynem
obronnym, majacym korzystne oddzialywanie na ustrdj, jednak zdarza si¢, ze czas
trwania reakcji zapalnej jest patologicznie przedtuzony, badZz odpowiedz jest
nieadekwatna do wyzwalajacego ja bodzca. W przypadku przedluzania si¢ reakcji
zapalnej dochodzi do wystapienia chronicznego stanu zapalnego, ktéry jest gidwna

cechg charakteryzujacg RZS. Za powstawanie 1 catkowity przebieg reakcji zapalnej



odpowiedzialne sa roznego typu mediatory, bedace substancjami pochodzenia
endogennego, ktore wyzwalane sa w miejscu odczynu. Takimi mediatorami sg migdzy
innymi cytokiny, stanowigce grup¢ biatek niskoczasteczkowych, ktore kontroluja
1 wplywaja na wszystkie etapy odpowiedzi immunologicznej [5]. Odpowiedz
immunologiczna sktada si¢ z trzech etapow: fazy indukcyjnej, fazy efektorowej oraz
fazy wygaszajacej i kazdy z tych etapow jest $cisle kontrolowany przez sie¢ cytokin,
wzajemnie si¢ regulujaca. Fizjologicznie, aktywacja i dezaktywacja poszczegolnych
cytokin zachodzi w $cisle okreslonym czasie, niezbednym tylko i wylacznie do
eliminacji czynnika inwazyjnego i jego metabolitow. W chwili gdy uszkodzenia zostaja
naprawione, dzigki mechanizmom immunoregulacyjnym proces ulega inhibicji,
a nastepnie wygaszeniu. Jednak kiedy przez dluzszy okres czasu rownowaga pomiedzy
mediatorami zdolnymi wywolywaé odpowiedZ immunologiczng, a ich inhibitorami
zostaje zaburzona, dochodzi do przewlektego stanu immunologiczno-zapalnego, ktory

obserwujemy w przebiegu RZS [6].

1.1.1.1. Zaburzenia immunologiczne

Reumatoidalne  zapalenie = stawow  jest chorobg o  charakterze
autoimmunologicznym, co oznacza iz podlozem jej rozwoju jest wadliwa
immunoregulacja organizmu. Zlozono$¢ patogenezy RZS polega na udziale w niej
komorek uktadu odpornosci zaréwno wrodzonej jak i nabytej, ktore funkcjonujac
W sposob zaburzony prowadza do wadliwe; immunoregulacji bedacej przyczyna
inicjacji 1 podtrzymywania RZS [7]. Za poczatek procesu zapalnego w btonie maziowe;j
stawOw uwaza si¢ prezentacj¢ niezidentyfikowanego jak dotad antygenu, limfocytom T
pomocniczym przez komorki prezentujace antygen (APC) [8]. Limfocyty T rozpoznajac
antygen prowadza do aktywacji limfocytow T CD4+, ktore inicjujg faze¢ efektorowa
odpowiedzi odpornosciowej. Poza szlakiem aktywacji fazy efektorowej, limfocyty T
odpowiedzialne sg za wiele innych proceséw destrukcyjnych prowadzacych do rozwoju
RZS [9]. W btonie maziowej stawu aktywowane limfocyty T s3 zdolne do niszczenia
tkanek okotostawowych poprzez ciggle podtrzymywanie stanu zapalnego za pomocg
stymulacji syntezy szeregu cytokin prozapalnych takich jak m.in. czynnik martwicy

nowotworow (TNFa), interleukina 1 (IL-1) interleukina 2 (IL-2), interferon y (INF-y)



oraz metaloproteinaz macierzy (MMP) [10, 11]. Ponadto limfocyty T inicjuja
proliferacj¢ limfocytow B, synowiocytdw oraz fibroblastow, czego skutkiem jest
zwiekszone wydzielanie przeciwcial. Limfocyty B, ktore roznicujg si¢ w plazmocyty
rozpoczynaja syntez¢ autoprzeciwciat takich jak i przeciwciata przeciw cyklicznie
cytrulinowanemu peptydowi (ACPA) oraz czynnik reumatoidalny (RF), ktore
wykorzystywane sa w diagnostyce RZS [8, 12].

Poza tym w patogenezie RZS biorg udzial rowniez inne typy komorek, takie jak
m.in. makrofagi, neutrofile, komorki tuczne, ktéore poprzez swoje wielokierunkowe
dziatanie takze zdolne sa do podtrzymywania chronicznego stanu zapalnego [13].
W kontekscie zaburzen funkcjonowania uktadu odpornosciowego w przebiegu RZS, nie
sposob poming¢ niezwykle istotnej roli czynnikdbw humoralnych. Czynniki te,
stanowigc grupe cytokin prozapalnych znaczaco wplywaja na stymulacj¢ procesow
prowadzacych do degradacji chrzastki. Do najwazniejszych mediatorow stanu
zapalnego mozna zaliczy¢ wspomniany juz wczesniej TNFa oraz interleukiny: IL-1,
IL-6, IL-8, IL-17, IL-21 i IL-23 [9, 10]. Schematyczne przedstawienie patomechanizmu

RZS przedstawiono na rycinie 1.
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie patomechanizmu RZS. Wykonano na

podstawie Lin i in. [94].
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1.1.1.2. Czynniki srodowiskowe

Obok zaburzen o charakterze immunologicznym szczeg6lng role
w etiopatogenezie RZS pelig takze czynniki $rodowiskowe. Do najwazniejszych
nalezy zaliczy¢ palenie tytoniu, przewlekly stres, niezbilansowang diet¢ oraz zbyt

intensywny wysitek fizyczny [1].

Palenie tytoniu jest gtownym czynnikiem $rodowiskowym zwigzanym ze
zwigkszonym ryzykiem zachorowania na RZS oraz z jego ci¢zszym przebiegiem. Przez
wiele lat badania dotyczace wptywu tego czynnika na rozwdj RZS prowadzone byty
jedynie na osobach palacych z pominieciem 0s6b narazonych na bierne palenie tytoniu.
W ostatnim czasie przeprowadzono badanie prospektywne na duzej populacji kobiet,
ktore potwierdzito zwigzek miedzy bierng ekspozycja na tyton w dziecinstwie,
a pozniejszym zwigkszonym ryzykiem wystapienia choroby. Te dowody idealnie pasuja
do hipotezy, ze zdarzenia zewngtrzne, wystepujace we wezesnym okresie zycia, moga

prowadzi¢ do autoimmunizacji i rozwoju RZS [14].

W  kilku badaniach oceniono rolg¢ czastek statych bedacych sktadowa
zanieczyszczenia powietrza w rozwoju RZS. Zaréwno czastki nieorganiczne jak np.
azbest 1 pyl krzemionkowy oraz pyly organiczne (zwierzgce i tekstylne) moga by¢
zaangazowane w indukcje RZS. Okazuje si¢, ze sktadniki komorkowe drog
oddechowych sg w stanie takie czasteczki przetworzy¢, a nastepnie zaprezentowac je

jako antygeny, wyzwalajac reakcje nabytej odpowiedzi immunologicznej [15].

Zaobserwowano silny zwigzek migdzy zapaleniem 1 uszkodzeniem drog
oddechowych w przebiegu astmy, a rozwojem RZS. Zdiagnozowana klinicznie astma
zwigzana jest ze wzrostem ryzyka produkcji ACPA, niezaleznie od innych czynnikéw
ryzyka w tym intensywnosci i/lub czasu palenia tytoniu, co sugeruje, ze stany zapalne
I uszkodzenia droég oddechowych powstale w przebiegu astmy moga prowadzi¢ do

cytrulinacji biatek i innych modyfikacji potranslacyjnych [16, 17].

Rozw¢j 1 aktywnos¢ RZS sg silnie zwigzane z nadwagg 1 otyloscig. Niedawno
przeprowadzona metaanaliza potwierdzita tylko obserwowane od wielu lat zwigkszone
ryzyko rozwoju RZS u os6b z nadwaga i otyto$cia w poréwnaniu do populacji

o normalnej wadze. Wysokie BMI jest zwigzane ze zwigkszong aktywnos$cig choroby,
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znacznym i szybszym rozwojem niepetnosprawnosci oraz zmniejszong odpowiedzig na

terapig [18].

Czynniki dietetyczne i nawyki zywieniowe rowniez maja wplyw na rozwoj RZS.
W wyniku obserwacji wykazano, ze okresy postu oraz dieta wegetarianska mogag
znaczgco ograniczy¢ rozwoOj choroby. Co wiegcej, unikanie czerwonego migsa
1 zwiekszenie ilosci owocow, warzyw i thustych ryb w diecie moze wigzaé si¢ ze

zmniejszonym ryzykiem rozwoju RZS [19, 20].

Styl zycia i zwigzana z nim aktywnos$¢ fizyczna wydaje si¢ mie¢ istotne
znaczenie w profilaktyce RZS. Osoby spedzajace wigcej czasu na umiarkowanej
aktywnosci fizycznej miaty mniejsze ryzyko rozwoju choroby, niezaleznie od innych
czynnikow ryzyka, w tym palenia tytoniu, poziomu BMI i sposobu odzywiania.
Dhugofalowa aktywno$¢ fizyczna miata podobny, pozytywny wplyw zaréwno na
pacjentdw seropozytywnych jak i seronegatywnych, opdzniajac, a nawet zapobiegajac
rozwojowi RZS [21]. Jednak nie wszystkie badania prowadza do podobnych wnioskow,
a niektore bywaja sprzeczne. W jednym z badan na modelu szczurzym wysilek fizyczny
zaostrzat zapalenie stawoOw 1 prowadzil do zniszczenia tkanek [22]. Mozliwe, ze
czynnikiem bedacym przyczyng roznic w otrzymanych wynikach jest stopien

aktywnosci fizycznej jakim byly obcigzane obiekty badane.

1.1.1.3. Zakazenia bakteryjne i wirusowe

Warto wspomnie¢ takze o roli czynnikdw zakaznych, ktére coraz czesciej sa
przedmiotem badan w kontekscie inicjacji procesu chorobowego. Wydaje sie, ze
zardbwno bakterie jak i wirusy sa w stanie indukowaé procesy cytrulinacji biatek,

niezbg¢dnej do produkcji ACPA.

Czynniki bakteryjne zwigzane z rozwojem RZS to przede wszystkim
Porphyromonas gingivalis i Aggregatibacter actinomycetemcomitans [23]. Bakterie te
wywotujg choroby przyzebia, jednak ze wzgledu na swoja role w indukowaniu
cytrulinacji 1 promowaniu proliferacji osteoklastow istnieje rowniez zwigzek miedzy ich

wystepowaniem, a rozwojem RZS [24].
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Okazuje si¢ réwniez, ze niektére skladowe mikrobioty jelitowej sa
zaangazowane w rozw0j RZS. Przyktadowo bakteri¢ Prevotella copri wykrywa si¢ na
przedklinicznym etapie choroby i1 uznawana jest za jeden z czynnikéw wyzwalajacych

rozwo6j RZS [25].

Sposréd zakazen o charakterze wirusowym wymienia si¢ tu przede wszystkim
czynniki zakazne nalezace do rodziny retrowirusoOw oraz herpeswirusow, w tym human
T cell leukemia virus type 1 (HTLV-1), human herpesvirus 6 (HHV-6), znany rowniez
pod nazwg wirusa cytomegalii (CMV) oraz human herpesvirus 5 (HHV-5) zwany
rowniez wirusem Epsteina-Barr (EBV). Przypuszcza sig¢, ze czynniki te u oséb
z wrazliwym genotypem moga doprowadzi¢ do rozwoju petnoobjawowego RZS [26,
27]. Poza powyzszymi, w obszernym badaniu obserwacyjnym obejmujagcym ponad
24.000 przypadkow zaszta istotna korelacja miedzy zakazeniem takimi wirusami jak
human parainfluenza viruses (HPIVsS) znany jako wirus grypy rzekomej,
koronawirusami oraz human metapneumovirus (HMPV), a zachorowaniem na RZS.
Sugeruje to, ze wirusowe infekcje drog oddechowych moga by¢ nowymi czynnikami

ryzyka dla rozwoju RZS [28].

1.1.1.4. Predyspozycje genetyczne

Ostatnimi z czynnikow jakie petnig istotng role w patogenezie RZS sg czynniki
genetyczne. Predyspozycje genetyczne istotnie wplywaja na ryzyko wystapienia,
nasilenie 1 progresj¢ RZS. Ryzyko réwnoczesnego wystapienia choroby u bliznigt
jednojajowych szacuje si¢ na okoto 15%, a okolo 10-15% pacjentéw ma krewnych
pierwszego stopnia takze chorujacych na RZS. Poréwnujac do ryzyka zachorowania na
RZS w populacji ogolnej, ktore wynosi okoto 1%, wartosci te wskazuja na jakis stopien
dziedziczno$ci tej choroby, jednak sg niewystarczajace aby uzna¢ je za glownag
przyczyn¢ zachorowania. Nie ulega watpliwosci, ze ztozonos$¢ etiopatogenezy RZS
wigze si¢ z jednoczesnym wplywem czynnikow o charakterze genetycznym jak
1 srodowiskowym [29]. Predyspozycja genetyczna do rozwoju RZS oraz wpltyw na
ciezkos$¢ przebiegu choroby ma charakter wielogenowy. Po dzi§ dzien zidentyfikowano
kilka réznych czynnikow genetycznych, ktore istotnie wplywaja na ryzyko zapadalno$ci

na to schorzenie i/lub agresywnosc¢ jego przebiegu [30].
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Do najistotniejszych czynnikow o charakterze genetycznym mozna zaliczy¢
polimorfizmy genéw kodujacych antygeny zgodnos$ci tkankowej (HLA II, ang. human
leukocyte antigens class Il) oraz wystgpowanie w ich regionie tzw. ,,wspOlnego
epitopu” [31]. Poza regionem HLA zmiany genetyczne wpltywajgce na zapadalnos$c
1 przebieg RZS zwigzane s przede wszystkim z genami, ktoérych produkty biorg udziat
w szeroko pojetej odpowiedzi immunologicznej oraz z genami kodujacymi cytokiny
prozapalne [32]. Obecno$¢ lub brak RF i ACPA sa kryteriami dzielacym RZS na dwa
typy: seropozytywny i seronegatywny, od ktorych zalezy ci¢zko$¢ przebiegu choroby.
Okazuje si¢, ze wigkszo$¢ czynnikow zwigzanych z podatnoscig genetyczng dla RZS
mozna podzieli¢ na dwie grupy: czynniki predysponujace do rozwoju RZS ACPA
seropozytywnego oraz predysponujace do rozwoju RZS ACPA seronegatywnego [33].
Wyodrebniono kilka genetycznych czynnikow ryzyka, ktére predysponuja do
wystepowania danego typu RZS. Polimorfizm w genie PTPN22, wspomniane wcze$niej
allele HLA-DR oraz wariant genetyczny TRAF1/C5 to gtdéwne czynniki genetyczne
zwigzane ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia ACPA seropozytywnego RZS,
podczas gdy czynnik V regulowany interferonem (IRF5) jest czynnikiem

transkrypcyjnym zwigzanym z ACPA seronegatywnym typem RZS [34, 35].

Jednym z najlepiej poznanych locus, zwigzanym z podatno$cig genetyczng dla
RZS jest locus glownego uktadu zgodnosci tkankowej - MHC (major histocompatibility
complex). Znajdujace si¢ w tym regionie geny wytwarzajg produkty takie jak m.in.
HLA - DR4, HLA - DR1, HLA — DR10 i HLA - Dwl, ktére zwigzane sa
z zapadalnoscig na RZS. Allele HLA-DR pelniag wazng role w immunoregulacji, dlatego
tez wystgpowanie pewnych ich wariantéw moze wigza¢ si¢ z podatno$cig na
zachorowanie [30]. Wplyw poszczeg6lnych antygendéw na zapadalno$¢ na RZS zalezny
jest od populacji. Zalezno$¢ od antygenu HLA — DR4 obserwuje si¢ w populacjach rasy
biatej zamieszkujacych Ameryke Potnocng 1 Europe, mieszkancow potudniowych Chin
1 Afryki oraz Hinduséw 1 Japonczykéw. W tych populacjach obecnos¢ HLA — DR4
stwierdza si¢ u 70% chorych, podczas gdy u osoéb zdrowych jest to jedynie 30%.
Zaleznos¢ pomiedzy zapadalno$cia na RZS, a antygenem HLA — DR1 istnieje
w populacji Izraela i niektorych mieszkancéw Azji, miedzy antygenem HLA — DR10
u mieszkancow potudnia Europy, a antygenu HLA — DR1 u Indian Yakima z Ameryki
Potnocnej [36, 37]. Zwigkszone ryzyko zachorowania na RZS zwigzane jest nie tylko

z obecnos$cig danego antygenu, ale réwniez z réznicami w budowie poszczegdlnych
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alleli czasteczek HLA-DR. Lancuchy P antygenow HLA-DR zwigzanych z rozwojem
RZS poddano analizie molekularnej, ktéra wykazata, ze zawieraja one takie same
aminokwasy w pozycjach 70-74 lub, jak w przypadku jednego z antygendéw, doszto do
zamiany aminokwasow argininy na lizyne w pozycji 70. Te¢ charakterystyczna,
powtarzajaca si¢ sekwencje aminokwaséw okreslono mianem ,,wspdlnego epitopu”
(ang. shared epitope). Istnienie wspolnego epitopu powoduje zmiany wilasciwosci
fizykochemicznych tancucha B, co oddziatuje nie tylko na site wigzania si¢ z tancuchem
a, ale rowniez wpltywa na interakcj¢ antygenow HLA-DR z receptorem limfocytow T.
Z tego powodu, wplyw na zapadalno$¢ na RZS ma nie tylko wystgpowanie
poszczegolnych antygendow w okre§lonej grupie etnicznej, ale takze obecnosé
wspolnego epitopu. Twierdzi si¢, ze wystepowanie ,,wspdlnego epitopu” odpowiada za

okoto 30% ogolnego ryzyka genetycznego dla rozwoju RZS [31].

Niezalezne od HLA genetyczne czynniki ryzyka predysponujace do rozwoju
+ACPA RZS to przede wszystkim polimorfizmy w genach PTPN22 i TRAF1/C5 [38].
Polimorfizm C1858T genu PTPN22 (niereceptorowego bialka fosfatazy tyrozynowe;j
22, ang protein tyrosine phosphatase non receptor-type 22) jest silnie zwigzany ze
zwigkszonym ryzykiem rozwoju wielu choréb o podtozu autoimmunologicznym, w tym
RZS. [39]. Nie do konca poznano funkcj¢ jaka petni to biatko, jednak wydaje si¢ ono
wplywaé¢ na poziom aktywacji limfocytow T poprzez zmiane poziomu fosforylacji
regulatorowych tyrozyn. W wyniku polimorfizmu w genie kodujacym t¢ kinaze
tyrozynowa, zwang roéwniez fosfataza limfocytowa dochodzi do ostabienia wigzan
migdzy tym bialkiem, a tyrozynami regulatorowymi, co w konsekwencji prowadzi do
nadreaktywnosci limfocytow T, ktora z kolei jest podstawa zapoczatkowania procesow

o0 charakterze autoimmunologicznym [40].

Drugim, niezaleznym od HLA genetycznym czynnikiem ryzyka jest
polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP ang. Single Nucleotide Polymorphism)
w genie TRAF1/C5. Ten SNP zlokalizowany jest na pograniczu dwoch genéw: genu dla
C5 (komponent 5 dopelniacza, ang. complement component 5) oraz genu dla TRAF1
(czynnik 1 zwigzany z receptorem TNF, ang. TNF receptor — associated factor 1).
Wysokie stezenia komponentu 5 dopeiniacza obserwuje si¢ w  plynie maziowym
chorych na RZS. [41]. Z kolei w badaniach na zwierz¢tach myszy pozbawione
receptora dla aktywowanego C5a byty catkowicie oporne na rozw6j RZS. Z obserwacji

tych wynika, ze C5a jest istotnym mediatorem w rozwoju RZS ACPA dodatniego [42].

15



Co ciekawe, kombinacje powyzszych polimorfizmoéw, cho¢ rzadko wystepujace, moga
wchodzi¢c we wzajemne interakcje zwigkszajac ryzyko wystgpienia choroby.
Przyktadowo, potgczenie SNP w HLA-DR, PTPN22 i TRAF1-C5 zwigksza ryzyko

zachorowania na RZS ponad 40-krotnie [43].

Gléwnym czynnikiem predysponujgcym do rozwoju ACPA(-) RZS jest IRF5
(regulatorowy czynnik 5 interferonu, ang. interferon regulatory factor 5), ktory juz
wczesniej znany byl jako czynnik ryzyka rozwoju tocznia rumieniowatego uktadowego

[44].

Polimorfizmy genéw cytokin prozapalnych dotycza przede wszystkim genu
kodujacego TNFa oraz genéw kodujacych IL-1f i IL-4. Aktualnie zidentyfikowano
kilka polimorfizméw w obrgbie kazdego z tych genow, ktore wpltywaja na progresje
zmian radiologicznych, na skutecznos$¢ terapii, cigzszy przebieg badz na zwigkszone
ryzyko zachorowania na RZS [30, 45].Wsr6d powyzszych najwigcej uwagi w ostatnich
latach poswigcono genowi dla TNFa, w obregbie ktorego zidentyfikowano liczne

polimorfizmy majace zwiazek z RZS. Najlepiej przebadane zmiany to te znajdujace si¢

w pozycjach -238 G/A, -308 G/A i +489 G/A.

Polimorfizm w pozycji -238 zwiazany jest z ostroscig przebiegu RZS, nie ma za$
wplywu na zapadalno$¢ [46]. W kilku badaniach wykazano, ze genotyp -238 G/A
w poréwnaniu z genotypem -238 GG jest wariantem ochronnym u chorych na RZS.
U pacjentéw z genotypem -238 G/A postep zmian radiologicznych byt znacznie
fagodniejszy, nie obserwowano podskérnych guzkéw reumatoidalnych, znacznie
rzadziej stwierdzano nadzerki na powierzchniach stawowych [47]. Ponadto
zaobserwowano, ze genotyp -238 G/A nie wystepuje w grupie chorych o agresywnym
przebiegu RZS. Wszyscy pacjenci doswiadczajacy agresywnego przebiegu choroby,
u ktérych terapia metotreksatem (MTX) okazata si¢ nieskuteczna mieli genotyp -238

GG [48].

Wpltyw polimorfizmu genu dla TNFa w pozycji -308 na zapadalno$¢ na RZS
wykazuje, podobnie jak allele HLA DR, roéznice w zaleznosci od rodzaju populacji.
Okazuje sig, ze polimorfizm ten zwigzany jest ze zwigkszonym ryzykiem zachorowania
na RZS jedynie w populacji chorych z Ameryki Lacinskiej, nie za§ w populacji
Europejskiej [49, 50, 51]. Z kolei wptyw polimorfizmu w tym regionie na cigzkos$¢
przebiegu RZS pozostaje kwestia sporng [51, 52, 53]. Okazuje si¢ jednak, ze
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polimorfizm ten jest w stanie wptywac¢ na efekty leczenia blokerami receptora TNFa.
Badania wykazuja, ze pacjentéw z genotypem -308 GA charakteryzuje slabsza
odpowiedz na leczenie anty- TNFa niz tych z genotypem -308 GG.

Sugeruje si¢, ze polimorfizm genu TNFa w pozycji +489 moze pehi¢ funkcje
ochronng w konteksScie postepu zmian radiologicznych w stawach u chorych na RZS,
jednak wyniki ré6znych badan sg niejednoznaczne i niektére z nich wskazuja na brak

takiego efektu [54].

W obrebie genu kodujacego IL-1B wymieni¢ nalezy dwa polimorfizmy, tj.
511C/T 1 +3953 C/T majace wplyw na patogenezg RZS [55]. W pozycji -511, wariant T
warunkuje tagodniejszy przebieg RZS z mniejsza destrukcja stawow, wplywajac
jednocze$nie na wydtuzenie czasu trwania choroby [56]. W kontek$cie polimorfizmu
w pozycji +3953 wyniki badan wskazuja na zalezno$¢ migdzy wystepowaniem
genotypu +3953TT, a bardziej agresywnym przebiegiem RZS i wyzszymi wskaznikami
aktywnosci choroby w poréwnaniu do genotypow +3953CT 1 +3953CC. Z kolei we
krwi pacjentow z genotypem +3953CC znacznie czeSciej] wystgpowal czynnik

reumatoidalny [57].

Funkcja genow kodujacych IL-4 oraz jej receptor IL-4R w patogenezie RZS nie
jest w pelni poznana, jednak zaobserwowano wplyw polimorfizméw w tych genach na
przebieg choroby i na parametry zwiazane ze stopniem jej aktywnosci. SNP w pozycji -
590 IL-4 zwiazany jest z cigzszym przebiegiem RZS, najprawdopodobniej poprzez
wzmacnianie aktywnos$ci tej cytokiny w procesie autoimmunologicznym [58, 59].
Natomiast SNP 150V receptora IL-4 skorelowany zostal z szybkim pojawianiem si¢
nadzerek stawowych u chorych na RZS, co spowodowalo Ze zostal uznany za

genetyczny marker predykcyjny rozwoju nadzerek w stawach pacjentdéw z RZS [56,
60].

Podsumowujac, predyspozycje genetyczne pelnig istotng role w etiopatogenezie
RZS 1 wydaja si¢ by¢ niezbedne do rozwoju choroby. Ogoélne ryzyko zwigzane
z podtozem genetycznym predysponujace do zachorowania na RZS szacowane jest
wedtug badan na okoto 50%. Ich wielogenowy charakter, czesto bedacy w zaleznosci
od populacji znacznie utrudnia okreslenie stopnia ich udzialu w zapadalno$ci
i przebiegu RZS jednak mozna przypuszczac, ze dalsza identyfikacja kolejnych loci jest

kluczowa w wyjasnianiu etiopatogenezy tego zaburzenia.
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1.1.1.5. Adiponektyna

Adiponektyna (ADPN) jest biatkiem wydzielniczym adipocytéw o masie 28-30
kDa, kodowanym przez gen ADIPOQ [61, 62]. Strukturalnie sktada si¢ z dwoch domen:
globularnej, wykazujacej strukturalng homologi¢ ze sktadnikiem dopetniacza Clq oraz
wloknistej (kolagenowe;j) ktorej sekwencja jest podobna do kolagenu typu VIII i X [63].
Istnieje uderzajace podobienstwo migdzy strukturg trzeciorzedowa domeny globularne;j
ADPN, a strukturg TNFa, mimo braku homologii w pierwotnej sekwencji
aminokwasow [64]. Czasteczka ADPN zbudowana jest w taki sposob, ze mozliwa jest
jej dalsza multimeryzacja. W adipocytach tworzg si¢ trimery ADPN, ktore nastepnie
wydzielane sa do krwiobiegu, gdzie ulegaja dalszej multimeryzacji. W krwiobiegu
obecne sg trzy rézne frakcje ADPN, ktore roznig si¢ od siebie masg czasteczkowa.
Trimery ADPN to frakcje niskoczasteczkowe (LMW ang. low molecular weight),
heksametry to frakcje $redniooczasteczkowe (MMW ang. middle molecular weight), zas
wysokoczasteczkowe frakcje (HMW ang. high molecular weight) sktadajg si¢ z 12-14
merow [65, 66].

Biata tkanka tluszczowa jest tkanka bardzo aktywna metabolicznie, ktora
wydziela szerokg game¢ cytokin, enzymow 1 hormondéw peptydowych zwanych
adipokinami. Jedng z adipokin jest ADPN, ktora od wielu lat jest przedmiotem
zainteresowania ze strony naukowcow ze wzgledu na jej dwojaki wptyw, jaki wywiera
na procesy patologiczne. Z jednej strony w chorobach o podlozu metabolicznym,
ADPN wykazuje wtasciwosci przeciwzapalne z drugiej zas, w chorobach stawow takich

jak RZS wydaje si¢ by¢ czynnikiem o charakterze prozapalnym [63].

Gltowne biologiczne funkcje ADPN zwigzane s3 z procesami metabolicznymi
takimi jak przemiana glukozy 1 kwasow tluszczowych w watrobie 1 mig$niach
szkieletowych [67, 68]. ADPN wykazuje swoja aktywno$¢ biologiczng poprzez
wigzanie si¢ z dwoma receptorami blonowymi: AdipoR1 i AdipoR2. Receptory te,
réznig si¢ zarowno rozmieszczeniem w tkankach organizmu, jak 1 powinowactwem do
roznych form ADPN. AdipoR1 jest zlokalizowany gléwnie w mig$niach szkieletowych,
W mniejszym stopniu w mdzgu, sercu, nerce, watrobie, tozysku, komoérkach f trzustki

1 makrofagach, podczas gdy AdipoR2 znajduje si¢ gléwnie w watrobie, Niemniej
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jednak oba receptory ADPN sga powszechnie obecne takze w wielu innych tkankach
[69].

Gen kodujacy AdipoR1 umiejscowiony jest na chromosomie 1 (1q32.1),
podczas gdy gen kodujacy AdipoR2 znajduje si¢ na chromosomie 12 (12p13.33).
Przekazywanie sygnatlu przez AdipoR1 odbywa si¢ gtownie poprzez fosforylacje kinaz
MAPK (kinaza bialkowa aktywowana przez miogeny) i AMPK (kinaza biatkowa
zalezna od AMP) podczas gdy AdipoR2 aktywuje jadrowy receptor PPARa [70].

Poza fizjologiczng funkcja jaka pelni w szeregu procesoOw metabolicznych,
ADPN odgrywa réwniez wazng rol¢ w procesach patologicznych poprzez modulowanie
uktadu odpornosciowego i reakcje zapalne. Na przestrzeni lat badania wykazaty, ze
ADPN wykazuje dzialanie zarowno przeciwzapalne jak i prozapalne, przyczyniajac si¢

tym samym do patogenezy wielu chorob [71, 72, 73, 74].

ADPN wywiera korzystne dziatanie przeciwzapalne na uktad sercowo-
naczyniowy w przebiegu miazdzycy i zaburzen o charakterze metabolicznym takich jak
otylo$¢ 1 insulinooporno$¢. Prozapalne dziatanie ADPN obserwuje si¢ w przebiegu
RZS, przewlektej chorobie nerek i chorobie zapalnej jelit. Prawdopodobnie zar6wno
przeciwzapalne jak 1 prozapalne dzialanie ADPN uzaleznione jest od czasu ekspozycji
na te adipoking, jej stezenia oraz czynnikdw w obrebie mikrosrodowiska tkanek, takich

jak obecno$¢ innych cytokin [75, 76, 77, 78, 79].

Przeprowadzone dotad badania z udzialem pacjentow z RZS wykazuja, ze
ADPN moze odgrywaé¢ w tej jednostce chorobowej role zarowno przeciw jak
1 prozapalng. W obrebie tkanek stawowych ADPN odpowiedzialna jest za stymulacje
wydzielania mediatorow prozapalnych, tym samym przyczyniajac si¢ do postepu

chronicznego stanu zapalnego [79].

Roéznice w sposobie jej dzialania na r6ézne tkanki najprawdopodobniej wynikaja
z umiej¢tnosci ADPN do tworzenia multimetrycznych kompleksow o rdéznych
aktywnos$ciach biologicznych 1 odmiennym powinowactwie do jej receptorow.
Wykazano, ze AdipoR1 z wigkszym powinowactwem wigze si¢ z trimerami ADPN,

podczas gdy AdipoR2 wykazuje wigksze powinowactwo do multimerdéw [68].

Ustalono, ze poziom ADPN u chorych na RZS nie zalezat od masy ciata, mimo

faktu, ze adipokina ta jest produktem wydzielniczym adipocytow. Podwyzszony poziom
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ADPN moze by¢ zwigzany zaré6wno z otytos$cia, jak i niskg masa ciata u chorych na
RZS. Do tej pory nie wyjasniono doktadnej roli, jakag odgrywa ADPN w patogenezie
RZS [80].

Nie wiadomo, czy obserwowane podwyzszone stezenia ADPN u pacjentow
z RZS s3 jedng z gléwnych przyczyn rozwoju przewlektego stanu zapalnego, czy tez
jego konsekwencjg. Wciaz nie ustalono, w ktorych tkankach chorych na RZS, ADPN
wykazuje charakter prozapalny, ani ktére mediatory stanu zapalnego zwigkszaja
ekspresje¢ ADPN. Wiadomo na pewno, ze u chorych na RZS zmiany zapalne obejmuja

wiele r6znych narzadow, wilaczajac w to szpik kostny [81, 82].

1.1.2. Epidemiologia

Globalny wskaznik chorobowosci RZS ma tendencje wzrostowa niemal bez
przerwy od 1990 roku i wynosi obecnie okoto 1% [32]. Choroba ta dotyka trzy razy
czesciej kobiety niz mezczyzn, a szczyt zachorowalno$ci na RZS przypada na 41 5

dekade zycia [83].

1.1.3. Objawy kliniczne

Przebieg choroby jest zrdznicowany. Charakterystyczne objawy poczatkowe
obejmuja symetryczne zapalenie wielostawowe obejmujace przede wszystkim mate,
mniej obcigzone stawy dioni 1 stop. Zmiany najczesSciej dotycza stawow
mig¢dzypaliczkowych blizszych 1 §rodrgczno-paliczkowych, nadgarstkow oraz stawow
$rédstopno-paliczkowych. Zajgcie stawow wigkszych jest zdecydowanie rzadsze i mniej
typowe ale réwniez obserwowane. Zapalenie zwigzane jest z uczuciem bolu
1 widocznym obrzekiem zajetych chorobg stawow. Cecha charakterystyczng wczesnego
stadium RZS jest takze sztywno$¢ poranna (zwykle> 1 godziny) zmienionych
chorobowo stawow, ktora wywotana jest gromadzeniem si¢ plynu obrzekowego
podczas snu. Objawom stawowym mogg towarzyszy¢ objawy ogolnoustrojowe takie
jak m.in. stan podgoraczkowy, uczucie zmeczenia 1 znuzenia, uogdlnione bole

migéniowe, utrata apetytu oraz zmniejszenie masy ciala [84]. W kolejnych stadiach
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choroby czesto obserwuje sie zajecie duzych stawoéw (kolanowych, tokciowych,
skokowych, barkowych) i powstawanie zmian pozastawowych o charakterze
ogolnoustrojowym. Zmiany te obejmuja m.in. uktad krazenia, ptuca, nerki, uktad
nerwowy oraz narzad wzroku. Wyzej opisany obraz kliniczny RZS jest najczesciej
spotykanym, jednak przebieg choroby u kazdego pacjenta moze wygladaé¢ inacze;j.
Spotykane sg postaci choroby o stabej aktywnos$ci z niewielka, samoograniczajaca si¢
destrukcjg stawow. U takich chorych czesto nie dochodzi do powiktan ogolno
narzgdowych, charakterystyczne sg takze okresy samoistnej remisji trwajace nawet
kilka lub kilkanascie lat. Mimo wystepowania zréznicowanego obrazu klinicznego,
najczesciej spotykana postaé RZS to postaé agresywna, z szybko postepujaca destrukcja
stawow, w konsekwencji ktorej dochodzi do znacznej niepetnosprawnosci chorych,

a w wyniku uszkodzen ogolnonarzadowych do ich przedwczesnej $§mierci [85].

1.1.4. Diagnozowanie

Rozpoznanie RZS opiera si¢ na ocenie kryteriow klasyfikacyjnych
opracowanych przez Amerykanskie Kolegium Reumatologii (ACR) oraz Europejska
Lige do Walki z Chorobami Reumatycznymi (EULAR) w 2010 roku. Opracowane
kryteria znacznie ulatwiaja wczesne 1 trafne rozpoznanie choroby. Klasyfikacje
przeprowadza si¢ u pacjentow, u ktorych wystepuje jawne zapalenie blony maziowej co
najmniej jednego stawu lub wystepuje zapalenie stawow, ktorego nie mozna wyjasnic¢

inng diagnoza [86]. Kryteria diagnostyczne przedstawiono w tabeli 1.
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Tabela 1. Kryteria diagnostyczne RZS.

Kategoria Objawy Punkty
Zajecie stawow 1 duzy staw 0
2—10 duzych stawow 1
1-3 matych stawoéw (z zajeciem duzych stawow albo 2
bez)
4—10 matych stawoéw (z zajeciem duzych stawow 3
albo bez)
>10 stawoéw (w tym co najmniej 1 maly staw) 5
Serologia Czynnik reumatoidalny (RF) i przeciwciata ACPA 0
ujemne
Czynnik reumatoidalny (RF) lub przeciwciata ACPA 2
0 niskim mianie
Czynnik reumatoidalny (RF) lub przeciwciala ACPA 3
0 wysokim mianie
Laboratoryjne Stezenie CRP w normie i OB w normie 0
wyktadniki stanu | Stgzenie CRP zwigkszone lub OB przyspieszone 1
zapalnego
Czas trwania <6 tygodni 0
objawow >6 tygodni 1

Punkty odpowiadajace poszczegdlnym kryteriom sumuje si¢. Do postawienia diagnozy

RZS potrzebne jest minimum 6 punktow.

Oprocz kryteriow diagnostycznych stosuje si¢ rowniez czynniki prognostyczne,

ktére wskazuja na cigzki przebieg choroby i1 gorsza prognozeg. Jesli czynniki te

wystepuja, niezwykle istotne staje si¢ wdrozenie szybkiej 1 kompleksowe;j terapii [87].

Czynniki prognostyczne przedstawiono w tabeli 2.

Tabela 2. Czynniki prognostyczne RZS.

Czynniki prognostyczne

mtody wiek w chwili zachorowania

wysoki poziom czynnika reumatoidalnego

obrzgk wiecej niz 20 stawow

objawy spoza narzadu ruchu
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1.1.5. Leczenie

Bioragc pod uwage fakt, ze obecnie RZS jest wcigz choroba nieuleczalna,
w momencie postawienia diagnozy, gtéwnym celem leczenia jest osiggnigcie pelnej
remisji lub przynajmniej znaczne obnizenie aktywnos$ci choroby w okresie okolo 6
miesigcy. Takie postgpowanie zapobiega postepowi uszkodzenia stawow,
niepelnosprawnosci oraz ogdlnoustrojowym objawom RZS. Aby osiagnaé te cele,
leczenie nalezy rozpoczaé szybko i o ile to mozliwe stosowac je nieprzerwanie,
z regularng, ponowna oceng zaréwno aktywnos$ci choroby jak i skuteczno$ci przyjete;
strategii leczenia [88]. Obecnie, leki stosowane w terapii RZS obejmuja niesteroidowe
leki przeciwzapalne (NLPZ), immunosupresyjne glikokortyksteroidy oraz leki
modyfikujace przebieg choroby (LMPCh). Leczenie farmakologiczne jest zazwyczaj
uzupetniane leczeniem fizjoterapeutycznym w celu zachowania ruchomos$ci stawow

oraz wdrazane jest poradnictwo dla pacjenta w celu spowolnienia postepu choroby [89].

1.1.5.1. Niesteroidowe leki przeciwzapalne

NLPZ, takie jak m.in. aspiryna, diklofenak czy ibuprofen skutecznie zmniejszajg
bodl 1 obrzgk oraz wptywaja na poprawe funkcji stawow, ale nie modyfikuja przebiegu
choroby, poniewaz nie s3 w stanie zapobiegac postgpowym uszkodzeniom stawow [90].
Wiasciwosci przeciwzapalne NLPZ polegaja na hamowaniu biosyntezy prostanoidow,
takich jak na przyktad prostaglandyna (PG) E2, PGD2, PGF2a, tromboksan A2, ktore
sg wtornymi przekaznikami oddziatujacymi z receptorami sprzezonymi z biatkami G,
zdolnymi aktywowaé wiele funkcji komérkowych. Mimo wysokiej skutecznosci NLPZ
w lagodzeniu objawow RZS, ich stosowaniu czgsto towarzysza dziatania niepozadane

ze strony nerek, watroby, przewodu pokarmowego 1 uktadu krazenia [91].
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1.1.5.2. Glikokortykosteroidy

Glikokortykosteroidy, takie jak prednizolon sg lekami przeciwzapalnymi
o bardzo silnym dziataniu, ktoére opdzniajg progresje radiologiczng we wczesnych
stadiach choroby poprzez ich ogdlne dzialanie na hamowanie ekspresji genow [92].
Pomimo korzystnych efektéw, dziatanie glikokortykosteroidow w kontek$cie
modyfikacji przebiegu choroby zostato opisane jako minimalne, a diugotrwate ich
stosowanie jest wysoce niekorzystne ze wzgledu na powazne wieloukladowe,
metaboliczne skutki uboczne, takie jak m.in. krwawienie z przewodu pokarmowego,

osteoporoza i powstawanie wrzodow [93].

1.1.5.3. Leki modyfikujace przebieg choroby

LMPCh to leki, ktore modyfikuja przebieg choroby. Mechanizm ich dzialania
polega na bezposrednim oddziatywaniu na stan zapalny toczacy si¢ w stawach, tym
samym zapobiegajac ich postepujacemu uszkodzeniu, lub znacznie spowalniajgc ten
proces [88]. Aktualnie stosowane w leczeniu RZS LMPCh mozemy podzieli¢ na dwie
glowne grupy: LMPCh syntetyczne 1 biologiczne. LMPCh syntetyczne, bedace
w swojej strukturze prostymi czasteczkami chemicznymi, mozna dodatkowo podzieli¢
na leki konwencjonalne oraz leki celowane. Lekiem pierwszego rzutu w terapii RZS jest
syntetyczny, konwencjonalny LMPCh: metotreksat (MTX). W razie braku jego
skuteczno$ci lub nietolerancji na preparat podaje si¢ inne LMPCh: leflunomid (LEF),
sulfasalazyne (SSZ), sole ztota, syklosporyne A, chlorochine lub hydroksychloroching.
Coraz czesciej jednak w terapii RZS siega sie¢ LMPCh biologiczne, czyli leki bgdace
najczesciej przeciwcialami  monoklonalnymi, ktore sg skierowane przeciwko
konkretnemu czynnikowi prozapalnemu bioragcemu udzial w patogenezie RZS. Leki
biologiczne s3 zdolne oddzialywa¢ na poziomie molekularnym na konkretny szlak
aktywacji procesu zapalnego, powodujac jego zahamowanie [94]. Pierwszymi 1 wcigz
najszerzej stosowanymi lekami biologicznymi w terapii RZS sg inhibitory czynnika
martwicy nowotworu (TNFi). TNF zostat zidentyfikowany jako kluczowy czynnik
aktywacji stanu zapalnego, odpowiedzialny takze za jego chroniczny charakter

w przebiegu RZS, dlatego tez TNFi stanowig gtowng grupge lekéw biologicznych
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w terapii tego zaburzenia [95]. Poza TNFi do lekoéw biologicznych zaliczy¢ nalezy

inhibitory IL-6,

IL-1, inhibitory stymulacji limfocytow T oraz przeciwciala

monoklonalne skierowane przeciwko komdrkom B [96]. Przeglad aktualnie dostepnych,

najczesciej stosowanych LMPCh przedstawiono na rycinie 2.

)
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Rycina 2. Przeglad aktualnie dostepnych, najczesciej stosowanych LMPCh.

Syntetyczne, konwencjonalne LMPCh

Obecnie, najczescie] stosowanymi

syntetycznymi

LMPCh o charakterze

konwencjonalnym sag MTX, chlorochina, hydroksychlorochina, SSZ oraz LEF. Po dzi$

dzien mechanizm dziatania tych lekéw nie jest do konca poznany, wiadomo jednak, ze

wykazujg wysoka skuteczno$¢ w osigganiu stanu remisji u chorych [94].

Metotreksat

Po postawieniu rozpoznania, MTX jest sugerowang terapig pierwszego rzutu.

Poczatkowo sugeruje si¢ stosowanie jednoczesnie MTX wraz z niskimi dawkami

glikokortysteroidow w celu skutecznego, terminowego obnizenia poziomu stanu

zapalnego w zajetych stawach. Przy takim poczatkowym schemacie leczenia 30-50%
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pacjentow we wczesnym stadium RZS jest w stanie osiggnac stan remisji lub niskiej
aktywnos$ci choroby. Poza relatywnie wysoka skutecznos$cig, profil bezpieczenstwa
1 toksycznosci MTX jest dobrze poznany, a koszty leczenia sg niskie w poréwnaniu

z celowang terapig syntetyczng lub stosowaniem biologicznych LMPCh [88].

Mimo faktu, ze jego catkowity mechanizm dziatania jest obecnie wcigz niejasny
sugeruje si¢, ze kilka mechanizméw efektorowych przyczynia si¢ do przeciwzapalnych
wlasciwosci MTX. Strukturalnie MTX jest analogiem kwasu foliowego, ktory zakloca
aktywno$¢ reduktazy dihydrofolianowej, przez co hamuje synteze nukleotydow
i metabolizm puryn. Wynikiem tej inhibicji jest produkcja i uwalnianie adenozyny,
ktora, jak wykazano, posiada wilasciwosci przeciwzapalne [97, 98]. Co wigcej,
dowiedziono, ze MTX hamuje wigzanie IL-1B z jej receptorem, zapobiegajac
odpowiedzi zapalnej indukowanej przez t¢ cytokine [99]. Ponadto sugeruje si¢, ze
MTX wptywa na hamowanie aktywnosci enzymow takich jak metylotransferazy, ktore
spetniaja istotng role w funkcjonowaniu limfocytow B i T [100]. Nalezy zauwazy¢, ze
wiele skutkow ubocznych stosowania metotreksatu, takich jak wypadanie wtosow,
zapalenie jamy ustnej, nudnosci oraz hepatotoksycznos¢ jest bezposrednio
spowodowane zaburzeniem metabolizmu kwasu foliowego 1 mozna im zapobiegaé
poprzez profilaktyczng suplementacj¢ ta witaming u pacjentéw leczonych MTX. Co
wiecej, skuteczno$¢ obu celowanych syntetycznych biologicznych LMPCh jest
zwigkszona, jesli leki te sg stosowane w polaczeniu z metotreksatem, co czyni

metotreksat podstawa w dtugotrwalym leczeniu RZS [101].

Sulfasalazyna

SSZ zostata wprowadzona do terapii RZS ze wzgledu na jej aktywnosc
antybiotyczng 1 udziat infekcji bakteryjnych/wirusowych w etiopatogenezie RZS. SSZ,
ktora jest skuteczna w leczeniu umiarkowanego przebiegu RZS, jest prolekiem
metabolizowanym in vivo przez bakterie jelitowe do dwoch aktywnych skladnikow:
sulfapirydyny i kwasu 5-aminosalicylowego [102]. Chociaz podobnie jak w przypadku
MTX ich dokladny mechanizm dziatania jest nieznany wykazano, ze zardwno
sulfapirydyna 1 kwas 5-aminosalicylowy maja wlasciwosci przeciwzapalne,
immunomodulujace i antybiotyczne [103]. Klinicznie wykazano, ze SSZ znaczaco
poprawia stan chorych w poréwnaniu z placebo [104]. Typowe skutki uboczne SSZ to

zmeczenie, reakcje osrodkowego ukladu nerwowego (OUN), bole brzucha
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(niestrawnos¢), biegunke, reakcje nadwrazliwosci, a rzadziej neutropenig,

trombocytopenig¢ i hipogammaglobulinemi¢ [105].

Hydroksychlorochina

Chlorochina i  hydroksychlorochina bedaca hydroksylowa pochodng
chlorochiny, ktore sg stosowane przede wszystkim jako leki przeciwmalaryczne,
wykazuja rowniez wilasciwosci przeciwzapalne 1 immunomodulujace, co czyni te
substancje odpowiednimi do leczenia chordb zapalnych stawdw o tagodnym przebiegu
[106]. Mechanizm dziatania hydroksychlorochiny wcigz nie zostat w peini poznany.
Wiadomo jednak, ze jest w stanie zmniejszal prezentacj¢ antygendw, hamowac
produkcje przeciwcial 1 prostaglandyn, zmniejsza¢ produkcj¢ cytokin o charakterze
prozapalnym takich jak TNFa, IL-17, IL-6, interferon alfa (INFo) oraz interferon
gamma (INFy). Dziatanie terapeutyczne leku polega réwniez na inhibicji proliferacji
limfocytow T 1 monocytow oraz hamowaniu wytwarzania RF oraz biatek ostrej fazy
[107]. Badania kliniczne wykazaty, ze leczenie hydroksychloroching przyniosto
znaczaca korzy$¢ u pacjentdéw z RZS w pordéwnaniu z placebo. Lek ten wptywa na
poprawe takich wskaznikéw choroby jak obrzek stawow, bol, OB, a takze na ogdlng
poprawe stanu oceniang przez lekarza jak 1 samego pacjenta [108]. Najwazniejszym
dzialaniem niepozadanym wystepujacym u pacjentdéw leczonych chloroching Iub
hydroksychloroching jest toksyczno$§¢ oczna. Co niezwykle istotne, wykazano, ze
zwyrodnienie siatkowki postgpuje stopniowo nawet po zaprzestaniu leczenia tymi

preparatami [109].

Potrojna terapia syntetycznymi LMPCh

Powyzsze trzy syntetyczne LMPCh mozna stosowaé jednoczenie. Potrdjna
terapia MTX, SSZ 1 hydroksychloroching byta podstawg terapii RZS zanim pojawity si¢
biologiczne i1 celowane LMPCh. Mimo nowych, dostgpnych strategii leczenia, potrdjna
terapia jest wcigz bardziej oplacalna niz stosowanie biologicznych LMPCh,
a w badaniach wykazano, Ze potrdjna terapia stosowana u pacjentéw, ktdrzy nie
odpowiedzieli na monoterapi¢ MTX jest tak samo skuteczna jak leczenie skojarzone
MTX 1 etanerceptem bedacym TNFi [110]. Inne badania wykazaly, ze w zapobieganiu
postepowego uszkodzenia stawow, leczenie skojarzone dwoma lub trzema
konwencjonalnymi syntetycznymi LMPCh nie bylo mniej skuteczne od leczenia
kombinacja jednego biologicznego z jednym syntetycznym LMPCh [111]. Jednak
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hepatotoksyczno§¢ wywolana zastosowaniem tego typu potrdjnej terapii czyni ja

czynnikiem ograniczajacym [112].
Leflunomid

LEF jest LMPCh podawanym jako prolek, a nast¢gpnie metabolizowanym in vivo
do aktywnego metabolitu A771726 wykazujacego aktywno$¢ biologiczng [113]. LEF
dziata przede wszystkim poprzez blokowanie dehydrogenazy dihydroorotanowe;j
(DHODH), enzymu wystepujacego w mitochondriach, odpowiedzialnego za syntezg
nukleotydéw pirymidynowych oraz proliferacj¢ limfocytow T [114]. LEF wykazuje
wigc dziatanie antyproliferacyjne w stosunku do limfocytow T, jednocze$nie hamujac
aktywacj¢ makrofagow w blonie maziowej stawdw. Dziatanie przeciwzapalne LEF
zwigzane jest z hamowaniem syntezy cytokin prozapalnych przez synowiocyty
1 makrofagi oraz z nasileniem apoptozy komodrek odpowiedzialnych za rozwdj stanu
zapalnego w stawach [115]. Szerokie spektrum dziatania tego leku oraz niezbyt czesto
wystepujace dziatania niepozadane sprawiajg, ze LEF jest czesto stosowang opcja

leczenia RZS [116].
Syntetyczne, celowane LMPCh

W przeciwienstwiec do wyzej opisanych konwencjonalnych syntetycznych
LMPCh, celowane syntetyczne LMPCh zostaly opracowane specjalnie w celu
ukierunkowania ich dziatania na kluczowy etap indukcji odpowiedzi zapalnej, w ktorej
posredniczg cytokiny, a mianowicie szlak JAK-STAT. Szlak JAK-STAT zaangazowany
jest w wewnatrzkomorkowa transdukcje sygnatu, do ktérej dochodzi po zwigzaniu si¢
ligandu z receptorem. Wigzanie si¢ ktorejkolwiek =z cytokin prozapalnych
zaangazowanych w patogeneze RZS z ich receptorami na powierzchni komorek
odpornosciowych, uruchamia wewnatrzkomorkowa kaskade transdukcji sygnatow
poprzez aktywacj¢ Sciezki sygnalowej JAK-STAT. W wyniku aktywacji tej $ciezki,
dochodzi do pobudzenia ekspresji gendéw prozapalnych, ktére moga inicjowaé
i podtrzymywac stan zapalny i prowadzi¢ do uszkodzenia tkanek [94]. W ciagu
ostatnich kilku lat, leki hamujace r6zne biatka JAK okazaty si¢ skuteczne w leczeniu
RZS. Tofacytynib (TOFA) i1 Baricytynib (BARI) to preparaty dopuszczone do
stosowania w terapii RZS [89]. Poniewaz wszystkie inhibitory JAK sa zasadniczo
skierowane na rézne czgsteczki nalezace do tego samego szlaku, wszystkie syntetyczne,

celowane LMPCh majg podobne dziatanie lecznicze jak i1 skutki uboczne. Badania
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kliniczne wykazaty, ze inhibitory JAK sg skuteczne przy akceptowalnym profilu
bezpieczenstwa. Trzeba jednak pamigta¢, ze stosowaniu inhibitorow JAK czgsto
towarzysza takie dziatania niepozadane jak zwigckszona czestotliwos¢ infekcji,
tworzenie si¢ skrzepow krwi, podwyzszenie poziomu cholesterolu we krwi, cytopenia
oraz skutki uboczne ze strony przewodu pokarmowego. Klinicznie TOFA i BARI
mozna stosowa¢ zaréwno w formie monoterapii, jak 1 jednocze$nie z MTX

w zaleznosci od indywidualnej odpowiedzi pacjenta na leczenie [117].

Biologiczne LMPCh

Obecnie zatwierdzone biologiczne LMPCh opieraja si¢ na kilku podstawowych
zasadach dzialania: neutralizacja receptora TNFa, neutralizacja IL-6 i zwigzane z tym
zahamowanie odpowiedzi zapalnej, hamowanie dziatalno$ci biologicznej IL-1,
hamowanie stymulacji limfocytow T przez APC oraz ubytek limfocytow B [96, 118].

Nazwy lekow nalezacych do poszczegolnych klas przedstawiono na rycinie 1.
Inhibitory TNFa

Obecnie, w Unii Europejskiej zarejestrowanych jest pig¢ farmaceutykow
bedacych antagonistami TNF, ktore sg dopuszczone do leczenia RZS. Pierwszymi
inhibitorami dopuszczonymi do uzytku klinicznego byty: infliksymab, entanercept oraz
adalimumab. Kolejne blokery TNF, ktore znalazty zastosowanie w terapii RZS to
golimumab oraz certolizumab [119]. Infliksymab, adalimumab oraz golimumab sa
monoklonalnymi przeciwciatami, certolizumab to pegylowany fragment ludzkiego
przeciwciala, za§ entanercept jest bialkiem fuzyjnym. Mozna wyr6zni¢ dwa
mechanizmy hamowania aktywnosci TNF. Pierwszym sposobem na inaktywacje tej
cytokiny jest reakcja antygen-przeciwcialo i wiasnie o to zjawisko opiera sig
mechanizm dziatania infliksymabu, adalimumabu, golimumabu oraz certolizumabu.
Z kolei entanercept jako biatko fuzyjne wykazuje swoje dzialanie poprzez wytworzenie
kompleksu lek-cytokina powodujac, ze kompleks ten pozbawiony jest wszelkiej
aktywnosci biologicznej. Mechanizm ten jest w stanie nasladowac naturalny proces
regulatorowy, kontrolujacy aktywno$¢ cytokin, poprzez ich neutralizacje po zwigzaniu
z rozpuszczalnym receptorem. Inhibitory TNF poprzez neutralizacje tej cytokiny,
wstrzymuja procesy zapalne przez nig indukowane, tym samym skutecznie hamujac
przebieg chronicznego stanu zapalnego, a co za tym idzie zapobiegajac uszkodzeniom

zaro6wno chrzastki jak 1 samych kosci [95]. TNFi mozna stosowaé w potaczeniu z MTX
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lub z innymi LMPCh. Terapi¢ TNFi czesto stosuje si¢ jako leczenie drugiego rzutu, gdy
pacjenci nie reaguja na monoterapi¢ syntetycznymi LMPCh. Mimo wysokiej
skutecznosci klinicznej polegajacej na m.in. hamowaniu chronicznego stanu zapalnego,
zmniejszeniu wytwarzania innych cytokin prozapalnych, normalizacji odpowiedzi
immunologicznej i redukcji uszkodzenia tkanek, stosowaniu TNFi towarzysza czgste
skutki uboczne, przede wszystkim takie jak zwigkszona czestotliwos$¢ cigzkich infekcji

oraz ryzyko wystapienia niektorych typow nowotwordw [94].
Inhibitory IL-6

Blokery IL-6 stosowane w terapii RZS to przeciwciata monoklonalne hamujace
szlak sygnalizacyjny tej cytokiny. Aktualnie, w terapii RZS stosowane sa dwa
inhibitory IL-6: tocilizumab i sarilumab. Oba inhibitory IL-6 to humanizowane
przeciwciala monoklonalne wigzace si¢ z receptorem IL-6 i przez to hamujace
sygnalizacje tej cytokiny. W poréwnaniu z tocilizumabem sarilumab ma zaré6wno 15—
22-krotnie wyzsze powinowactwo wigzania z IL-6R, jak i wydluzony okres pottrwania.
Zardéwno tocilizumab, jak 1 sarilumab sa szeroko stosowane w leczeniu RZS [94].
Potencjalne dziatanie immunologiczne tocilizumabu obejmuje indukcje 1 ekspansje
limfocytow B regulatorowych, redukcje wydzielania cytokin prozapalnych, wptyw na
poprawe¢ parametrOw ptynu maziowego poprzez zwigkszenie ekspresji odpowiednich
gendw, zwigkszenie ekspresji gendw kodujacych osteoprotegryne, ktéra wplywa na
prawidlowy metabolizm ko$ci [120]. Klinicznie, tocilizumab wykazuje korzystne
dziatanie u wielu pacjentow z RZS, w tym u pacjentoéw, ktorzy nie odpowiedzieli na
tradycyjne, syntetyczne LMPCh oraz TNFi. Efekty kliniczne obejmuja poprawe takich
parametréw jak OB, CRP oraz zmniejszenie stopnia i/lub ilo$ci obrzeknigtych stawow
[121]. Najczestszym skutkiem ubocznym stosowania tocilizumabu sg infekcje skorne
1 podskoérne. Niemniej jednak wskazniki infekcji sg raczej niskie 1 porownywalne do
tych obserwowanych po leczeniu przeciwcialami anty-TNF-o. Inne dzialania
niepozadane obejmuja dyslipidemi¢, neutropeni¢, matoplytkowos¢ i podwyzszony
poziom enzymow watrobowych [122]. Ogodlna skuteczno$¢ 1 bezpieczenstwo

sarilumabu wydajg si¢ by¢ porownywalne z tocilizumabem [123].
Inhibitory IL-1

Od stosunkowo niedawna, w leczeniu RZS stosuje si¢ takze inhibitor IL-1

0 nazwie anakinra. Bloker ten jest w stanie hamowac¢ biologiczng dziatalno$¢ IL-1,
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przeciwdziata wytwarzaniu tlenku azotu oraz kolagenazy w btonie maziowej stawow,
chondrocytach i fibroblastach. Moze by¢ stosowany w potaczeniu z innymi LMPCh lub
W monoterapii, ale z powodu niskiego wskaznika odpowiedzi na leczenie tym lekiem

w poréwnaniu z innymi biologicznymi LMPCh, stosuje si¢ go znacznie rzadziej [86,

96].
Inhibitory stymulacji limfocytow T

Kolejnym  sposobem na zahamowanie indukcji kaskady zapalnej,
charakterystycznej dla RZS jest hamowanie stymulacji limfocytéw T. Adatacept to
biatko fuzyjne, ktore hamuje aktywacj¢ limfocytow T poprzez blokowanie ich interakcji
z czasteczkami CD28 (antygeny rdéznicowania komorkowego). CD28 to biatka
odpowiedzialne za dostarczenie silnego sygnatu kostymulujacego, wymaganego do
pelnej  aktywacji  limfocytow T. Zapobiegajac  przekazywaniu  sygnatow
kostymulujacych z komoérek APC do limfocytow T, adatacept spowalnia proces
chorobowy [124]. Abatacept zostal zatwierdzony do leczenia dorostych z aktywnym
RZS o nasileniu od umiarkowanego do ci¢zkiego, ktdrzy maja niewystarczajaca
odpowiedz lub nietolerancj¢ na leczenie innymi LMPCh lub TNFi. Najczgstsze
dziatania niepozadane wystepujace przy stosowaniu terapii adataceptem to bole glowy,
brzucha, nudno$ci, biegunka, nadci$nienie tetnicze, wysypka oraz zakazenia

o zrdéznicowanej etiologii [125].
Przeciwciala monoklonalne przeciwko limfocytom B

Jedng z terapii biologicznych stosowanych w leczeniu RZS jest terapia
skierowana przeciwko limfocytom B. Biorac pod uwage fakt, ze limfocyty B, ktore po
zroznicowaniu si¢ w plazmocyty rozpoczynajg syntez¢ autoprzeciwciat ACPA oraz RF
specyficznych dla RZS i wptywajacych na jego przebieg, ukierunkowanie leczenia
wlasnie na te komorki wydaje si¢ logicznym rozwigzaniem [126]. Rytuksymab to
chimeryczne ludzko-mysie przeciwcialo monoklonalne skierowane przeciwko
antygenom roznicowania komorkowego CD20. CD20 to biatko wystepujace na
limfocytach pre-B i na na dojrzatych limfocytach B. Rytuksymab wigze si¢ swoiscie
z antygenem CD20 i w wyniku tej interakcji antygen nie jest wprowadzany do komorki,
ani uwalniany z jej powierzchni. W konsekwencji prowadzi to do uruchomienia
mechanizméw uktadu immunologicznego majacych na celu liz¢ komorek B. Liza

komorek dokonywana jest na zasadzie cytotoksycznosci zaleznej od uktadu dopetniacza
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oraz zaleznej od przeciwcial, a takze na drodze apoptozy [127]. U leczonych pacjentow,
wielokrotne podawanie rytuksymabu skutecznie zmniejsza liczb¢ obwodowych
limfocytow B. Ponadto rytuksymab wykazat korzysci w leczeniu powiktan uktadowych
RZS, takich jak zapalenie naczyn i krioglobulinemia [128]. Stosowanie rytuksymabu
wskazane jest dla pacjentéw z choroba o umiarkowanym nasileniu do cigzkiego, ktorzy
nie zareagowali na wczesniejsze leczenie innymi LMPCh lub co najmniej jednym
TNFi. Chociaz rytuksymab jest wzglednie dobrze tolerowany przez pacjentow z RZS,
skutki uboczne mogg obejmowac infekcje, reakcje na wlew leku, zaburzenia ze strony
uktadu nerwowego, zaburzenia o charakterze zoladkowo-jelitowym oraz rozwoj

tuszczycy [129].

1.2.  Przestanki do podjecia pracy

Etiopatogeneza reumatoidalnego zapalenia stawow pozostaje wcigz nieznana.
Mimo wielu dekad badan nad tym schorzeniem, wcigz nie zidentyfikowano wszystkich
czynnikow bioracych udziat w rozwoju RZS, a rola wielu z tych juz poznanych nie
zostala w pelni wyjasniona. Jednym z tych czynnikéw jest adiponektyna, ktorej rola
jaka pelni w etiopatogenezie RZS pozostaje niejasna. W zwigzku z powyzszym,

podjetam probe szerszego zrozumienia udziatu adiponektyny w patogenezie RZS.
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2. CELE PRACY

Celem pracy byta ocena roli wybranych czynnikéw prozapalnych w patogenezie
RZS. Po przeprowadzeniu wstgpnej analizy do dalszych badan wybrano adiponektyng.
W pracy podjeto probe oceny roli, jaka pelni adiponektyna w patogenezie

reumatoidalnego zapalenia stawow. Analiza obejmowata:

1. Ocen¢ stezenia adiponektyny w osoczu oraz jej ekspresji na poziomie mRNA

w szpiku kostnym, blonie maziowej 1 ciele thuszczowym Hoffy chorych na RZS.

2. Badanie korelacji miedzy ekspresja adiponektyny w tkankach oraz jej stezenia
W o0soczu ze stezeniami wybranych mediatorow prozapalnych biorgcych udziat

w patogenezie RZS.

3. Badanie wpltywu mediatorow stanu zapalnego LPS i TNFa na ekspresje
adiponektyny w ludzkich synowiocytach o fenotypie fibroblastow (ang. Human
Fibroblast-Like Synoviocytes hFLS).

4. Oceng wplywu adiponektyny na ekspresje mRNA IL-6 w komorkach hFLS,

kluczowej cytokiny zaangazowanej w patogeneze RZS.

5. Badanie ekspresji receptorow adiponektyny (AdipoR1 1 AdipoR2) na poziomie
mRNA oraz ocena lokalizacji adiponektyny i jej receptorow za pomocg analizy

immunohistochemicznej w btonie maziowej oraz ciele ttuszczowym Hoffy chorych na
RZS.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Material

3.1.1. Pacjenci

Material do badan pochodzit od pacjentow z RZS oraz z chorobg
zwyrodnieniowag stawow (ChZS), ktorzy stanowili grupe kontrolng. W przypadku
0socza material pobrano takze od 30 zdrowych oséb. Badaniem objeto 17 pacjentow
z RZS (15 kobiet i 2 mezczyzn, $rednia wieku 60,5+5,3 lat) oraz 25 pacjentow z ChZS
(20 kobiet, 5 mgzczyzn, $rednia wieku 65,3+7,8 lat). U oséb wlaczonych do badania
zastosowano nastepujace kryteria wykluczenia: choroby autoimmunologiczne, ostre
1 przewlekle stany zapalne. Probki materialu pobrano w trakcie operacji wymiany stawu
kolanowego w ramach standardowej opieki Kklinicznej w Kilinice Ortopedii,
Traumatologii i Onkologii Narzadu Ruchu PUM w Szczecinie. Podczas zabiegu od
kazdego pacjenta pobrano probki krwi, szpiku kostnego, btony maziowej oraz ciata
tluszczowego Hoffy. Badanie zostalo zatwierdzone przez Komisje Bioetyczng
Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie (KB-0012/39/17), a od

uczestnikOw uzyskano pisemng, §wiadomag zgode.

3.1.2. Blona maziowa i ciato tluszczowe Hoffy

Material pobrany od pacjentow Kliniki Ortopedii, Traumatologii i Onkologii
Narzadu Ruchu PUM przewieziono do laboratorium w sterylnym roztworze soli
fizjologicznej i poddano obrébee natychmiast po przetransportowaniu. Niezwtocznie po
przyjeciu, tkanki przemyto roztworem PBS (EURX) i1 rozdrobniono na mate kawalki za
pomocg skalpela w sterylnych warunkach. Nastepnie, tkanki przeniesiono do proboéwek
typu Falcon o pojemnosci 50 ml i trawiono roztworem kolagenazy | (1 mg/ml)
I kolagenazy Il (0,5 mg/ml) (Sigma) z PBS przez 90-120 minut w 37°C. Strawione
tkanki przefiltrowano stosujac sterylne filtry do komorek typu Falcon, rozmiar 70 pm.

Przefiltrowane komorki wirowano (10°/1800 rpm/RT) w cieptym PBS (37°C). Pelety
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zawieszono w 1 ml PBS i przeniesiono do 1,5 ml probowek typu Eppendorf. Komorki
wirowano (5°/1500 rpm/RT). Nadsacze usuni¢to, a pelety zawieszono w 350 pl buforu
do lizy RLT (Qiagen). Probki przechowywano w temperaturze -20°C do momentu

przeprowadzenia analizy genetycznej.

3.1.3. Szpik kostny

Material pobrany od pacjentow Kliniki Ortopedii, Traumatologii i Onkologii
Narzadu Ruchu PUM przewieziono do laboratorium w sterylnym roztworze soli
fizjologicznej i poddano obrobce natychmiast po przetransportowaniu. Niezwtocznie po
przyjeciu, szpik wirowano (10°/1800rpm/RT). Nadsgcze usunigto, a osady Szpiku
kostnego zawieszono w 10-15 ml buforu do lizy (BD Pharm Lyse) i inkubowano
(10’/RT). Nastgpnie, probki zawieszono w PBS 1 ponownie wirowano
(10°/1800rpm/RT). Nadsacze usunigto, a pelety zawieszono w 350 ul buforu do lizy
RLT. Probki przechowywano w temperaturze -20°C do momentu przeprowadzenia

analizy genetycznej.

3.1.4. Krew

Krew pobrang do probéwek z antykoagulantem (EDTA) od pacjentdw oraz od
zdrowych dawcow wirowano (10°/1800rpm/4°C). Nadsacze zawierajace 0socze krwi
przeniesiono do probowek typu Eppendorf. Probki przechowywano w temperaturze

-80°C do momentu przeprowadzenia analizy genetycznej.

3.1.5. Ludzkie synowiocyty o fenotypie fibroblastoéw (hFLS)

Ludzkie synowiocyty o fenotypie fibroblastow (hFLS) zostaly zakupione od Cell
Application Inc. (San Diego, CA). Komoérki hodowano wedle zalecen producenta

w uniwersalnym, gotowym do uzycia zestawie hFLSs Growth Medium (Cell
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Application Inc. San Diego, CA). Poczatkowa gestosé komorek wynosita 0,25 x 10°
komorek/ptytke (Corning). Komoérki przechowywano w inkubatorze w warunkach

37°C, CO; 5%, wilgotno$¢ 95%. Medium hodowlane wymieniano co 2-3 dni.

3.2.  Metody

3.2.1. lzolacja RNA

Izolacja catkowitego RNA zostata przeprowadzona metoda kolumienkowa za
pomoca zestawu RNease Kit (QIAGEN) zgodnie z protokotem producenta. Uzyskane
pelety komorkowe zawieszono w 350 ul buforu RLT. Do kazdej probki dodano po 350
ul 75% etanolu i doktadnie wymieszano przez pipetowanie. 700 ul zawiesiny komorek
przenoszono na kolumny RNeasy Mini Spin i wirowano (1°/14000 rpm/4°C). Po
wirowaniu przesacze zlewano. Nastgpnie dodano 350 ul buforu RWI1 i1 wirowano
(1°/14000 rpm/4°C). Etap ten wykonano dwukrotnie. Po kazdym wirowaniu przesacze
zlewano. Kolejno, kolumienki przenoszono na nowe kolumny odbieralnikowe
1 dodawano 500 pl buforu RPE. Kolumny ponownie zwirowano (1°/14000 rpm/4°C).
Etap ten wykonano dwukrotnie, przy czym kolejne wirowanie trwato 3 minuty.
Kolumienki umieszczono w nowych probowkach, dodano 40 pl wody wolnej od
nukleaz i zwirowano do momentu elucji RNA (3 minuty/14000 rpm/4°C). Wyizolowane
RNA umieszczono na lodzie i zmierzono st¢zenie oraz czysto$¢ kazdej probki za
pomoca spektrofotometru DeNovix DS-11 (DeNovix Inc. USA). Stgzenie wyrazono
w jednostce [ng/ul].

3.2.2. Odwrotna transkrypcja (RT-PCR)

Wyizolowane mRNA poddano reakcji odwrotnej transkrypcji w celu otrzymania
cDNA. Reakcj¢ przeprowadzono przy uzyciu zestawu do syntezy cDNA RevertAid RT

Kit (Thermo Scientific) wedtug zalecen producenta na termocyklerze Bio-Rad T100™
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Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, Kalifornia, Stany Zjednoczone). Do uzyskania
calkowitej objetosci (20 ul) mieszaniny reakcyjnej dodano odpowiednio:

e bufor reakcyjny 5-krotnie stezony (4 ul)
e startery oligo(dT)s (1 ul)

e mieszaning ANTP 10 mM (2 ul)

¢ inhibitor RNA RiboLock (1 pl)

e odwrotng transkryptazg M-MuLV (2 ul)
e RNA (300 ng/ul)

Mieszaning reakcyjna dopetniano woda do objetosci 20 pl w ilosci zmienne;,

zaleznej od zawarto$ci RNA w danej probcee.
Poszczegdlne etapy reakceji obejmowaty:

e inkubacja (60 min, 37°C)
e unieczynnienie enzymu (5 min, 70°C)

e zakonczenie reakcji (4°C)

3.2.3. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym (qPCR)

llosciowa analize wybranych gendw, jak rowniez genu referencyjnego -2
mikroglobuliny przeprowadzono przy uzyciu gPCR w czasie rzeczywistym na
urzadzeniu ABI PRISM® Fast 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems,
Foster City, USA). Do reakcji uzyto Power SYBR Green PCR Master Mix Reagent
(Thermo Fisher Scientific). Warunki reakcji: 95°C (15 s), 40 cykli w temperaturze 95 °C
(15 s), 60°C (1 min). W celu uniknigcia amplifikacji niechcianych produktéw
zastosowano reakcje kontrolne (kontrole bez matrycy cDNA). Zgodnie z analiza
krzywych temperatury topnienia, w tych warunkach amplifikowano tylko jeden produkt
PCR. Kazda probke analizowano w dwdch powtorzeniach technicznych, a do dalszej
analizy wykorzystano $rednie wartosci Ct. Ilos¢ mRNA dla danego genu
normalizowano wzgledem B2-mikroglobuliny, a absolutng warto$¢ ekspresji dla danego

genu wyrazono jako 244,
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R: 2,\—ACt

e ACt dla nieznanej proby = (Ct badanego genu) — (Ct genu referencyjnego)
e Ct- cykl progowy

Sktad mieszaniny reakcyjnej na jedng probke:

e starter 1 (1,5 ul)

e starter 2 (1,5 ul)

e SYBR™ Green PCR Master Mix (15 pl)
e CcDNA (2 ul)

Reakcje qPCR przeprowadzano przy uzyciu ptytek MicroAmp™ Optical 96-
Well Reaction Plate (Applied Biosystems™).
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Tabela 3. Lista starterow uzytych do reakcji Real-time PCR.

Nazwa
genu Sekwencja 5’ - 3’ Sekwencja 3’ - §°
ADIPOQ | AACATGCCCATTCGCTTTACC | TAGGCAAAGTAGTACAGCCCA
ADIPOR1 GAGGTGCGGGTACTGACAC GATGACCCTCCAACGTCCC
ADIPOR2 | CTGGATGGTACACGAAGAGGT | TGGGCTTGTAAGAGAGGGGAC
IL6 AATTCGGTACATCCTCGACG GGTTGTTTTCTGCCAGTGCC
IL1B AATCTGTACCTGTCCTGCGTG TGGGTAATTTTTGGGATCTAC
IL17B GAGCCCCAAAAGCAAGAGGA TGCGGGCATACGGTTTCATC
1L20 GGAGGACTGAGTCTTTGCAA CCGGAGAGTATAATGGTCAG
IL23 GCTTCAAAATCCTTCGCAG TATCTGAGTGCCATCCTTGAG
TNFA CCTTCTCTCTAATCAGCCCTCT | GAGGACCTGGGAGTAGATGA

3.2.4. Ocena stezenia cytokin w osoczu

Za pomocg testu multipleksowego Bio-Plex Pro Human Cytokine 16-plex (Bio-

Rad) oceniono stezenie szesnastu cytokin w badanych probkach osocza. Badane

cytokiny przedstawiono w tabeli nr 4,
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Tabela 4. Badane cytokiny oznaczone w 0soczu.

IL-1B interleukina 1 beta
IL-2 interleukina 2
IL-4 interleukina 4
IL-6 interleukina 6
IL-7 interleukina 7
IL-8 interleukina 8
IL-10 interleukina 10
IL-12 p40 interleukina 12 podjednostka p40
IL-13 interleukina 13
IL-17 interleukina 17
G-CSF czynnik stymulujacy tworzenie kolii
granulocytow
GM-CSF czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
granulocytow 1 makrofagow
IFNy interferon gamma
MCP-1 bialko chemotaktyczne monocytow
MIP-1 biatko zapalne makrofagow
TNFa czynnik martwicy nowotworu alfa

3.2.5. Ocena stezenia adiponektyny w osoczu

Stezenia adiponektyny w osoczu badano w kazdej probce za pomoca testu
multipleksowego opartego na kulkach magnetycznych, zgodnie z procedura producenta

(Luminex Assay R&D).
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3.2.6. Immunohistochemiczna (IHC) lokalizacja adiponektyny i receptorow
adiponektyny AdipoR1 i AdipoR2 w tkankach stawowych

Skrawki tkanek stawu kolanowego (btona maziowa i ciato tluszczowe Hoffy)
o grubosci 5 um uwodniono 1 przeprowadzono odslonigcie epitopu metoda
temperaturowg w kuchence mikrofalowej w buforze cytrynianowym ph=6 (Dako
Retrieval Solution, Dako Dania). Po schtodzeniu do RT tkanki skrawki inkubowano
z odpowiednio rozcienczonymi przeciwcialami pierwszorzagdowymi przez 1 h w RT
w komorze wilgotnej i zwizualizowano za pomocg za pomocg chromogenu
diaminobenzydyny (DAB) - InmPRESS® HRP Universal (Horse Anti-Mouse/Rabbit
IgG) PLUS Polymer Kit, Peroxidase, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA,
zgodnie z protokotem producenta. Po schtodzeniu preparatow aktywno$¢ peroksydazy
zostata zablokowana roztworem BLOXALL Endogenous Enzyme Blocking Solution
(ImmPRESS® HRP Universal (Horse Anti-Mouse/Rabbit 1gG) PLUS Polymer Kit,
Peroxidase, Vector Laboratories, USA), tkanki przeplukano dwukrotnie w PBS
i inkubowano z 2,5% konskim serum (ImmPRESS® HRP Universal PLUS Polymer
Kit, Peroxidase, Vector Laboratories, USA). Nastgpnie szkietka inkubowano
z pierwszorzedowymi przeciwcialami monoklonalnymi: anty-adiponektyng, anty-
AdipoR1 i anty-AdipoR2 (SantaCruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) przez 1 godzing
w RT. Po dwukrotnym ptukaniu w PBS szkietka inkubowano z ImmPRESS Universal
Antibody Polymer Reagent (ImmPRESS® HRP Universal PLUS Polymer Kit,
Peroxidase, Vector Laboratories, USA). Po wyptukaniu w PBS reakcj¢ wizualizowano
za pomocg substratu ImmPACT DAB EqV (ImmPRESS® HRP Universal PLUS
Polymer Kit, Peroksydaza, Laboratoria Vector, USA). Jako negatywng kontrolg zamiast
przeciwcial pierwszorzedowych zastosowano PBS. Po wizualizacji szkietka
wybarwiono kontrastowo hematoksyling (Harris modified Hematoxilin, Sigma) po
odwodnieniu w szeregu alkoholi i ksylenie (Chempur, Polska), wybarwione preparaty
zamknigto w balsamie kanadyjskim (Sigma-Aldrich, Satin-Louis, Mi, USA) i oceniono
pod mikroskopem odwroconym Olympus IX81 (Olympus, Germany). Zdjecia

wykonano przy uzyciu oprogramowania CellSens (Olympus, Germany).
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3.2.7. Ocena wyniku immunoreaktywnego dla adiponektyny i receptorow
adiponektyny R1 i R2

Wynik immunoreaktywnos$ci (Immunoreactive score IRS) dla adiponektyny i jej
receptorow AdipoR1 i AdipoR2 w prébkach btony maziowej i ciata thuszczowego
Hofty obliczono w sposob szczegdtowo opisany w [130, 131]. W skrocie, kazda probka
zostata oceniona w 5 losowo wybranych polach widzenia (obiektyw x40). Wynik
immunoreaktywno$ci obliczono jako: IRS= szacowana intensywno$¢ barwienia
(intensywno$¢ reakcji barwnej 0-1-2-3) pomnozona przez szacowany odsetek komorek
z reakcja dodatnig (0-1-2-3-4), gdzie 0 to 0%, 1 to 1-11%, 2 to 11-50%, 3 to 51-80%,
a4 to 81% do 100% dodatnio wybarwionych komorek. Wartosci IRS ocenia si¢ w skali
0-12, gdzie O to brak reakcji, 12- bardzo silna reakcja w 81% do 100% komorek,
opisanych jako: O reakcja negatywna (brak ekspresji), 1-6 — stabo pozytywna, 7-12
silnie pozytywna. Dane zestawiono w tabeli z mediang, minimalng i maksymalng
wartos$cig IRS. Procedura oceny IRS zostata przeprowadzona w dwoch niezaleznych
powtorzeniach, dla kazdego szkietka, dla kazdego pacjenta z grupy RZS (n=10) i ChZS
(n=10).

3.2.8. Stymulacja komoérek hFLS

Stymulacja TNFa i LPS

Komorki hFLS w ilosci 2,5 x 10* komérek/dotek wysiano na ptaskodenng 24-
dotkowa ptytke i hodowano w dedykowanym, gotowym do uzycia medium hFLS
Growth Medium (Cell Application Inc. San Diego, CA) przez 24h. W nastepnej dobie
pozywke zmieniono na medium podstawowe hFLS Basal Medium (Cell Applications,
Inc., San Diego, CA) zawierajace 0,5% BSA (Sigma) w celu wyciszenia komorek przez
okres 24h. Nastepnie komorki przeplukano PBS i1 poddano stymulacji TNFa (Sigma)
1 LPS (Sigma) w réznych wariantach, przez 6; 12; 24 1 48h. Warunki stymulacji
podano w tabeli nr 5. Kontrole¢ negatywng stanowily hFLS hodowane w medium
podstawowym z dodatkiem 0,5% BSA. Stymulacje wykonano w trzech powtorzeniach.
Po uplywie czasu inkubacji z czynnikami stymulujacymi komorki trypsynizowano,

a nastgpnie wyizolowano z nich catkowite RNA.
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Tabela 5. Warunki stymulacji komorek hFLS mediatorami stanu zapalnego.

Czynniki stymulujace
TNFa 10 ng/ml
LPS 100 ng/ml
TNF 10 ng/ml + LPS 100ng/mi

Stymulacja ADPN i LPS

Komérki hFLS w iloéci 2,5 x 10* komérek/dotek wysiano na ptaskodenng 24-
dotkowa ptytke 1 hodowano w dedykowanym , gotowym do uzycia medium hFLS
Growth Medium (Cell Application Inc. San Diego, CA) przez 24h. W nastepnej dobie
pozywke zmieniono na medium podstawowe hFLS Basal Medium (Cell Applications,
Inc., San Diego, CA) zawierajace 0,5% BSA (Sigma) w celu wyciszenia komorek przez
okres 24h. Nastepnie komoérki przeptukano PBS i1 poddano stymulacji ADPN
(Peprotech, Inc.) i LPS (Sigma) w roznych wariantach, przez 24 i 72h. Warunki
stymulacji podano w tabeli nr 6. Kontrolg negatywng stanowily hFLS hodowane
w medium podstawowym z dodatkiem 0,5% BSA. Stymulacje wykonano w trzech
powtorzeniach. Po uptywie czasu inkubacji z czynnikami stymulujagcymi komorki

trypsynizowano, a nastgpnie wyizolowano z nich catkowite RNA.

Tabela 6. Warunki stymulacji komorek komorek hFLS adiponektyna.

Czynniki stymulujace
LPS 1000 ng/ml
ADPN 250 ng/ml
ADPN 1000 ng/ml
ADPN 250 ng/ml + LPS 1000 ng/ml
ADPN 1000 ng/ml + LPS 1000 ng/ml
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3.2.9. Analiza statystyczna

Poniewaz rozktady zmiennych iloSciowych istotnie rdznily si¢ od rozkladu
normalnego (test Shapiro-Wilka), zastosowano testy nieparametryczne. Wartos$ci
poréwnano miedzy grupami testem Kruskala-Wallisa lub U Manna-Whitneya,
a korelacje w obrgbie grup oceniono wspoétczynnikiem korelacji rang Spearmana.
ANOVA 7z testem post-hoc Tukeya zastosowano do analizy ilo$ciowych wynikow
ekspresji, ktore zostaly przeksztalcone logarytmicznie w celu znormalizowania ich
rozktadoéw. Dla analizy ekspresji adiponektyny zmiennymi niezaleznymi byty obecnos¢
jednej z czterech mozliwych kombinacji czynnikéw stymulujacych (kontrola — bez
czynnika stymulacyjnego, tylko TNF, tylko LPS, TNF + LPS) oraz czas stymulacji (6,
12, 24 lub 48h ). Dla analizy ekspresji IL-6 zmiennymi niezaleznymi byly: obecnos¢
jednego z trzech stezen adiponektyny (0; 250 lub 1000 ng/ml), obecno$¢ LPS (tak lub

nie) oraz czas stymulacji (24 lub 72h). Za statystycznie istotne uznano p<0,05.
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4. WYNIKI

4.1.  Ocena ekspresji mediatorow stanu zapalnego w probkach szpiku kostnego,
btony maziowej i ciele thuszczowym Hoffy

Pierwszym etapem badan bylo zbadanie poziomu ekspresji mRNA wybranych

mediatoroOw stanu zapalnego w tkankach pobranych od pacjentéw z RZS. Wsrod

wybranych mediatoréw stanu zapalnego zbadano ekspresje: TNFa, IL-18, IL-6, IL-17p,

IL-20, IL-23 oraz ADPN. Poziom ekspresji zbadano przy pomocy metody PCR

w czasie rzeczywistym. Poréwnania dokonano miedzy dwoma grupami pacjentéw: RZS

i ChZS. Poziom ekspresji poszczegdlnych genow zbadano w szpiku kostnym, blonie

maziowej 1 ciele thuszczowym Hoffy.

A Poziom ekspresji TNFa B
w ciele Hoffy
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Poziom ekspresji TNFu
w szpiku kostnym

ChZs
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Rycina 3. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego TNFa u pacjentow RZS i ChZS. Panel

A: ciato tluszczowe Hoffy, Panel B: blona maziowa, Panel C: szpik kostny. Nie stwierdzono

znaczacego wzrostu ekspresji gendw u pacjentow z RZS w poréwnaniu z ChZS (test U Manna-

Whitneya).
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A Poziom ekspresji IL-1f B Poziom ekspresji IL-1f C Poziom ekspresji IL-1p
w ciele Hoffy w blonie maziowej w szpiku kostnym
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Rycina 4. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego IL-1B u pacjentow RZS i ChZS. Panel
A: ciato tluszczowe Hoffy, Panel B: btona maziowa, Panel C: szpik kostny. Nie stwierdzono
znaczacego wzrostu ekspresji gendw u pacjentéw z RZS w poréwnaniu z ChZS (test U Manna-

Whitneya).

A Poziom ekspresji [L-6 B Poziom ekspresji IL-6 (‘ Poziom ekspresji IL-6
w ciele Hoffy w blonie maziowej w szpiku kostnym
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Rycina 5. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego IL-6 u pacjentow RZS i ChZS. Panel
A: cialo thuszczowe Hoffy, Panel B: blona maziowa, Panel C: szpik kostny. Nie stwierdzono
znaczacego wzrostu ekspresji gendw u pacjentow z RZS w poréwnaniu z ChZS (test U Manna-

Whitneya).
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A Poziom ekspresji IL-17f
w ciele Hoffy
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Rycina 6. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego IL-17 u pacjentdéw RZS i ChZS. Panel

A: cialo thuszczowe Hoffy, Panel B: blona maziowa, Panel C: szpik kostny. Nie stwierdzono

znaczacego wzrostu ekspresji gendw u pacjentéw z RZS w poréwnaniu z ChZS (test U Manna-

Whitneya).
A Poziom ekspresji IL-20 B Poziom ekspresji IL-20 (‘ Poziom ekspresji IL-20
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Rycina 7. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego 1L-20 u pacjentow RZS i ChZS. Panel

A: ciato thuszczowe Hoffy, Panel B: btona maziowa, Panel C: szpik kostny. *P < 0.05 wskazuje

na istotny statystycznie wzrost ekspresji gendw u pacjentow z RZS w poréwnaniu z ChZS (test

U Manna-Whitneya).
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A Poziom ekspresji IL-23 B Poziom ekspresji IL-23 (‘ Poziom ekspresji IL-23
w ciele Hoffy w blonie maziowej w szpiku kostnym
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Rycina 8. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego IL-23 u pacjentow RZS i ChZS. Panel
A: cialo thuszczowe Hoffy, Panel B: blona maziowa, Panel C: szpik kostny. Nie stwierdzono
znaczacego wzrostu ekspresji gendw u pacjentéw z RZS w poréwnaniu z ChZS (test U Manna-

Whitneya).
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Rycina 9. Poziom absolutnej ekspresji genu kodujacego adiponektyne (ADIPOQ) u pacjentéw
RZS i ChZS. Panel A: cialo ttuszczowe Hofty, Panel B: btona maziowa, Panel C: szpik kostny.
*P < 0.05 wskazuje na istotny statystycznie wzrost ekspresji gendéw u pacjentow z RZS

w poroéwnaniu z ChZS (test U Manna-Whitneya).

Nie odnotowano statystycznie istotnych zmian w poziomie ekspresji gendow
kodujacych TNFa, IL-1p, IL-6, IL-17f oraz IL-23 w Zadnej z tkanek (ryciny 3, 4, 5, 6,
8). Istotne statystyczne zmiany zanotowano w przypadku genéw kodujacych 1L-20 oraz
ADPN (ryciny 7 1 9). W przypadku IL-20 statystycznie istotne roznice migdzy grupami
dotyczyly jedynie ciala tluszczowego Hoffy (rycina 7; panel A), zas§ w przypadku
ADPN dwoch tkanek: ciata thuszczowego Hoffy oraz bltony maziowej (rycina 9; panel
A 1 B). Zmiany w poziomie ekspresji ADPN miedzy grupami RZS i ChZS oraz
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niejednoznacznos$¢ jej funkcji, jaka pelni w przebiegu RZS spowodowala, ze do

dalszych analiz wybrano wlasnie adiponektyne.

4.2. Ocena stezenia adiponektyny w osoczu

Kolejnym etapem badan bylo sprawdzenie czy zmiany ekspresji ADPN
wystepuja tylko w tkankach stawowych objetych zapaleniem, czy takze w osoczu krwi.
W tym celu zbadano stezenie adiponektyny w osoczu na poziomie biatka za pomoca
testu multipleksowego. Stgzenie adiponektyny w osoczu zbadano w trzech grupach:
RZS, ChZS i osoby zdrowe (Z). Zgodnie z rycing nr 10 nie byto istotnych statystycznie

roznic w stezeniu ADPN w osoczu migdzy grupami (p=0.96, test Kruskala-Wallisa).

Stezenie adiponektyny w osoczu

20 -
18
16
14
12

10

pg/ml

ChZS

Rycina 10. Stezenie adiponektyny w osoczu (ug/ml) u pacjentdéw RZS, ChZS i 0séb zdrowych
(2) (Test Kruskala-Wallisa).
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4.3. Korelacje migdzy stezeniami adiponektyny w osoczu a wybranymi
cytokinami o charakterze prozapalnym

Zaré6wno u pacjentow RZS jak 1 ChZS istnieja szereg zaleznosci i1 petli
sprzgzenia zwrotnego, ktére reguluja jak 1 nasilajg synteze wielu mediatoréw
prozapalnych. Z tego powodu zbadano korelacje migdzy stezeniami wybranych cytokin
prozapalnych w osoczu, a stezeniem ADPN. Oznaczenia obejmowaty grupg wybranych
cytokin: IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 p40, IL- 13, IL-17, G-CSF,
GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-18, TNF-a. U pacjentow z ChZS stezenie ADPN istotnie
korelowato ze stezeniem IL-6 w osoczu (tabela 7). W pozostatych przypadkach nie

stwierdzono istotnych statystycznie korelacji.
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Tabela 7. Korelacje pomiedzy stezeniem adiponektyny w osoczu a wybranymi cytokinami (IL-
1B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-8, 1L-10, IL-12 p40, IL-13, IL-17, G-CSF , GM-CSF, IFN-y,
MCP-1, MIP-1B , TNF-a) u pacjentow RZS i ChZS. Rs — Wspotczynnik korelacji rang
Spearmana. Za statystycznie istotne uznano p<0,05.

Stezenie adiponektyny w osoczu

Cytokiny ChZs RZS
Rs p Rs p

IL-1p 0.52 0.06 0.13 0.66
IL-2 -0.45 0.11 -0.03 0.91
IL-4 -0.37 0.2 0.01 0.96
IL-6 0.65 0.01 0.24 041
IL-7 -0.11 0.72 -0.01 0.97
IL-8 -0.52 0.06 0.03 0.92
IL-10 -0.33 0.25 -0.04 0.88
IL-12 -0.43 0.12 0.31 0.27
IL-13 -0.21 0.47 0.15 0.61
IL-17 -0.09 0.75 0.25 0.4
G-CSF 041 0.15 0.17 0.57
GM-CSF  0.37 0.2 0.06 0.84
IFN-y -0.37 0.19 0.05 0.85
MCP-1 -0.43 0.12 0.23 0.43
MIP-1p  -0.28 0.33 0.03 0.91
TNF-a 0.24 0.42 0.49 0.08
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4.4, Korelacje miedzy ekspresja adiponektyny w tkankach stawowych i szpiku
kostnym, a st¢zeniami wybranych cytokin o charakterze prozapalnym

Kolejnym krokiem byto zbadanie korelacji miedzy wspomnianymi juz wcze$niej
cytokinami w osoczu, a poziomem ekspresji ADPN w blonie maziowej, ciele
thuszczowym Hoffy i szpiku kostnym. Zgodnie z tabelg nr 8 zaobserwowano istotng
statystycznie korelacje migdzy poziomem ekspresji ADPN w btonie maziowej
pacjentow z ChZS, a st¢zeniem IL-1B, IL-4, G-CSF i GM-CSF w osoczu. Ponadto
zaobserwowano korelacj¢ migdzy poziomem ekspresji ADPN w ciele thuszczowym

Hofty, a stezeniem GM-CSF w o0soczu u chorych na ChZS
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Tabela 8. Korelacje pomiedzy poziomem ekspresji adiponektyny w szpiku kostnym, btonie
maziowej i ciele ttuszczowym Hoffy, a wybranymi cytokinami (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, IL-12 p40, IL-13, IL-17, G-CSF , GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-18 , TNF-a)
u pacjentow ChZS. Rs — Wspotczynnik korelacji rang Spearmana. Za statystycznie istotne
uznano p<0,05.

Cialo tluszczowe

Cytokiny Szpik kostny Blona maziowa Hoffy
Rs p Rs p Rs p
IL-1p 0.14 0.7 0.64 0.008 0.32 0.28
IL-2 -0.17 0.63 0.21 0.42 0.47 0.1
IL-4 0.14 0.7 0.55 0.02 0.31 0.31

IL-6 0.12 0.74 0.05 0.87 0.32 0.29

IL-7 0.08 0.83 0.42 0.1 0.22 0.48

IL-8 -0.08 0.83 0.39 0.13 0.19 0.53

IL-10 -0.13 0.72 0.46 0.07 0.16 0.59

IL-12 -0.13 0.72 0.48 0.06 0.32 0.28
IL-13 -0.2 0.58 0.4 0.13 0.17 0.59
IL-17 0 1 0.41 0.12 0.04 0.91
G-CSF 0.3 0.39 0.54 0.03 0.34 0.26
GM-CSF  0.45 0.19 0.5 0.04 0.56 0.04
IFN-y 0.1 0.79 0.44 0.09 0.16 0.61
MCP-1 0.25 0.49 -0.03 0.91 0.32 0.29
MIP-1p  -0.51 0.13 0.15 0.59 0.24 0.44
TNF-a 0.08 0.83 0.25 0.35 0.04 0.89

U chorych na RZS nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji miedzy
ekspresja  ADPN w blonie maziowej, ciele tlhuszczowym Hoffy 1 Szpiku kostnym
a stezeniami badanych cytokin w osoczu (tabela 9).
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Tabela 9. Korelacje pomiedzy poziomem ekspresji adiponektyny w szpiku kostnym, btonie

maziowej i ciele ttuszczowym Hoffy, a wybranymi cytokinami (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7,
IL-8, IL-10, IL-12 p40, IL-13, IL-17, G-CSF , GM-CSF, IFN-y, MCP-1, MIP-18 , TNF-a)

u pacjentow RZS. Rs — Wspotczynnik korelacji rang Spearmana.

Szpik kostny

Blona maziowa

Cialo tluszczowe

Cytokiny Hoffy
Rs p Rs p Rs p

IL-1B 0.52 0.29 0.63 0.09 0.11 0.82
IL-2 0 1 -0.25 0.55 0.61 0.14
IL-4 0.27 0.6 0.03 0.95 0.09 0.84
IL-6 0.07 0.9 0.22 0.6 0.04 0.94
IL-7 0.03 0.96 -0.08 0.84 -0.2 0.67
IL-8 0.06 0.91 -0.31 0.46 -0.15 0.75
1L-10 0.44 0.38 -0.01 0.98 -0.24 0.61
1L-12 0.09 0.86 -0.17 0.69 -0.07 0.87
1L-13 0.17 0.74 -0.28 0.51 -0.38 0.4
1L-17 0.29 0.58 -0.3 0.47 -0.32 0.48
G-CSF 0.39 0.44 0.25 0.55 0.27 0.56
GM-CSF 0 1 0.25 0.55 0.04 0.92
IFN-y 0.44 0.38 -0.58 0.13 -0.07 0.87
MCP-1 0.09 0.87 0.43 0.29 0.04 0.94
MIP-1p -0.6 0.21 0.23 0.59 0.43 0.34
TNF-a 0 1 0.52 0.18 0.5 0.25
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4.5. Ocena poziomu ekspresji receptorow adiponektyny AdipoR1 i AdipoR2
w tkankach stawowych

Kolejnym punktem badan bylo zbadanie ekspresji  receptorow AdipoR1
i AdipoR2 w tkankach stawowych pacjentoéw z RZS i ChZS. Zgodnie z rycing nr 11 nie
byto istotnych statystycznie réznic w ekspresji receptorow AdipoR1 i AdipoR2 na
poziomie mRNA w blonie maziowej i ciele tluszczowym Hoffy miedzy pacjentami

zRZS iz ChZS.
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Rycina 11. Poziom absolutnej ekspresji receptora adiponektynowego-1 (AdipoR1) i receptora
adiponektynowego-2 (AdipoR1) u pacjentow RZS i ChZS. Panel A i C: ciato ttuszczowe Hoffy,
Panel B i D: btona maziowa. Nie stwierdzono znaczacego wzrostu ekspresji gendw u pacjentow

z RZS w poréwnaniu z ChZS (Test U Manna-Whitneya).
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4.6. Ocena lokalizacji ekspresji adiponektyny oraz jej receptorow AdipoR 1
1 AdipoR2 w tkankach stawowych za pomocg metody THC

Nastepnym krokiem badan byla ocena lokalizacji ADPN 1 jej receptorow
AdipoR1 i AdipoR2 w tkankach stawowych za pomoca metody IHC.

4.6.1. Adiponektyna

W wyniku reakcji zaobserwowano silng (++) reakcje dodatnia w komodrkach
blony maziowej, fibroblastach i makrofagach w grupie ChZS (Rycina 12A). Silna (++)
reakcja dodatnia zostala zaobserwowana rdéwniez w tej grupie w komodrkach
nablonkowych naczyn (oznaczone jako V). Podobnie silng reakcje odnotowano

w komorkach adipocytach ciata thuszczowego Hoffy w grupie ChZS (Rycina 12D).

W grupie RZS zaobserwowano bardzo silng (+++) ekspresje ADPN
w komorkach btony maziowej, makrofagach 1 fibroblastach (Rycina 12B). Bardzo silng
reakcje zaobserwowano takze w adipocytach ciata ttuszczowego Hoffy w grupie RZS

(Rycina 12E).
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ChZS RZS Kontrola negatywna

Rycina 12. Ekspresja adiponektyny w tkankach stawowych. Panel A, B, C: blona maziowa;
Panel D, E, F: cialo tluszczowe Hoffy; V-naczynie krwiono$ne; Panel C i F: kontrola
negatywna barwienia. Powigkszenie obiektywu x20, podziatka 50um; prezentowane sg tylko
obrazy reprezentatywne.

4.6.2. AdipoR1 i AdipoR2

Oceniono takze ekspresje receptorow AdipoR1 i AdipoR2 w tkankach
stawowych. W blonie maziowej pacjentow z RZS odnotowano bardzo silng (+++)
cytoplazmatyczng ekspresj¢ AdipoR1 i silng (++) ekspresje AdipoR2 (Rycina 13A
1 13C). W btonie maziowe]j pacjentdéw z ChZS zaobserwowano silng (++) ekspresje
zarowno AdipoR1 jak 1 AdipoR2 (Rycina 13B i 13D). W ciele tluszczcowym Hofty
silng reakcj¢ na AdipoR1 zaobserwowano w grupie RZS (Rycina 13E). W grupie ChZS
w probkach ciata tluszczowego Hoffy odnotowano pozytywna (+) ekspresje obu
receptorow (Rycina 13F 1 13H). Podobng, pozytywna ekspresj¢ AdipoR2
zaobserwowano w ciele thuszczowym Hoffy pacjentow z RZS (Rycina 13G). Dodatnig

reakcje zaobserwowano nie tylko w komorkach btony wewngtrznej naczyn
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(endotelium) i synowiocytach ale rowniez w komodrkach zapalnych rozproszonych lub

zebranych w okolicy btony maziowej (Rycina 13D insert).

ADIPORI1

ADIPOR2

ADIPORI1

ADIPOR2

Kontrola negatywna

Rycina 13. Ekspresja AdipoR1 i AdipoR2w tkankach stawowych. Panel A, B, C, D: blona
maziowa; Panel E, F, G, H: ciato tluszczowe Hoffy. ; Panel | i J: kontrola negatywna barwienia;
Insert pokazuje zebrane komorki zapalne wybarwione pozytywnie w kierunku AdipoR2.
Powigkszenie obiektywu x20, podziatka 50pm; prezentowane sa tylko obrazy reprezentatywne.

58



Dodatkowo wykonano ocen¢ wyniku

immunoreaktywnosci

(IRS) dla

adiponektyny i jej receptorow. Wyniki oceny IRS przedstawiono w Tabelach. Dane

przedstawiono jako najczesciej wystepujaca wartos¢ IRS (mediang) oraz minimalng

1 maksymalng warto$¢ dla kazdego przeciwciata w kazdej tkance w obu grupach.

Tabela 10. Wynik IRS dla blony maziowej. Wartosci IRS: 0-ujemne, 1-6-stabo dodatnie, 7-12-

silnie dodatnie.

RZS
bialko mediana warto$§¢ minimalna warto$§¢ maksymalna
ADPN 9 8 12
AdipoR1 8 2 12
AdipoR2 6 2 12
Chzs
biatko mediana warto$¢ minimalna warto$¢ maksymalna
ADPN 8 2 12
AdipoR1 6 3 9
AdipoR2 4 0 9

Tabela 11. Wynik IRS dla ciata tluszczowego Hofty.

dodatnie, 7-12- silnie dodatnie.

Wartosci IRS: 0-ujemne, 1-6-stabo

RZS
bialtko mediana warto$¢ minimalna warto$¢ maksymalna
ADPN 8 4 12
AdipoR1 4 2 8
AdipoR2 4 2 8
Chzs
bialtko mediana warto$¢ minimalna warto$¢ maksymalna
ADPN 8 8 8
AdipoR1 4 0 6
AdipoR2 2 0 6

W btonie maziowej mediana IRS dla ADPN jest silnie dodatnia w obu grupach
RZS 1 ChZS. (9 1 8), dla AdipoR1 silnie dodatnia w grupie RZS 1 stabo dodatnia
w grupie ChZS (8 vs 6) oraz dla AdipoR2 stabo dodatnia w obu grupach RZS i ChZS (6

Vs 4).
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W ciele ttuszczowym Hoffy IRS dla ADPN w grupach RZS i ChZS jest silnie
dodatni (8), a AdipoR 1 i AdipoR2 byly stabo dodatnie w obu grupach RZS
i ChZs (41 2).

Duze roéznice migdzy minimalng, a maksymalna warto$cig IRS w danej grupie

wskazuja na duze réznice indywidualne pomig¢dzy pacjentami w obrebie grupy.

4.7. Stymulacja komorek hFLS mediatorami stanu zapalnego TNFa 1 LPS

Aby oceni¢, czy mediatory prozapalne zwigzane z rozwojem RZS wplywaja na
ekspresje¢ ADPN w tkankach, dokonano stymulacji komoérek hFLS dwoma czynnikami:

lipopolisacharydem (LPS) oraz czynnikiem martwicy nowotworu o (TNFa).

Stymulacja pojedynczymi czynnikami (samym LPS lub samym TNFa)
spowodowata istotny statystycznie wzrost ekspresji mRNA ADPN w komorkach hFLS
po okresie 48 h. Stymulacja LPS 1 TNFa jednoczes$nie, spowodowata statystycznie
istotny wzrost ekspresji mMRNA ADPN we wszystkich punktach czasowych tj. 6; 12; 24
1 48 h (rycina 14).
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Rycina 14. Wptyw stymulacji ludzkich komoérek hFLS za pomoca LPS, TNF-a i LPS + TNF-a
na ekspresj¢ mRNA adiponektyny. AE: ekspresja absolutna adiponektyny. Przedstawiono
$rednie + 95% przedziaty ufnosci. * P<0,05 (test post-hoc Tukeya w poréwnaniu z kontrolg

niestymulowang).

4.8. Badanie wptywu adiponektyny na ekspresj¢ mRNA IL-6 w komoérkach
hFLS

Dodatkowo zbadano wptyw ADPN na ekspresj¢ mRNA IL-6 w komorkach
hFLS. W tym celu dokonano stymulacji hodowli adiponektyna w réznych stezeniach
w obecno$ci lub bez dodatku LPS. Wyniki przedstawiaja ekspresj¢ mRNA IL-6
w hodowlach hFLS po 24 1 72 h od stymulacji (rycina 15). Sama ADPN w stezeniu 250
ng/ml nie miala statystycznie istotnego wptywu na ekspresjc mRNA IL-6. Dopiero
w potaczeniu z LPS powodowata znaczny wzrost ekspresji IL-6 w obu punktach
czasowych. ADPN w stezeniu 1000 ng/ml zar6wno samodzielnie jak i w potaczeniu
z LPS powodowata statystycznie istotny wzrost ekspresji mRNA IL-6 w hodowlach
hFLS po 24 i 72 h od stymulacji (rycina 15).
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Rycina 15. Wptyw stymulacji ludzkich komoérek hFLS adiponektyng w roznych st¢zeniach
w obecnosci lub bez LPS na ekspresie mRNA IL-6. AE: ekspresja absolutna
IL-6. Przedstawiono $rednie + 95% przedziaty ufnosci. * P<0,05 (test post-hoc Tukeya w

porownaniu z kontrolg niestymulowang).
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5. DYSKUSJA

W pracy tej dokonano proby oceny roli, jaka pelni adiponektyna w patogenezie
RZS. W pierwszym etapie badan zmierzono stezenia ADPN w osoczu i jej ekspresje
w szpiku kostnym oraz w tkankach stawowych tj. blonie maziowej i ciele thuszczowym
Hoffy. Celem bylto sprawdzenie, czy réznice w poziomie ADPN migdzy grupami
wystepuja juz w szpiku kostnym i osoczu czy jedynie w obrebie tkanek stawow
objetych stanem zapalnym. W wyniku badan zaobserwowano, ze nie ma istotnych
statystycznie réznic w stgzeniu ADPN w osoczu mig¢dzy chorymi na RZS, ChZS
i osobami zdrowymi. Podobny wynik zaobserwowano w przypadku badania poziomu
ekspresji MRNA ADPN w szpiku kostnym migdzy grupami RZS i ChZS, tutaj rowniez
nie zaobserwowano istotnych zmian. Istotne roéznice w ekspresji mMRNA ADPN
zaobserwowano w tkankach stawowych: btonie maziowej 1 ciele thuszczowym Hoffy.
W przypadku obu tkanek poziom ekspresji ADPN byt istotnie statystycznie wyzszy
u chorych na RZS w poréwnaniu do grupy ChZS.

Nastepnie zbadano korelacje miedzy stezeniem ADPN w osoczu, a stezeniem
wybranych mediatoréw o charakterze prozapalnym. Dodatkowo, zbadano korelacje
migdzy ekspresja ADPN w szpiku kostnym i tkankach stawowych: blonie maziowej
1 ciele ttuszczowym Hoffy, a poziomem mediatoréw prozapalnych w osoczu. Celem
tych korelacji byta proba oceny, ktore z wybranych mediatorow moga wplywaé na

poziom ekspresji ADPN w poszczegodlnych tkankach.

Podjeto takze probe zbadania wpltywu mediatorow stanu zapalnego
(LPS 1 TNFa) na ekspresje ADPN w komoérkach hFLS. Stymulacja samym LPS jak
1 TNFa spowodowata statystycznie istotny wzrost ekspresji ADPN w komorkach hFLS
po 48 h od stymulacji.

W przypadku stymulacji komérek LPS 1 TNFa stosowanymi jednocze$nie,
wzrost ekspresji ADPN nastgpit we wszystkich punktach czasowych: 6; 12; 24; 48 h.
Wyniki te wskazujg na fakt, ze stan zapalny w przebiegu RZS moze nasila¢ ekspresje
ADPN w komorkach blony maziowe;j.

Zbadano rowniez wplyw ADPN na ekspresje MRNA IL-6 w komorkach hFLS.
Sama ADPN w stezeniu 250 ng/ml nie wplywata na zmiany ekspresji IL-6
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w komorkach btony maziowej. Jednakze, ADPN w stezeniu 250 ng/ml w obecnos$ci
LPS, ktory jest stymulatorem stanu zapalnego wptyngeta istotnie statystycznie na wzrost

ekspresji 1L-6.

W przypadku stymulacji samg ADPN w stezeniu 1000 ng/ml bez dodatku LPS
stwierdzono istotny statystycznie wzrost ekspresji IL-6. Wyniki te wskazujg, ze bez
srodowiska zapalnego (LPS) ADPN w niskich stezeniach nie ma wplywu na zmiang
ekspresji 1L-6. Natomiast w obecno$ci stanu zapalnego (LPS), nawet niskie st¢zenia
ADPN znaczaco zwigkszaja ekspresj¢ IL-6, natomiast jej wysokie stezenia nasilajg

ekspresje IL-6 bez wzgledu na §rodowisko.

W wyniku tych obserwacji mozna zasugerowaé, ze dzialanie ADPN zalezy od
jej stezenia 1 mikrosrodowiska w ktorym oddziatuje. Obecno$¢ stanu zapalnego
w stawach pacjentow z RZS moze nasila¢ prozapalne dziatanie ADPN, ktora zwigksza
ekspresje 1L-6, cytokiny biorgcej udzial w podtrzymywaniu stanu zapalnego w RZS.
Wczesniejsze badania wykazaty, ze w wielu chorobach o charakterze niezapalnym
ADPN wywiera korzystne dziatanie na organizm, jednak w przypadku chordb
zapalnych jej dziatanie jest niejasne [75]. Powyzsze obserwacje wskazujg, ze

w przebiegu RZS adiponektyna moze by¢ mediatorem stanu zapalnego.

Rola, jakg pelni ADPN w etiopatogenezie RZS byta obiektem wielu badan 1 ich
wyniki sugeruja jej aktywny udzial w patogenezie RZS [76-79]. Nalezy jednak
zaznaczyC, ze publikowane obserwacje czgsto pozostaja ze sobg w sprzecznoSci.
Dotychczas przeprowadzone badania sugerujg, ze ADPN pehi funkcje zaréwno
mediatora stanu zapalnego, jak 1 w niektorych z nich wykazuje -charakter
przeciwzapalny. Wydaje si¢, ze to jaka rol¢ odgrywa ADPN w przebiegu RZS zalezy
Scisle od rodzaju tkanki na ktora oddziatuje oraz od czynnikdéw srodowiskowych, takich
jak inne cytokiny i caty szereg mediatoréw tworzacych mikro$rodowisko tkankowe.
Ztozona 1 niejednoznaczna funkcja ADPN obejmuje regulacje odpornosci 1 zmiang
mikrosrodowiska poprzez regulacje angiogenezy. Niektore badania wykazaly
zwigkszone stezenie ADPN w osoczu u pacjentow z RZS, ktore dodatnio korelowato
z parametrami aktywno$ci choroby, objawami klinicznymi 1 postgpem rozwoju
nadzerek stawowych. Wysoki poziom ADPN korelowal rowniez z ekspresja innych
mediatorow stanu zapalnego, nasileniem zniszczenia stawow oraz odpowiedzig na

leczenie [79, 132-135]. Co ciekawe, inne badania nie wykazaly podwyzszonego
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stezenia ADPN w osoczu u pacjentow z RZS [136, 137]. Co wigcej, niektore
z wynikow wskazuja na ujemnag korelacje migdzy stgzeniem ADPN w osoczu,

a parametrami aktywnosci choroby [138, 139].

W  przeciwienstwie do innych chorob, ogo6lnoustrojowe choroby
autoimmunologiczne i1 przewlekte zapalne choroby stawOw czgsto charakteryzujg sig
zwigkszong produkcja adipokin. Podwyzszony poziom adiponektyny w osoczu i plynie
stawowym stwierdzono u pacjentdow z RZS w poréwnaniu z materiatem pobranym od
0s0b zdrowych [68, 76, 77]. Roznice miedzy pacjentami z RZS, a osobami zdrowymi
zaobserwowano rowniez w przypadku stezenia poszczeg6lnych izoform adiponektyny
w surowicy krwi. Poziom izoformy HMW adiponektyny byt znacznie wyzszy
u pacjentow RZS, podczas gdy nie byto réznic stezenia MMW. Stezenie globularnej
formy ADPN (gADPN) i HMW bylo znacznie wyzsze u pacjentow RZS w pordwnaniu
z grupg kontrolng [68, 140]. Wyniki te sugeruja, ze HMW i gAPDN moga by¢
potencjalnymi biomarkerami RZS do oceny wczesnych stadiow progresji choroby [68,

132, 133].

W celu ustalenia wptywu izoform ADPN na ekspresje genéw w synowiocytach
o fenotypie fibroblastow (FLS) pacjentoéw z RZS Frommer i in. stymulowali komorki
natywna ADPN 1 jej trzema réznymi izoformami. Najsilniejszy wplyw na aktywacje
ekspresji gendow w FLS 1 produkcj¢ prozapalnych chemokin i cytokin byl wywierany
przez HMW, MMW 1 gADPN. LMW mialo minimalny wplyw na wzrost ekspresji
cytokin i chemokin w FLS [141]. Wciaz istnieja sprzeczne dane dotyczace roli ADPN
w patogenezie i progresji RZS. Sprzecznos$ci te, mozna wyjasni¢ zdolnoscia ADPN do
tworzenia multimetrycznych komplekséw o réznej aktywno$ci biologicznej oraz
zdolnoscig do wptywania na ekspresj¢ genow w reumatoidalnych FLS 1 innych typach
komorek efektorowych [66]. Dodatkowo, receptory ADPN wigzg formy
multimetryczne z roézng sita. Wykazano, Ze receptor AdipoR1 wiaze si¢ z trimerem
ADPN z silniejszym powinowactwem, podczas gdy AdipoR2 wykazuje silniejsze
powinowactwo do multimerow wyzszego rzedu MMW i HMW [142]. Badania
przeprowadzone przez Kontny i1 in. udowodnily, ze reumatoidalne FLS reagowaty
odmiennie po stymulacji trzema réznymi izoformami ADPN. Zar6wno HMW, jak
1 MMW wykazywaly dzialanie prozapalne i prodestrukcyjne, podczas gdy trzecia
izoforma LMW wykazywata niski poziom aktywnosci, ale jednoczes$nie stymulowata

komorki do silniejszej odpowiedzi na IL-1B. Rola, jaka pelni izoforma LMW
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adiponektyny w RZS nie jest dobrze zbadana. Niemniej jednak, badania
przeprowadzone przez Li i in. na grupie chinskich kobiet z RZS wykazaly, ze poziom

LMW w surowicy pacjentdow moze miec silniejszy zwigzek z aktywnoscig choroby niz

multimetry HMW i MMW [134].

W kilku badaniach podkreslano fakt, ze ADPN moze odgrywa¢ wazng role
prozapalng w patogenezie RZS. Obserwacje te dotycza przede wszystkim stawow
objetych zapaleniem, gdzie znajdujg si¢ aktywowane FLS, stymulujace wydzielanie

mediatorow prozapalnych 1 wykazujace ekspresje receptorow adiponektynowych [143].

Inne badania dowiodly, ze ADPN jest czynnikiem o charakterze prozapalnym
w przebiegu RZS, zwigkszajacym wydzielanie innych mediatoréw prozapalnych
poprzez aktywacj¢ synowiocytow o fenotypie fibroblastoéw, bedacymi gldéwnymi
komorkami blony maziowej. Stymulowane in vitro FLS wydzielaty liczne mediatory
o charakterze prozapalnym, takie jak metaloproteinazy macierzy MMP-1 i MMP-13,
cytokiny IL-6, IL-8 oraz prostaglandyng E2 [78, 79, 144-147]. Silniejszy efekt
prozapalny prezentowaty izoformy HMW adiponektyny, w poréwnaniu do izoformy
LMW [78, 79]. Dla kontrastu, w innym badaniu zaobserwowano, ze w mysim modelu
zapalenia stawoéw indukowanego kolagenem (ang. collagen-induced arthritis) ADPN
znaczaco zmniejszala nasilenie zapalenia stawoéw, jednocze$nie wplywajac na

zmniejszenie ekspresji TNFa, IL-1 i MMP-2 w tkankach stawowych [148].

ADPN hamowata réwniez proliferaci¢ FLS indukowang przez IL-1,
jednoczesnie zwigkszajac ekspresje IL-6 w FLS stymulowanych IL-1B [149, 150].
W innym badaniu odnotowano zréznicowany efekt poszczegdlnych izoform ADPN na
hodowle pierwotnych monocytow wyizolowanych od szesciu zdrowych dawcow.
Otrzymane wyniki wskazuja, ze izoforma HWM adiponektyny indukuje wzmozone
wydzielanie IL-6 w poréwnaniu z wydzielaniem konstytutywnym tej cytokiny, podczas
gdy adiponektyna LMW zmniejszata wydzielanie 1L-6, przy jednoczesnej indukcji
wydzielania IL-10 w monocytach aktywowanych LPS [151].

Wyniki te sg szczeg6lnie istotne biorac pod uwagg fakt, ze IL-6 jest uwazana za
najbardziej plejotropowa cytoking, ktéra odgrywa kluczowa rol¢ w rozwoju
przewlektego stanu zapalnego zwigzanego z RZS. Efektem plejotropowego
oddzialywania IL-6 w blonie maziowej jest jej przewlekle zapalenie, ktore zwigksza

proliferacje FLS, nasila proces angiogenezy i degradacji macierzy zewnatrzkomorkowe;
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chrzastki stawowej [78, 79, 146, 152,]. IL-6 bierze rowniez udziat w aktywacji
limfocytoéw Tth, ktoérych gldwna funkcja jest regulacja rdéznicowania limfocytow B

w komorki plazmatyczne 1 komoérki pamieci [153].

W innym badaniu, w kontekScie prozapalnego dziatania ADPN,
Choi 1 wspoétautorzy badali stymulujacy efekt ADPN na produkcje IL-6, IL-8,
prostaglandyny E2 (PGE2), czynnika wzrostu $rédblonka naczyniowego VEGF (ang.
vascular endothelial growth factor) oraz MMP-1 i MMP-13. Badanie in vitro
przeprowadzono na FLS pochodzacych z btony maziowej pacjentow z RZS.
Dodatkowo, zbadano korelacje migdzy ADPN, a VEGF i MMPs mierzac poziomy tych
bialek w ptynie stawowym pacjentow z RZS. Uzyskane wyniki po raz pierwszy
udowodnity, ze ADPN jest w stanie indukowa¢ produkcje¢ czynnika wzrostu srodbtonka
naczyniowego VEGF oraz MMP-1 i MMP-13, ktore przyczyniaja si¢ do zapalenia
stawoOw 1 ich postepujacej destrukcji. Ponadto, poziom ADPN w plynie stawowym
pacjentow z RZS byt dodatnio skorelowany z poziomem VEGF [68, 154].

Do patogenezy RZS przyczyniaja si¢ roéwniez komorki odpornosciowe,
a konkretnie limfocyty T, chociaz ich doktadna rola w tym procesie pozostaje wcigz
niejasna. Dane literaturowe sugerujg, ze limfocyty pomocnicze T CD4 (Th)
przyczyniaja si¢ do patogenezy RZS poprzez sekrecj¢ cytokin i chemokin [155].
Limfocyty T pomocnicze folikularne (Tfh) sa wyspecjalizowanymi podzbiorami
limfocytow T, ktore wspieraja limfocyty B 1 sa niezbedne do tworzenia osrodkow
rozmnazania, dojrzewania powinowactwa oraz rozwoju przeciwcial 1 komorek B
pamigci. Komorki te wykazuja ekspresje receptora dla chemokiny 5 (CXCRS), ktory
jest niezbedny do ich migracji w okolice narzadéow limfatycznych i1 o$rodkow
limfocytow B [156, 157]. Wykazano rowniez, ze in vitro ludzkie, reumatoidalne
hodowle komoérkowe FLS stymulowane ADPN promujg synteze limfocytow Tth,
glownie za posrednictwem wydzielania 1L-6 [153]. W badaniu tym, FLS wyizolowane
z blony maziowe] pacjentow z RZS stymulowano ADPN, a nast¢gpnie hodowano
wspolnie z limfocytami T CD4 pobranymi od zdrowych dawcow. W wyniku
eksperymentu zaobserwowano, ze komorki Tth wykazywaty ekspresje receptora
adiponektynowego AdipoR1, jednakze ADPN nie byta bezposrednio zaangazowana w
wytwarzanie limfocytow Tth, lecz posrednio przez produkcje IL-6, indukowang
stymulacjg reumatoidalnych FLS za pomocg ADPN. W kolejnym etapie eksperymentu

in vivo uzyto modelu mysiego z zapaleniem stawow indukowanym kolagenem (myszy
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DBA1/1]). Dostawowe wstrzykniecie adiponektyny spowodowato pogorszenie stanu

zapalnego btony maziowej i zwigkszyto ilos¢ komoérek Tth w stawach [153].

W patogeneze RZS zaangazowane sg rowniez chondrocyty chrzastki stawowe;j
oraz komorki kostne zlokalizowane pod chrzgstka. Ludzkie i mysie chondrocyty
wykazuja ekspresje¢ funkcjonalnych receptorow adipokinowych [146]. Chondrocyty
wyizolowane z ludzkiej, zdrowej chrzastki stawowej oraz ludzkie linie komoérkowe
C28/12, C20A4, TC28a2, jak rowniez mysie linie chondrocytow, stymulowane ADPN
wykazywaty zalezny od dawki wzrost ekspresji MMP-3 dziatajgc poprzez AdipoR1
[132, 146, 147]. Pierwotne chondrocyty pobrane od 14 pacjentdow z RZS oraz mysia
linia komoérkowa ATDC-5 stymulowane ADPN zwigkszaja wydzielanie czastki
adhezyjnej srodbtonka naczyniowego VCAM-1 (ang. vascular cell adhesion molecule
1) odpowiedzialnej za naciek leukocytow o monocytéw do stawow objetych stanem
zapalnym [158]. Scotece 1 in. w badaniach nad chondrocytami pobranymi od pacjentéw
z RZS dowiedli, ze ADPN indukowata takze wydzielanie tlenku azotu (ang. nitric
oxide, NO), IL-6, MMP-3, MMP-9, MCP-1 i IL-8 oraz promowata zaostrzenie stanu
zapalnego poprzez zwigkszenie wydzielania TNFa, IL-6 i IL-8 [79, 159].

Adiponektyna jest takze w stanie modyfikowaé fizjologiczne funkcje tkanki
kostnej, wptywajac na pierwotne ludzkie osteoblasty i osteoklasty. Po stymulacji ADPN
zaobserwowano modulacj¢ funkcji wydzielniczych osteoblastow in vitro, komorek
odpowiedzialnych za wytwarzanie macierzy kostnej. Adiponektyna powodowala
zmniejszenie zdolnosci komoérek do mineralizacji macierzy, jednoczesnie zwigkszajac
aktywno$¢ osteoklastow w resorpcji tkanki kostnej. Z drugiej strony, Adiponektyna
stymulowala wzrost ekspresji MMP-9 i1 kwasnej fosfatazy opornej na hamowanie
winianem (TRAP) w osteoblastach i zwigkszata sekrecje 1L-8 przez komorki. Badania
przeprowadzone na tkance kostnej chorych na RZS dowiodly, ze ADPN jest takze
w stanie hamowac ekspresje osterix (ang. osteoblast-specific transcription factor, Osx),
czynnika transkrypcyjnego specyficznego dla osteoblastow, niezbednego do tworzenia
kosci 1 stymulujacego ekspresje RNA osteoprotegeryny. W wyniku tego procesu
dochodzi do zaburzenia hamowania aktywnosci osteoklastow co prowadzi do op6znien
w procesie tworzenia kosci [68, 160]. W procesie aktywacji funkcji osteoklastow
w przebiegu RZS moze posredniczyé zwickszenie syntezy osteopontyny przez
stymulowane adiponektyng FLS. W tkance kostnej, osteopontyna jest niezbedna do

rekrutacji osteoklastow 1 inicjacji erozji kosci. Regulatorowa rola ADPN i zwigckszona
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ekspresja osteopontyny w RZS zostala potwierdzona w badaniach in vitro na FLS
wyizolowanych z blon maziowych pacjentow z RZS oraz in vivo na mysim modelu
zapalenia stawow indukowanego kolagenem, gdzie zaobserwowano zaawansowany

stopien erozji tkanki kostnej [161].

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach tej pracy nie wykazaty statystycznie
istotnej roéznicy w stg¢zeniu ADPN w osoczu i ekspresji ADPN w szpiku kostnym
migdzy pacjentami RZS a ChZS. Jednakze odnotowano zwigkszong ekspresje ADPN
w tkankach stawowych chorych na RZS w poréwnaniu do grupy ChZS. Wyniki
licznych badan wskazuja na rozbiezno$¢ migdzy nimi, niektére wykazuja wzrost
stezenia ADPN w osoczu u chorych na RZS, inne za$ takiego trendu nie odnotowuja
[79, 132, 133, 134, 136, 138]. Prawdopodobnie zalezy to od aktywnosci i czasu trwania
choroby oraz wptywu choréb wspotistniejacych. Parametry te zazwyczaj znacznie
r6znig si¢ miedzy grupami badanymi. Mozna postawi¢ hipoteze, ze w poczatkowym
stadium choroby st¢zenia ADPN u chorych na RZS nie sa podwyzszone, ale w tkankach
objetym stanem zapalnym pod wptywem wielu mediatorow prozapalnych dochodzi do
zwigkszenia syntezy ADPN. Moze to sugerowa¢ zwigkszona ekspresja ADPN w blonie
maziowej i ciele ttuszczowym Hoffy, ktora udokumentowano w tej pracy. Ponadto
wykazano, ze stymulacja komoérek hFLS za pomoca TNFa i LPS wptywa znaczaco na
wzrost ekspresji ADPN.

Aby oceni¢ zwigzek miedzy stezeniami ADPN w surowicy pacjentow z RZS,
a stopniem uszkodzen radiologicznych w stawach Giles 1 in. przeprowadzili badania,
w ktorych brali udzial pacjenci obu pici. Wyniki badan wykazaly, ze wysokie stezenia
ADPN w surowicy pacjentow, wigzaly si¢ z bardziej zaawansowang destrukcja stawow,
a efekt jaki wywiera ADPN moze zaleze¢ od plci, stopnia otylosci oraz rodzaju

farmakoterapii chorych na RZS [162].

Dodatkowo zbadano korelacje miedzy stezeniem ADPN w osoczu, a stgzeniem
wybranych cytokin w osoczu pacjentéw z RZS 1 ChZS. W grupie ChZS stezenie ADPN
istotnie korelowato ze stezeniem IL-6. W przypadku grupy RZS nie stwierdzono
statystycznie istotnych korelacji migdzy stezeniami ADPN, a st¢zeniem wybranych
cytokin. Vasileiadis i wsp. wykazali zwigzek migdzy iloéciga krazacej ADPN,
a aktywnos$cig chemokin prozapalnych zaangazowanych w patogeneze¢ RZS oraz

markerami stanu zapalnego u pacjentéw z RZS $wiezo rozpoznanym, ktorzy nie byli
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jeszcze leczeni [163]. Grupa Dbadana, ktora =zostala zakwalifikowana do
przeprowadzonych badan w ramach niniejszej pracy obejmowala pacjentow
z dlugotrwalym, zaawansowanym RZS, ktérzy byli poddani terapii. Prawdopodobnie
jest to przyczyng braku korelacji miedzy stezeniem ADPN, a innymi mediatorami

o0 charakterze prozapalnym.

Ekspresja ADPN w blonie maziowej pacjentow ChZS korelowala istotnie
statystycznie z poziomami IL-1f, IL-4, G-CSF i GM-CSF w osoczu. Ponadto ekspresja
ADPN w ciele Hoffy korelowata istotnie statystycznie z poziomem GM-CSF w 0soczu.
Wczeséniejsze badania wskazywaty na role G-CSF i GM-CSF w patogenezie ChZS.
U pacjentéw z ChZS zaobserwowano podwyzszone stezenie ADPN i GM-CSF
w osoczu [164]. Wykazano réwniez, ze blokowanie GM-CSF zmniejsza bol zwigzany
z ChZS oraz spowalnia progresj¢ choroby [165, 166]. GM-CSF to cytokina
produkowana gléwnie przez chondrocyty i synowiocyty, ktora jest zaangazowana
w podtrzymywanie stanu zapalnego, zwickszajac zdolno$¢ przenikania komorek
zapalnych do mazi stawowej. Hamowanie wytwarzania GM-CSF prez synoviocyty
zapobiegato dalszemu rozwojowi stanu zapalnego [167, 168]. Markis 1 in. wykazali, ze
GM-CSF stymuluje komoérki B do wytwarzania autoprzeciwcial, tym samym
prowadzac do zaostrzenia istniejgcego juz stanu zapalnego [169]. Wykazano, ze myszy
z wadliwym GM-CSF nie sg w stanie rozwing¢ zapalenia stawdéw indukowanego
kolagenem. Co wigcej udowodniono, ze przeciwciala skierowane przeciwko GM-CSF
spowalniajg progresj¢ choroby i zmniejszaja syntez¢ cytokin prozapalnych w stawach
[170]. Badanie wykonane na modelu mysim dowiodlo, ze podawanie GM-CSF

powodowalo nasilenie syntezy i uwalniania IL-1f, IL-6 i IL-17 przez makrofagi [171].

W niniejszej pracy nie stwierdzono statystycznie istotnych korelacji miedzy
stezeniem ADPN w osoczu ani jej ekspresja na poziomie mRNA w szpiku kostnym
1 tkankach stawowych, a stezeniami wybranych cytokin prozapalnych w osoczu w
grupie RZS. Mozna przypuszczaé, ze brak istotnych statystycznie korelacji moze by¢
spowodowany wpltywem innych mediatorow stanu zapalnego, stymulujacych synteze
cytokin. RZS charakteryzuje si¢ znacznie silniejszym stanem zapalnym niz ChZS.
Wykazano, ze podwyzszone poziomy cytokin, takich jak TNFa, IL-1B i IL-6 sa
glownymi czynnikami przyczyniajacymi si¢ do nasilenia stanu zapalnego w przebiegu
RZS. Prawdopodobnie, dziatanie powyzszych cytokin jest znacznie silniejsze niz

wptyw ADPN.
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Sygnalizacja AdipoR1 uczestniczy w procesie zapalenia blony maziowe]
1 uszkodzenia stawow indukowanym kolagenem [172]. Jednym z etapéw badan bylo
zbadanie ekspresji receptorow adiponektynowych: receptora adiponektyny-1 (AdipoR1)
i receptora adiponektyny-2 (AdipoR2) na poziomie mRNA oraz ich lokalizacji
w tkankach stawowych. Oceng lokalizacji ekspresji w tkankach stawowych dokonano
réwniez w przypadku ADPN. Nie bylo istotnych statystycznie réznic w ekspresji
MRNA dla AdipoR-1 i AdipoR-2 w tkankach stawowych miedzy pacjentami RZS
1 ChZS. Jednak w analizie immunohistochemicznej w probkach btony maziowej od
pacjentow z RZS zaobserwowano bardzo silng ekspresje ADPN w synowiocytach,
makrofagach 1 fibroblastach. Bardzo silng ekspresjc ADPN odnotowano réwniez
w adipocytach ciata tluszczowego Hoffy. Ekspresj¢ ADPN zlokalizowano réwniez
w probkach od pacjentow z ChZS. W tkankach stawu kolanowego zaobserwowano
silng ekspresj¢ ADPN w komodrkach btony maziowej, fibroblastach i makrofagach,

a takze w komorkach nablonkowych naczyn.

W celu oceny réznic w immunoreaktywnosci ADPN 1 jej receptorow
AdipoR1 i AdipoR2 zastosowano standardowa metode punktacji IRS. Metoda ta jest
szeroko stosowana do oceny ekspresji biatek oznaczanych metodg IHC w preparatach
histopatologicznych [130, 131]. Wyniki IRS wykazaty roznice ekspresji ADPN i jej
receptorow AdipoR1 1 AdipoR2 w btonie maziowej pacjentow z RZS w poroéwnaniu
z materiatem od pacjentow z ChZS. W przypadku ciata ttuszczowego Hoffy roznice
ekspresji miedzy grupami dotyczyty jedynie receptora AdipoR2. Nie zaobserwowano
réznic  ekspresji ADPN 1 AdipoR1 w ciele tluszczowym Hoffy migdzy grupami.
Roznice  ekspresji ADPN 1 jej receptoréw w tkankach stawowych chorych na
RZS 1 ChZS moga wynika¢ z rdznic w nasileniu stanu zapalnego miedzy tymi grupami
(silny stan zapalny w RZS vs. staby stan zapalny w ChZS) oraz modyfikacji
potranskrypcyjnych. Prawdopodobnie, roézne mediatory prozapalne zaangazowane
w rozw@j stanu zapalnego w tkankach stawowych pacjentow z RZS, potranskrypcyjnie
zwigkszajg ekspresje receptorow adiponektynowych. Hipoteza ta jest zgodna
z wynikami Tan i wsp. gdzie zasugerowano, ze r6znice ekspresji AdipoR1 i AdipoR2
sa wynikiem patologii naczyn krwiono$nych [173]. W badaniach wykonanych
w ramach tej pracy odnotowano wysoki poziom ekspresji receptorow

adiponektynowych w endotelium naczyn krwiono$nych.
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Mimo faktu, ze obserwuje si¢ roéznice miedzy poziomem ADPN w surowicy
1 blonie maziowej miedzy pacjentami RZS, a osobami zdrowymi oraz dowiedziono, ze
ADPN pelni swoje funkcje biologiczne poprzez aktywacje swych receptorow, wcigz nie
znaleziono zadnych dowodow na zwigzek migdzy polimorfizmami genetycznymi
ADPN, a RZS. Badanie przeprowadzone przez Zhao i in. dotyczylo zwigzku miedzy
adiponektyng i polimorfizmem pojedynczego nukleotydu (SNP) w obrebie jej receptora,
a genetyczng podatnoscig na zachorowanie na RZS w populacji chinskiej [174]. Grupeg
badang stanowito 617 pacjentow z RZS obu pici, za§ grupg kontrolng 639 zdrowych
0s0b, ktore zostaly dobrane wg kryteriéw etnicznych oraz geograficznych. Przedmiotem
badania bylo pie¢ SNP w genie kodujacym adiponektyne, oraz dwa SNP w obrebie jej
receptorow. Wyniki wykazaty, ze polimorfizmy adiponektyny 1 jej receptorow
prawdopodobnie nie byly zwigzane z wystgpowaniem 1 genetyczng podatnoscia RZS.
Polimorfizmy genu adiponektyny maja niewielki wptyw na stymulacj¢ wydzielania
ACPA u kobiet chorych na RZS, a takze nie maja zwigzku z poziomem adiponektyny

w osoczu [174].

Dziatanie adiponektyny na inne typy komorek, takie jak komorki srodbtonka
i limfocyty wykazywato charakter typowo prozapalny [78, 79]. Wigkszos¢ dostepnych
danych wskazuje na fakt, ze adiponektyna odgrywa rol¢ prozapalng w rozwoju RZS
[77, 153, 160, 175, 176, 177]. Podsumowanie wpltywu adiponektyny 1 jej izoform na
roézne typy komorek w RZS przedstawiono schematycznie na rycinie nr. 16.
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6. WNIOSKI

W wyniku przeprowadzonych do$wiadczen sformulowano nast¢pujace wnioski:

1. Pacjenci z reumatoidalnym zapaleniem stawdw w blonie maziowej i ciele

thuszczowym Hoffy maja zwigkszony poziom ekspresji mRNA adiponektyny
W porownaniu z grupg kontrolna.

. Nie ma istotnych réznic miedzy poziomem ekspresji mRNA adiponektyny
w szpiku kostnym, ani stezeniem adiponektyny w osoczu pomig¢dzy pacjentami
z reumatoidalnym zapaleniem stawow i grupa kontrolna.

. Nie zaobserwowano istotnych roznic miedzy poziomem ekspresji mRNA
receptorow adiponektyny (AdipoR1 1 AdipoR2) w tkankach stawowych
pomigdzy pacjentami z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw 1 choroba
zwyrodnieniowg stawow.

. Na poziomie bialka oznaczanego metoda immunohistochemiczng
zaobserwowano réznice w ekspresji adiponektyny i jej receptorow w blonie
maziowe] pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem stawow w pordwnaniu
z materialem od pacjentow z chorobg zwyrodnieniowag stawow. W ciele
thuszczowym Hoffy réznice miedzy grupami dotyczyly jedynie receptora
adiponektynowego-2 (AdipoR2).

. Mediatory o charakterze prozapalnym (TNFa i LPS) zwigkszajg ekspresje
mRNA adiponektyny w ludzkich synowiocytach o fenotypie fibroblastow.
Adiponektyna, zwlaszcza w obecnosci mediatorow stanu zapalnego (LPS)
zwicksza ekspresje MRNA 1L-6 w ludzkich synowiocytach o fenotypie
fibroblastow.

Badania sugeruja, ze adiponektyna jest jednym ze sktadnikéw kaskady zapalne;j

w przebiegu reumatoidalnego zapalenia stawow.
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7. STRESZCZENIE

Reumatoidalne  zapalenie stawoéw (RZS) jest przewlekla choroba
autoimmunologiczng o charakterze zapalnym, w przebiegu ktorej dochodzi do
nieswoistego zapalenia btony maziowej, destrukcji stawow, okolic okotostawowych
oraz kosci. Poza zmianami w obrgbie stawOw cechg charakterystyczng choroby sa
liczne objawy pozastawowe 1 powiktania ukladowe. Wszystko to prowadzi do zaburzen
wydolnosci funkcjonalnej, niepetnosprawnosci znacznego stopnia i przedwczesnej
$mierci chorych. Etiopatogeneza RZS wciaz nie zostala w peini poznana. Dotychczas
zaobserwowano, ze do wystapienia chronicznego procesu zapalnego moga przyczyniaé
si¢ czynniki S$rodowiskowe, zakazenia o podtozu zarowno bakteryjnym jak
i wirusowym, a takze zaburzenia immunologiczne oraz predyspozycje genetyczne.
Mimo wielu dekad badan nad tym schorzeniem, wcigz nie zidentyfikowano wszystkich
czynnikow biorgcych udzial w rozwoju RZS, a rola wielu z tych juz poznanych nie
zostata w pelni wyjasniona. Jednym z tych czynnikow jest adiponektyna (ADPN),
ktorej rola jaka pelni w etiopatogenezie RZS pozostaje niejasna. W niniejszej pracy

dokonano préby szerszego zrozumienia udziatu ADPN w patogenezie RZS.

Cele pracy:

1. Ocena stezenia ADPN w osoczu oraz jej ekspresji na poziomie mRNA w szpiku

kostnym, btonie maziowej i ciele thuszczowym Hoffy chorych na RZS.

2. Badanie korelacji miedzy ekspresja ADPN w tkankach oraz jej ste¢zenia w 0soczu
ze stezeniami wybranych mediatoréw prozapalnych bioragcych udziat w patogenezie
RZS.

3. Badanie wptywu mediatoréw stanu zapalnego LPS i TNFa na ekspresj¢ ADPN
w ludzkich synowiocytach o fenotypie fibroblastow (ang. Human Fibroblast-Like
Synoviocytes hFLS).

4. Ocena wptywu ADPN na ekspresje¢ mRNA IL-6 w komodrkach hFLS, kluczowej

cytokiny zaangazowanej w patogenez¢ RZS.

5. Badanie ekspresji receptorow adiponektyny (AdipoR1 i AdipoR2) na poziomie

mRNA oraz ocena lokalizacji ADPN 1 jej receptorow za pomocg analizy
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immunohistochemicznej w btonie maziowej oraz ciele tluszczowym Hoffy chorych na

RZS.

Materialy i metody:

Materiatem do badan byly fragmenty tkanek stawowych (btona maziowa, ciato
tluszczowe Hofty), osocze krwi oraz szpik kostny pobrane od pacjentow
z reumatoidalnym RZS i chorobg zwyrodnieniowg stawow (ChZS), oraz w przypadku
osocza krwi od osob zdrowych (Z). Dodatkowo, w badaniach wykorzystano ludzkie
synowiocyty o fenotypie fibroblastow (hFLS). IloSciowa analiz¢ wybranych gendow
przeprowadzono za pomoca metody PCR w czasie rzeczywistym. Oceng stezenia
cytokin oraz adiponektyny w osoczu wykonano za pomoca testu multipleksowego.
W celu oceny lokalizacji i ekspresji adiponektyny i jej receptorow przeprowadzono
analiz¢ immunohistochemiczng (IHC) oraz ocen¢ immunoreaktywnosci (IRS).
Przeprowadzenie stymulacji komorek hFLS pozwolito na okreslenie czy mediatory
prozapalne zwigzane z rozwojem RZS wplywaja na ekspresj¢ ADPN. Zbadano takze,
jak stymulacja ADPN wptywa na ekspresj¢ mRNA IL-6 w komodrkach hFLS.

Wyniki:

1. Wykazano wyzszy poziom ekspresji genu kodujacego ADPN w blonie
maziowe] 1 ciele tluszczowym Hoffy u pacjentéw z RZS w porownaniu
z chorymi na ChZS.

2. Nie wykazano istotnych statystycznie réznic w ekspresji genu kodujacego
ADPN w szpiku kostnym oraz stezeniu ADPN w osoczu miedzy grupami
badanymi.

3. W grupie RZS nie zaobserwowano zadnych istotnych korelacji miedzy
stezeniem 1 ekspresja ADPN w tkankach, a stezeniem wybranych mediatorow
0 charakterze prozapalnym.

4. Na poziomie mRNA nie zaobserwowano istotnych statystycznie rdznic
w ekspresji receptoréw adiponektynowych (AdipoR1 i AdipoR2) w tkankach
stawowych pomig¢dzy pacjentami z RZS 1 ChZS.

5. Na poziomie biatka wykazano, ze grupa RZS wykazuje nadekspresj¢ ADPN,
AdipoR1 1 AdipoR2 w stosunku do grupy ChZS w btonie maziowej stawu.
W ciele tluszczowym Hoffy obserwacja ta dotyczy jedynie AdipoR2.
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Stymulacja TNFa i LPS spowodowala znaczny wzrost ekspresji mRNA
adiponektyny w ludzkich hFLS.
Stymulacja adiponektyng samodzielnie, jak i w obecnosci LPS zwicksza

ekspresje IL-6 w ludzkich hFLS.

WhioskKi:

1.

Pacjenci z RZS w btonie maziowej i ciele thuszczowym Hoffy maja zwigkszony
poziom ekspresji mRNA adiponektyny w porownaniu z grupg kontrolng.

Nie ma istotnych roznic migdzy poziomem ekspresji mRNA adiponektyny
w szpiku kostnym, ani stezeniem adiponektyny w osoczu pomiegdzy pacjentami
z RZS i ChZS.

Nie ma istotnych réznic migdzy poziomem ekspresji mRNA receptorow
adiponektyny (AdipoR1 1 AdipoR2) w tkankach stawowych pomiegdzy
pacjentami z RZS i ChZS.

Na poziomie biatka oznaczanego metoda IHC zaobserwowano rdznice
w ekspresji ADPN 1 jej receptor6w w blonie maziowej pacjentow z RZS
w poréwnaniu z materiatem od pacjentow z ChZS. W ciele ttuszczowym Hofty
réznice miedzy grupami dotyczyly jedynie receptora adiponektynowego-2
(AdipoR2).

Mediatory o charakterze prozapalnym (TNFa i LPS) zwigkszaja ekspresj¢
mRNA adiponektyny w ludzkich synowiocytach o fenotypie fibroblastow.
Adiponektyna, zwlaszcza w obecnos$ci mediatorow stanu zapalnego (LPS)
zwigksza ekspresje IL-6 w ludzkich synowiocytach o fenotypie fibroblastow
(hFLS).

Badania sugeruja, ze adiponektyna jest jednym ze sktadnikéw kaskady zapalnej
w przebiegu RZS.
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8. ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, autoimmune, inflammatory disease
which is characterized by synovitis, involvement of the peripheral joints and bone
destruction. RA is a systemic disease that may also affect other parts of the body and
cause systemic complications. All this leads to severe disability and premature death of
patients. The etiopathogenesis of RA is still not fully understood. So far, it has been
observed that environmental factors, both bacterial and viral infections, as well as
immune disorders and genetic predisposition may contribute to the occurrence of the
chronic inflammatory process. Despite decades of research into this disease, not all the
factors involved in the development of RA have yet been identified. The roles of many
of the known factors have not been fully explained. One of these factors is adiponectin
(ADPN), the role of which in the etiopathogenesis of RA remains unclear. This study
attempts to expand understanding of the role of ADPN in the pathogenesis of RA.

Research aims:

1. Assessment of plasma ADPN concentration and its expression at the mRNA
level in bone marrow, synovium and Hoffa’s fat pad in RA patients.

2. Study of the correlation between the ADPN expression in tissues and its
concentration in plasma, and concentrations of selected pro-inflammatory
mediators involved in the pathogenesis of RA.

3. Study of the effect of inflammatory mediators LPS and TNFo on ADPN
expression in human fibroblast-like synoviocytes hFLS.

4. Determination of the influence of ADPN on the expression of IL-6 mMRNA in
hFLS cells, a key cytokine involved in the pathogenesis of RA.

5. Determination of the expression of adiponectin receptors (AdipoR1 and
AdipoR2) at the mRNA level and assessment of ADPN and its receptors
localization by immunohistochemical analysis in the synovium and Hoffa’s fat

pad in RA patients.

Materials and methods:

The research material was sourced from fragments of articular tissues (synovial
membrane and Hoffa’s fat pad), plasma and bone marrow collected from patients with
RA (RZS), osteoarthritis (ChZS) and in case of plasma from healthy individuals (Z).
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Additionally, human fibroblast-like synoviocytes (hFLS) were used in the study.

The quantitative analysis of the selected genes was performed using the real-time PCR

method. Plasma levels of cytokines and adiponectin were assessed using a multiplex

test. In order to assess the localization and expression of adiponectin and its receptors,

an immunohistochemical analysis (IHC) and an evaluation of immunoreactivity (IRS)

were performed. Stimulation of hFLS cells allowed to determine whether the pro-

inflammatory mediators associated with the development of RA affect the expression of

ADPN . It was also investigated how ADPN stimulation influences the expression of
IL-6 mRNA in hFLS cells.

Results:

1.

In RA patients’ synovial membrane and Hoffa’s fat pad there was
overexpression of ADPN-coding gene compared to the OA patients.

No statistically significant differences were found between the studied groups in
the expression of the ADPN-coding gene in bone marrow or in the plasma
ADPN concentration.

In the RA group, no significant correlations were observed between
the concentration and expression of ADPN in tissues and the concentration of
selected pro-inflammatory mediators.

At the mRNA level, no statistically significant differences were observed in
the expression of adiponectin receptors (AdipoR1 and AdipoR2) in joint tissues
between RA and OA patients.

On the protein level, the RA group was shown to overexpress ADPN, AdipoR1
and AdipoR2 as compared to the OA group in the synovial membrane.
In Hoffa's fat pad, there was overexpression only of AdipoR2 in RA patients.
Stimulation of TNFa and LPS resulted in a significant increase in adiponectin
MRNA expression in human hFLS.

Stimulation with adiponectin alone and in the presence of LPS increases IL-6

expression in human hFLS.
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Conclusions:

1. RA patients overexpress ADPN-coding gene in synovial membrane and Hoffa’s
fat pad compared to the control group.

2. There are no significant differences between the level of adiponectin mRNA
expression in the bone marrow or the plasma concentration of adiponectin
between RA and OA patients.

3. There are no significant differences between the levels of MRNA expression of
adiponectin receptors (AdipoR1 and AdipoR2) in joint tissues between RA and
OA patients.

4. At the protein level determined by IHC method, differences were observed in
the ADPN expression and its receptors in the synovium of RA patients as
compared to the control group. In Hoffa's fat pad, there was overexpression only
of AdipoR2 in RA patients.

5. Pro-inflammatory mediators (TNFa and LPS) increase the mRNA expression of
adiponectin in human fibroblast-like synoviocytes (hFLS).

6. Adiponectin, especially in the presence of inflammatory mediators (LPS),
increases the expression of IL-6 in hFLS.

7. This study suggests that adiponectin is one of the main components of the

inflammatory cascade in RA.
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