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Wykaz zastosowanych skrotow

W tekscie pracy symbole gendow sag pisane czcionka pochylona, przy czym symbole genow ludzkich
pisane sg wielkimi literami (z wyjatkiem genow bardzo konserwatywnych) a gendw mysich i szczurzych
matymi literami poprzedzonymi pierwsza wielka liters. Symbole biatek pisane sg czcionka prosta,
wielkimi literami [1, 2].
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Amerykanskie Kolegium Reumatologiczne (ang. American College
of Rheumatology)

przeciwciata przeciwko cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi
(ang. anti-cyclic citrullinated peptide antibodies)

biatka regulujace uwalnianie cytochromu c 1 AIF z mitochondriow
(ang. B-cell lymphoma 2)

zasadowy czynnik wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast
growth factor)

linia komoérkowa raka trzustki

kinaza tyrozynowa BIk z komoérek B (ang. B lymphocyte kinase)
wskaznik masy ciata (ang. body mass index)

anafilatoksyna powstata z rozpadu dopetiacza C5

protoonkogen c-Fos (ang. v-Fos Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ) murine
osteosarcoma viral oncogene homolog)

protoonkogen c-Jun (ang. v-Jun avian sarcoma virus 17 oncogene
homolog, od jap. ju-nana)

protoonkogen c-Ras (ang. proto-oncogene Ras)

biatko adaptorowe CAS (ang. Crk-associated substrate)

biatko chemotaktyczne dla monocytow 1 (ang. chemokine (C-C
motif) ligand 2)

receptor dla CCL (ang. C-C chemokine receptor)

antygen réznicowania komorkowego (ang. cluster of differentiation)
ligand CD40 (ang. CD40 ligand)

GTPaza z rodziny Rho (ang. cell division cycle 42)

kinaza zalezna od cyklin 2 (ang. cyclin-dependent kinase 2)

biatko homologiczne do Cdc42 (ang. Cdc42 homologous protein)
wyspy CpG-bogate w dinukleotydy CpG odcinki promotorow
biatko C-reaktywne (ang. C reactive protein)

fraktalkina, chemokina z grupy CX3C

nablonkowe biatko 78 aktywujace neutrofile (ang. epithelial
neutrophil-activating protein 78)

interleukina 8

biatko indukowane przez interferon (ang. interferon gamma-
induced protein 10)

czynnik pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell-derived
factor 1)

receptor D6 (ang. decoy 6 receptor)

glikoproteina Fy lub CD234 (ang. Duffy antigen/receptor for
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chemokines)

wskaznik aktywnosci choroby uwzgledniajacy oceng liczby
bolesnych i obrzeknigtych stawow (ang. 28-joints disease activity
score)

podioze Eagle’a zmodyfikowane przez Dulbecco (ang. Dulbecco's
modified Eagle medium)

metylotransferaza DNA (ang. mammalian DNA methyltransferase)
endotelialna syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide
synthase)

naskorkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor)
receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth
factor receptor)

gen kodujacy HER2 (ang. v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia
viral oncogene homolog 2)

kinaza ptytek przylegania (ang. focal adhesion kinase)

kinaza Fgr (ang. Gardner-Rasheed feline sarcoma viral (v-fgr)
oncogene homolog)

Kinaza tyrozynowa Fyn

czynnik wymiany nukleotydow guaninowych (ang. guanine
nucleotide exchange factor)

biatko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein)
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw i makrofagow
(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)

receptory sprz¢zone z bialkami G (ang. G protein coupled
receptors)

kinaza z rodziny Src (ang. hematopoietic cell kinase)

receptor 2 ludzkiego czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego
(ang. human epidermal growth factor receptor 2)

antygen zgodnosci tkankowej DRB1 (ang. human leukocyte antigen
DRB1)

ludzka ligaza E3 ubikwityny z domeng RING (ang. E3 ubiquitin
ligase, human RING domain 1)

miedzykomorkowa molekuta adhezyjna-1 (ang. intercellular
adhesion molecule 2)

interferon gamma
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kinaza tyrozynowa biatek specyficzna dla limfocytow (ang.
lymphocyte-specific protein tyrosine kinase)
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function-associated antigen 1)

dhugi rozproszony element jadrowy (ang. long interspersed nuclear
element 1)

lipopolisacharyd

kinaza tyrozynowa biatek Lyn (ang. Lck/Yes-related novel protein
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ubiquitin-like modifier 1)

GTPaza Cdc42-podobna TC10 (ang. ras-like protein TC10)

bialko tcl0-podobne wigzace GTP (ang. tcl0-like GTP-binding
protein)
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1. WSTEP

Ukfad immunologiczny czlowieka ze wzgledu na wszechobecno$¢ limfocytow
w organizmie oraz ich ilos¢, jest podobnie jak system nerwowy i hormonalny uktadem
integracyjnym, ktory powinien posiada¢ skuteczne mechanizmy homeostatyczne
uniemozliwiajgce rozpoznanie antygenéw wilasnych jako obcych. Niestety, dosé czesto
dochodzi do zaburzen stanu tolerancji immunologicznej objawiajacych si¢ nadmierng
odpowiedzig uktadu odpornosciowego, ukierunkowang przeciwko wlasnym komorkom,
wywolujacych przewlekly stan zapalny oraz powodujacych trwate uszkodzenia. W ten

sposob rozwijajg si¢ choroby autoimmunizacyjne [3].

1.1. Reumatoidalne zapalenie stawéw
1.1.1. Ogolna charakterystyka choroby

Reumatoidalne zapalenie stawoéw (RZS) jest jedng z najczestszych chordb
autoimmunizacyjnych ze wzglednie stalg czesto$cig wystepowania szacowang $rednio
miedzy 0,5 a 1% w populacji europejskiej i ponocnoamerykanskiej [4], przy czym
kobiety chorujg trzykrotnie czes$ciej niz mezczyzni. Chociaz RZS moze wystgpic¢
w kazdym wieku, jego poczatek przypada najczeSciej na czwartg i pigtag dekade zycia,
przy czym u 80% pacjentow rozwija si¢ miedzy 35. a 50. rokiem zycia [5].

RZS to przewlekta, postepujaca choroba uktadowa tkanki tacznej objawiajaca
si¢ zapaleniem blony maziowej stawow, kaletek maziowych oraz pochewek Sciegien
[6]. RZS ma charakter heterogenny i wykazuje duza zmienno$¢ kliniczng. RZS rozwija
si¢ zazwyczaj powoli, poczatkowo z zajeciem stawdéw nadgarstkowych, $srodreczno-
palcowych lub miedzypaliczkowych blizszych rak. Zmiany te sa najczescie]
symetryczne. W badaniu przedmiotowym stwierdza si¢ obrzgk, wysigk, bolesnos¢
uciskowa i ruchowag oraz ograniczeniec ruchomosci stawu [7]. Do objawow
pozastawowych nalezg: guzki reumatoidalne (u 20-30% chorych), reumatoidalne
zapalenie naczyn, objawy oplucnowo-plucne i neurologiczne, zespdt Felty’ego oraz
osteoporoza wtorna, ktorg moze nasila¢ leczenie glukokortykoidami [5]. W przebiegu
RZS u 15-20% chorych moze rozwingé¢ si¢ zespot Sjogrena [5, 8]. W wielu
przypadkach skraca si¢ oczekiwana srednia dlugos$¢ zycia chorego na RZS gléwnie
w wyniku przyspieszonego rozwoju miazdzycy i zwigzanych z nig incydentow

sercowo-naczyniowych [9].
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Przy rozpoznaniu RZS wykorzystuje si¢ zazwyczaj wyniki oznaczen szybkosci
opadania erytrocytow (odczyn Biernackiego, OB), stezenie biatka C-reaktywnego (ang.
C reactive protein, CRP), obecno$¢ czynnika reumatoidalnego (ang. rheumatoid factor,
RF) oraz st¢zenie przeciwcial przeciwko cyklicznemu cytrulinowanemu biatku P (ang.
anti-cyclic citrullinated peptide antibodies, anty-CCP). Objawy radiologiczne maja
duzag warto$¢ w ocenie stopnia destrukcji chrzastki i nadzerek kostnych powstatych
w przebiegu choroby [5]. Do oceny radiologicznej progresji zmian stawowych
wykorzystuje si¢ najczesciej skale Sharpa w modyfikacji van der Heijde [10], dawniej
stosowano takze pigciostopniowa skale Larsena-Dale’a [11] lub prosta skale
Steinbrockera uwzgledniajaca cztery stadia rozwoju choroby [12].

W roku 2010 przyjeto nowe kryteria klasyfikacyjne RZS wg Amerykanskiego
Kolegium Reumatologicznego (ang. American College of Rheumatology, ACR)
i Europejskiej Ligi Przeciwreumatycznej (ang. European League Against Rheumatism,
EULAR) (Tabela 1) [13], ktore zastapity dotychczasowe kryteria ACR z 1987 roku
[14].

Tabela 1. Kryteria klasyfikacyjne RZS wg ustalen ACR i EULAR z 2010 roku [13]

Kryteria klasyfikacyjne RZS wg ACR i EULAR
(Suma punktoéw z poszczegolnych kategorii musi by¢ wigksza lub réwna 6)

Kategoria Objawy Punkty
1 duzy staw 0

D. Czas trwania <6 tygodni
objawow >6 tygodni

2-10 duzych stawow 1

bl ZEJZS0 SN 0 1-3 matych stawow (z zajeciem duzych stawow lub bez) 2

4-10 matych stawow (z zajgciem duzych stawow lub bez) g

>10 duzych stawoéw (w tym co najmniej 1 maty staw) 5

RF i przeciwciata anty-CCP ujemne 0

B. Serologia RF lub przeciwciata anty-CCP o niskim mianie 2

RF lub przeciwciata anty-CCP o wysokim mianie 3

C. Laboratoryjne  Stezenie CRP i OB w normie 0
wyktadniki stanu

zapalnego Stezenie CRP zwigkszone lub OB przyspieszone 1

0

1
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Wczesne trafne rozpoznanie RZS na dlugo przed wystgpieniem objawow
Klinicznych choroby, a nastepnie podjeciec prawidlowej terapii moga zapobiec
niecodwracalnym zmianom w stawach w poOzniejszym okresie choroby. Leczenie
chorych na RZS powinno by¢ kompleksowe, jednak wielu pacjentow nie reaguje
odpowiednio na dostepne lekarstwa i potrzebne sg alternatywne terapie [15]. Chociaz
w leczeniu RZS dostgpne sag leki przeciwbolowe, niesteroidowe leki przeciwzapalne
I leki modyfikujace przebieg choroby (gtownie metotreksat i leflunomid), skutecznosé¢
terapii ogranicza si¢ zwykle do ztagodzenia objawdéw choroby i spowolnienia jej
progresji. Z koncem lat 90-tych ubieglego wieku do armamentarium terapeutycznego
W RZS weszly leki biologiczne, glownie antagonisci: TNF-a (adalimumab,
certolizumab pegol, etanercept, golimumab, infliksymab) [16], receptora IL-1
(anakinra) [17], receptora IL-6 (tocylizumab) [18], CD20 (rytuksymab) [19],
CD80/CD86 (abatacept) [20], ktore w potgczeniu z drobnoczasteczkowymi lekami
modyfikujacymi przebieg choroby potrafia catkowicie zatrzymac progresje RZS
u znacznego odsetka chorych. Ograniczeniem stosowania lekow biologicznych jest
parenteralna droga podania [21], potencjalne dziatania niepozadane (m.in. zakazenia),

wysoka cena i nawroty choroby po zakonczonej terapii [22].

1.1.2. Przyczyny rozwoju RZS

Poniewaz etiologia RZS jest nieznana, patogeneza nie zostala w pehi
wyjasniona. Powszechnie uwaza si¢, ze odpowiednia kombinacja zaréwno czynnikow
srodowiskowych, do ktorych zalicza si¢ m.in. palenie papieroséw czy zakazenia
niektérymi wirusami i szczepami mykoplazmy, jak i indywidualnych predyspozycji
genetycznych oraz nadmiernej aktywacji ukladu immunologicznego sprzyja
wystgpieniu choroby. Bodzcami wyzwalajacymi symptomy choroby mogg by¢ powazne

urazy lub znaczny wysitek fizyczny [6].
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Naczynia zylne

Btona maziowa

Torebka stawowa

tuszczka

Ryc. 1. Zmiany w stawach powstale w przebiegu RZS

1.1.2.1. Zaburzenia immunologiczne

Interleukina (IL)-1p i czynnik martwicy nowotworow alfa (ang. tumor necrosis
factor alpha, TNF-a) sa jednymi z gtownych cytokin przyczyniajacych si¢ do destrukcji
chrzastki u 0sob chorych na RZS [23]. Mechanizm ich dziatania obejmuje stymulacjg
synowiocytow i chondrocytoéw do produkcji metaloproteinaz i prostaglandyny Eo,
redukcje syntezy proteoglikanow i kolagenu typu Il i IX oraz nasilenie resorpcji kosci
[24]. Ponadto wptywaja na ekspresj¢ innych cytokin oraz ich receptorow i wzmagaja
ekspresje czasteczek adhezyjnych na komoérkach $rédbtonka niezbednych w procesie
naptywu komorek zapalnych do stawow [23].

Oproécz IL-1B, w surowicy oraz w ptynie stawowym u chorych stwierdza si¢
wysokie stezenie IL-6 [25], stymulujacej komorki B i zwickszajacej tym samym
miejscowe wytwarzanie czynnika reumatoidalnego [26] a takze podwyzszone st¢zenia
IL-12, 1L-15, 1L-32, czynnika stymulujacego tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagéw (ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) oraz
chemokin [27].
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1.1.2.2. Czynniki srodowiskowe

Wiele czynnikéw $srodowiskowych wydaje si¢ mie¢ wptyw na rozwoj RZS.
Najlepiej udokumentowanym pozagenetycznym czynnikiem ryzyka jest palenie
papierosow. Skladniki dymu tytoniowego zwickszaja cytrulinacje¢ bialek i sprzyjaja tym
samym inicjacji proceséw autoimmunizacyjnych w RZS. U o0so6b z okreslonymi
predyspozycjami genetycznymi palenie szczegolnie wptywa na przebieg RZS [27].

W patogenezie RZS wskazuje si¢ rowniez na rolg patogendw, tj. mykoplazmy,
parwowirus B19, retrowirusy, bakterie jelitowe, mykobakterie i wirus Epsteina-Barr,
majacy motyw ,,wspolnego epitopu” QKRAA, co okresla si¢ zjawiskiem mimikry
molekularnej [27]. Ostatnio jako czynnik ryzyka wymienia si¢ takze zakazenia jamy
ustnej bakteriami powodujagcymi paradontozg, a w szczegolnosci Porphyromonas

gingivalis [28].

1.1.2.3. Czynniki genetyczne

1.1.2.3.1. Polimorfizm PTPN22 R620W + anty-CCP

W schorzeniach autoimmunologicznych, polimorfizm 1858 C/T genu
kodujgcego niereceptorows fosfataze tyrozynowsg typu 22 (ang. protein tyrosine
phosphatase N22, PTPN22), ktéory odpowiada za zmiang R620W w sekwencji
aminokwasow, jest waznym genetycznym czynnikiem ryzyka. Jest on szczegdlnie
charakterystyczny dla populacji kaukaskiej. Allel ryzyka T wzmaga dziatanie fosfatazy,
co modyfikuje aktywacje komoérek T i powoduje utrate negatywnej regulacji $ciezek
sygnatowych.

Analiza tego polimorfizmu w populacji szwedzkiej wykazata, ze obecno$é
przeciwcial anty-CCP oraz przynajmniej jednego allela T jest swoiste dla RZS
i w badanej grupie pozwolita na bezbt¢dng identyfikacje¢ chorych na RZS na kilka lat

przed wystapieniem objawow klinicznych choroby [29].

1.1.2.3.2. HLA-DRB*1

RZS jest kojarzone rowniez z wystgpowaniem podtypéw HLA-DRB1*04:
*0401, *0404, *0405, *0408 [30] oraz z wystepowaniem podtypoéw HLA-DRB1*0101,
*0102, *1001, *1002 w niektorych grupach etnicznych [31]. Wszystkie kojarzone
z RZS allele HLA-DRBI1 koduja w swoim trzecim hiperzmiennym regionie w pozycji

70-74 aminokwasy QKRAA(*0401), QRRAA (*0404, *0405, *0408, *0101, *0102,
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*1402) i RRRAA (*1001, *1002) [32]. Te tak zwane ,,wspdlne epitopy” (ang. shared
epitopes) sa obecne u okoto 80-90% wszystkich chorych na RZS (dotyczy rasy
kaukaskiej) [33]. Nie wiadomo jak ,,wspdlne epitopy” w HLA-DRB1*04 wptywaja na
rozwdj RZS. Wedhig hipotezy motyw ,,wspolnego epitopu” wystepuje rowniez
w antygenach réznych mikroorganizmoéw, gdzie odgrywa role epitopu w ukladzie
immunologicznym i w ostatecznos$ci prowadzi do ,,przelamania” tolerancji podczas
odpowiedzi immunologicznej [34].

W licznych badaniach udowodniono, ze ,wspolny epitop” jest markerem
prognostycznym dla klinicznego przebiegu oraz stopnia zaawansowania choroby [35,
36]. Pacjenci bedacy homozygotami dla ,,wspolnego epitopu” maja czesciej cigzszy
przebieg choroby niz pacjenci z tylko jednym ,,wspolnym epitopem”. Szczegdlnie
HLA-DR4 pozytywne allele ,,wspdlnego epitopu” zwigzane sg z wyzszym ryzykiem

rozwoju RZS, a zwlaszcza wigkszym nasileniem zmian destrukcyjnych [30].

1.1.2.3.3. Zmiany epigenetyczne

Pomimo licznych zidentyfikowanych zmian w genomie czlowieka, implikacje
zaburzen genetycznych nie w petni wyjasniajg ryzyko wystgpienia RZS, o czym moze
$wiadezy¢ wspotczynnik zgodnosei rzedu 12-15% u bliznigt monozygotycznych [37].
Dobrze scharakteryzowang cechg wielu chordb, w szczegdInosci nowotworowych, jest
zroznicowana metylacja wysp CpG w DNA [38, 39]. Wedtug dostepnych danych istotng
role w patogenezie RZS odgrywa hipometylacja ogdlna gendéw kodujgcych czynniki
wzrostu, receptory, molekuty adhezyjne i enzymy degradujagce macierz [40, 41] lub
hipometylacja wysp CpG w promotorze genu LINE1 [42] oraz hipermetylacja
promotora genu DR3 w synowiocytach u chorych na RZS [43], co moze odpowiada¢ za
aktywowanie 1 agresywny fenotyp tych komorek. Oprocz tego obserwuje si¢ rOwniez
hipometylacj¢ regionu promotorowego IL6 w jednojadrowych komodrkach krwi
obwodowej [44] oraz CD40L w komorkach CD4™ [45].

Ponadto w blonie maziowej zaobserwowano wzmozong ekspresje czynnikdw
transkrypcyjnych nie ulegajacych ekspresji w normalnych warunkach, odpowiadajacych
za aktywacje wielu genow zaangazowanych w patogeneze RZS [41, 46].

Wyniki badan przedstawione przez Nakano i wsp. sugeruja, ze cytokiny obecne
w $rodowisku blony maziowej moga przyczynia¢ si¢ do epigenetycznych modyfikacji
synowiocytow typu B w RZS. IL-1B, TNF-a oraz LPS hamuja ekspresj¢ DNA-
metylotransferaz (ang. DNA-methyltranspherase, DNMT) w RZS, a dlgotrwale
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dziatanie IL-1B moze potencjalnie wplywaé na wzér metylacji DNA synowiocytow

typu B poprzez zmiang ekspresji DNMT [37].

1.1.2.3.4. Sciezka sygnalowa Wnt

W patogenezie RZS istotng role odgrywa rowniez $ciezka sygnatowa Wnt (skrot
od polaczenia nazw ang. Int/Wg(Wingless)). Jej aktywacja w synowiocytach typu B
uzyskanych od chorych na RZS reguluje ekspresj¢ wielu biatek mogacych potencjalnie
promowac¢ zapalenie blony maziowej i jej rozrost, by¢ moze niezaleznie od tak waznych
cytokin jak TNF-a czy IL-1B. Prowadzi to tym samym do utworzenia tuszczki oraz

uszkodzen chrzastki i kosci o charakterze erozji [47].

1.1.2.3.5. mikroRNA

Do wiedzy o do$¢ powszechnych czynnikach genetycznych bedacych
predyktorami RZS takich jak anty-CCP czy liczne polimorfizmy genéw dochodzi
rowniez obecno$¢ mikroRNA (MiRNA).

Ekspresja miR-155, miR-146a, miR-124a czy miR-203 w synowiocytach typu
B, miR-146 i miR-155 w blonie maziowej oraz miR-146a, miR-155, miR-132 i miR-16
W jednojadrowych komoérkach krwi obwodowej u chorych na RZS r6zni sig
W porownaniu do 0s6b zdrowych i chorych na osteoporoze [48-52]. Tkankowe miRNA
sg nie tylko kluczowymi czasteczkami regulujacymi ekspresje genow, lecz sg takze
postrzegane jako biomarkery dla wiclu choréb. Wedlug badan, ekspresja miRNA
obecnego w plynie stawowym jest wyzsza niz w osoczu, co moze odzwierciedla¢
warunki panujgce w stawach. Murata i wsp. wskazali mozliwo$¢ wykorzystania miRNA

pochodzacych z wysiekéw oraz osocza jako biomarkerow diagnostycznych w RZS [53].
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1.1.3. Stan zapalny

Prawidlowa odpowiedz ukiadu immunologicznego na zakazenia lub inne
czynniki wywotujace stan zapalny jest jednym z najwazniejszych mechanizmow
strzegacych organizm przed chorobg [54]. Proces zapalny wystepujacy w RZS jest
zjawiskiem przewlektym i postgpujacym, a jego mechanizm jest zlozony [3].
Ostatecznie dochodzi do destrukcji przylegajacych $ciggien, chrzastki i kosci, gdyz sa
one narazone na dzialanie inwazyjnej tuszczki (fac. pannus) oraz enzymow
hydrolitycznych produkowanych przez osteoklasty [55].

Do pogrubienia 1 rozrostu blony maziowej u chorych na RZS przyczyniajg si¢
dwa kluczowe zjawiska: proliferacja synowiocytow oraz charakterystyczna dla procesu
zapalnego infiltracja komorek jednojadrowych. W procesie zapalnym dochodzi m.in. do
zmiany ladunku elektrycznego krazacych leukocytow na dodatni, co powoduje ich
przyleganie do komorek srodbtonka za posrednictwem czasteczek adhezyjnych. W RZS
aktywowane monocyty/makrofagi naptywaja do stawow i produkujg cytokiny oraz
mediatory odpowiedzialne za stan zapalny blony maziowej [56]. Wystepowanie
komorek zapalnych w stawach osob chorujacych na RZS moze by¢ wytlumaczone
réwniez obecnoscig chemokiny CCL2 (ang. chemokine (C-C motif) ligand 2) i IL-8
W plynie stawowym [57, 58].

Waznym zjawiskiem wystepujacym w procesie zapalnym w blonie maziowej
jest neoangiogeneza [59]. Synowiocyty typu B hodowane w warunkach hipoksji
wykazuja zwickszona ekspresje czynnikow proangiogennych. Srodowisko hipoksyczne
promuje 1 wzmaga angiogenez¢ w objetej stanem zapalnym blonie maziowej czynigc
z niej proangiogenng i proinwazyjng tkank¢ [60]. Podczas gdy proliferacja komorek
blony maziowej wystepuje w roznych zapaleniach stawoéw, 10 tworzenie tuszczki oraz
nadzerki kos$ci sg typowe dla RZS [61]. Wazng role w powstawaniu tuszczki odgrywa
synowiolina/Hrd1, ktora ulega nadekspresji preferencyjnie w makrofagach
i synowiocytach i jest biatkiem proproliferacyjnym oraz antyapoptotycznym [62, 63].
Powstala tuszczka tworzy bariere miedzy chrzastka a plynem stawowym, blokujac
wten sposob dostep substancji odzywczych niezbednych do prawidlowego
funkcjonowania chrzastki. Jednocze$nie wytwarza ona czynniki aktywujace osteoklasty

uszkadzajace chrzastke i strukture nasady kosci [64].
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Patogeneza RZS jest zwigzana z zaburzeniami funkcji wielu rodzajow komorek.
Produkty m.in. komoérek B i T, monocytow/makrofagéw i synowiocytow odgrywaja

istotng role w aspekcie przewlekltego stanu zapalnego w RZS [65].

1.1.3.1. Rola synowiocytow w RZS

Torebka stawowa jest zbudowana z warstwy zewngtrznej, zwanej widknista
I wewnetrznej, zwanej blong maziowa. Blona maziowa jest unerwiong, mickka btona
facznotkankowg stanowigca wewnetrzng warstwe torebki stawowej o dobrze
rozwinigtej sieci naczyn krwionosnych [64]. Otacza ona staw i odzywia nieukrwiong
chrzastke. Jest podzielona anatomicznie i1 funkcjonalnie na dwie warstwy: glgboka (fac.
subintima) i powierzchowng (fac. intima). Warstwa powierzchowna ma grubos$¢ okoto
20-40 pum, na ktora sktadajg si¢ od 1 do 3 rzedow komoérek. W normalnych warunkach
dominujg w niej dwa typy komorek: synowiocyty typu A i B [66, 67]. Synowiocyty
typu A powstaja w wyniku dojrzewania monocytow krwi obwodowej, migrujacych do
blony maziowej ze szpiku kostnego. Sg one zaliczane do jednojadrowych komorek
fagocytujacych 1 tak jak inne makrofagi tkankowe wykazuja stabg zdolno$¢ do
podzialow komoérkowych. Synowiocyty typu A produkujg szerokie spektrum cytokin
prozapalnych, chemokin i czynnikow wzrostu, tj. IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a czy
prostaglandyne E2 (ang. prostaglandin E2, PGE2) [68], co z kolei aktywuje
synowiocyty typu B 1 indukuje produkcj¢ metaloproteinaz  macierzy
zewnatrzkomoérkowej, prostanoidow, katepsyn i r6znych mediatoréw stanu zapalnego
[69].

Synowiocyty typu B nazywane rowniez synowiocytami fibroblastycznymi
(ang. rheumatoid arthiritis fibroblast-like synoviocytes, RA-FLS) sa jednymi
z gtbwnych komorek przyczyniajacych sie do destrukcji stawu. Poprzez
skoordynowang ekspresj¢ czynnikdw regulujacych naplyw, przezywalnosé
i utrzymanie poszczegolnych subpopulacji leukocytow w stawie, odpowiadajg za
utrzymywanie si¢ zapalenia [7, 64, 67] czgsto z towarzyszacym wysigkiem [70]. Plyn
stawowy, ktory w normalnych warunkach petni funkcj¢ amortyzujaca w stawie 1 jest
nosnikiem substancji odzywczych dla chrzastki, u chorych na RZS wykazuje m.in.
zmniejszong lepkos¢ i zawiera liczne granulocyty wielojadrzaste, ktore moga
pochtania¢ kompleksy immunologiczne, co skutkuje produkcja reaktywnych
metabolitow tlenowych i1 innych mediatorow zapalenia. WzmozZone wytwarzanie

produktow cyklooksygenazowego i lipooksygenazowego szlaku metabolizmu kwasu
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arachidonowego przez komorki obecne w plynie stawowym i tkankach stawu nasila
podmiotowe i przedmiotowe objawy zapalenia [5].

Synowiocyty typu B stanowia 75% wszystkich synowiocytow. Maja one
wrzecionowaty, owalny lub poligonalny ksztalt [71], sg bipolarne, posiadaja duze jasne
jadra komorkowe z wieloma jaderkami i geste, szorstkie retikulum endoplazmatyczne
[66, 67]. Synowiocyty typu B produkujg kolagen, fibronektyne, kwas hialuronowy
i inne glikozaminoglikany do przestrzeni stawowej [69]. Fenotypowo komorki te
przypominaja komorki nowotworowe, szczegdlnie pod wzgledem nadmiernych
podziatdbw komorkowych oraz agresywnego dzialania. Wykazuja wysoki poziom
ekspresji licznych onkogenow, tj. c-fos, ras, raf, myc i myb [67]. Synowiocyty typu B
stymulowane zasadowym czynnikiem wzrostu fibroblastow (ang. basic fibroblast
growth factor, bFGF) wykazuja wzmozong aktywnos$¢ telomerazy, co ma zwigzek
z nadmierng aktywnoscia proliferacyjng tych komorek a jest charakterystyczne gtdwnie
dla komoérek nowotworowych i macierzystych [72]. Jednak w odrdéznieniu od nich,
synowiocyty nie wykazuja cech ztosliwosci 1 wydajg si¢ by¢ napedzane mechanizmem
parakrynowym [55]. Ponadto in vitro wykazujag zdolno$¢ do wzrostu poza
monowarstwg, tworza skupiska, a wraz z liczba kolejnych pasazy, tracg pierwotny
fenotyp. Przed 3 pasazem przestajg produkowaé cytokiny, czynniki wzrostu
i metaloproteinazy, ale ich pierwotny fenotyp mozna tatwo odtworzy¢ poprzez
inkubacje z IL-1B [41, 55, 67, 71]. Charakteryzuje je ekspresja m.in. kadheryny-11,
kolagenu typu IV 1V, wimentyny, CD90, CD55, niektérych integryn i ich receptorow
[73].

Synowiocyty typu B sg nie tylko komorkami efektorowymi, ale przyczyniajg si¢
rowniez do miejscowej produkeji cytokin, mediatorow stanu zapalnego czy enzyméw
proteolitycznych, degradujacych macierz zewnatrzkomorkowa. Pomimo, ze pierwotnie
nie s3 komodrkami uktadu immunologicznego, wraz z biegiem choroby zaczynaja
wykazywac ekspresje czasteczek HLA-DR oraz cytokin zapalnych charakterystycznych
dla RZS [67, 74].

Synowiocyty typu B pochodzace z plynu stawowego sa fenotypowo
i funkcjonalnie podobne do tych uzyskanych w tradycyjny sposob z wycinkéw. To daje
mozliwo$¢ badania komorek u chorych z niskim stopniem aktywnosci choroby, kiedy
otrzymanie wycinka blony maziowej jest zazwyczaj niemozliwe, jak rowniez pozwala
na okreslenie czy wraz z przebiegiem choroby lub/i stosowaniem odpowiedniej terapii

zmienia si¢ funkcja fibroblastow [61].
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Wyniki badan przeprowadzonych przez Neidhart i wsp. sugeruja, ze obecne
W plynie stawowym synowiocyty typu B petnig wazng role w destrukcji stawu w RZS.
Ich obserwacje wskazuja jednocze$nie na fakt, Zze niszczenie chrzastki moze by¢
spowodowane roéwniez oderwanymi od blony maziowej krazagcymi synowiocytami,
obecnymi by¢ moze nawet we krwi, co chociaz po czegsci wyjasniatoby uktadowa nature
choroby [70].

Reasumujac, zdolnos¢ synowiocytow typu B do produkeji szerokiego spektrum
czynnikoOw prozapalnych 1 chemoatraktantow sprawia, ze moga one by¢ uwazane
zarOwno za komorki aktywnie napedzajace proces zapalny w patogenezie RZS jak 1 by¢
postrzegane za cel dla lekéw przeciwzapalnych 1 modyfikujacych przebieg choroby
[75].

uszkodzenie chrzastki i kosci <—— osteoklasty <—— monocyty

/ \ metalo i \
proteinazy

katepsyny chemokiny

rozrost fuszczki <—— czynniki wzrostu  RANKL C):f:m

? ™S 1 / SDF-1a

CCL2
zaburzona apoptoza — T

Fas _ o
P <
SUMO-1 o

Bel-2

czynniki proangiogenne stata samoaktywacja

Ryc. 2. Schemat ukazujacy role synowiocytéw typu B w patogenezie RZS

1.1.3.2. Rola monocytow w RZS

Komorki linii mielomonocytarnej majg zdolnos$¢ roznicowania si¢ w kilka typow
komoérek biorgcych udziat w rozwoju RZS, tj. monocyty/makrofagi, osteoklasty
i komorki dendrytyczne. Sposob rdznicowania tych komorek moze by¢ tatwo
ukierunkowany m.in. poprzez zaburzenie réwnowagi cytokin badz czynnikow wzrostu,
ktére maja miejsce w stawach, krwi obwodowej 1 szpiku kostnym chorych na RZS.

Naptyw duzej ilosci neutrofili 1 nastgpujacy po nim naplyw monocytdw sa

czescig ostrej odpowiedzi zapalnej [76]. Monocyty/makrofagi stanowia integralng czes¢
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uktadu immunologicznego 1 posiadaja wielorakie istotne funkcje biologiczne,
potencjalnie wplywajace na zapoczatkowanie i rozwdj RZS [25]. Dowiedziono, ze
monocyty nie sg jednorodng populacja. Bazujac na ich fenotypie i funkcjach wyréznia
si¢ trzy populacje monocytow: Klasyczng, lecz mniej dojrzalg o profilu ekspresji
markeréw powierzchniowych CD14"/CD16/CD62L*/CX3CR1"*/CCR2*/VEGFR1""
nicklasyczna, bardziej dojrzata o profilu CD14'°/CD16"/CD62L/CX3CR1""/CCR2"
IVEGFR1'™™ oraz mniej liczne monocyty z fenotypem posrednim. Podczas gdy
monocyty klasyczne uczestniczag w odpowiedzi zapalnej indukowanej patogenami lub
uszkodzeniem tkanek, monocyty nieklasyczne tlumig stan zapalny 1 wspomagaja
gojenie tkanek [77-79]. Wykazano, ze liczba monocytow CDI14'CD16" jest
podwyzszona w aktywnej fazie RZS, co wydaje si¢ by¢ indukowane cytokinami, t.
TGFB1, GM-CSF i IL-10, uwalnianymi ze stawoéw zajetych procesem zapalnym [80].
Jednoczesnie donosi sie rowniez o nizszej liczbie monocytéw CD14"CD16" u chorych
na RZS w poréwnaniu do 0s6b zdrowych [81].

RZS jest choroba, w ktorej toczacy si¢ w organizmie stan zapalny ma szczegdlne
odzwierciedlenie w stawach. Zapalenie blony maziowej laczy si¢ nierozerwalnie
Z naptywem komorek zapalnych. Jest to wieloetapowy proces regulowany obecnoscia
chemokin 1 ekspresjag molekut adhezyjnych, ukierunkowujacych migracj¢ leukocytéw
z krwi obwodowej [82]. Obecnie poznano ponad 50 typoéw chemokin wykazujacych
aktywno$¢ w stosunku do komorek pochodzacych ze szpiku kostnego [83]. Bialkami
dajacymi monocytom sygnat do migracji w kierunku stawow sa dobrze poznane
chemokiny, tj. p-chemokina CCL5 (ang. regulated on activation, normal T-cell
expressed and secreted, RANTES/CCL5), bialko indukowane przez interferon (ang.
interferon gamma-induced protein 10, IP-10/CXCL10), nablonkowe biatko 78
aktywujagce  neutrofile  (ang. epithelial  neutrophil-activating  protein 78,
ENA78/CXCLD5), biatko zapalne makrofagow la (ang. macrophage inflammatory
protein, MIP-10/CCL3), MIP-1p/CCL4, MCP-1/CCL2 i fraktalkina/CX3CL1
produkowane przez synowiocyty typu B i makrofagi w odpowiedzi na stymulacje TNF-
a i IL-1p [67, 82, 84], czy tez nowo poznana pod wzgledem wlasciwosci
chemotaktycznych IL-17 wydzielana przez komorki T [85]. Chemokiny uwalniane
przez leukocyty i synowiocyty typu B mogg indukowa¢ stymulacje tych komoérek droga
autokrynowa lub parakrynowg prowadzac do destrukcji stawu [83].

Zaobserwowano, ze liczba makrofagéw obecnych w blonie maziowej koreluje

ze stopniem uszkodzenia stawdw, a ich podwyzszona ilo§¢ jest wczesng oznaka
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aktywnej choroby [77, 86]. Badania scyntygraficzne, w ktorych u chorych na RZS
wyznakowano  monocyty za  pomocg  heksametylopropyleno-aminooksymu
znakowanego technetem (99mTc**™Tc-HMPAOQ) wskazaly na podtrzymywanie stanu
zapalnego blony maziowej poprzez ciagly naplyw krazacych we krwi obwodowe;j
monocytoOw oraz na istotny naplyw wyznakowanych komorek odpowiadajacy zajeciu
stawow w RZS [87, 88].

Krazace monocyty posiadaja malg ilos¢ aktyny fibrylarnej (F), jednak pod
wplywem adhezji dochodzi do szybkiej polimeryzacji aktyny globularnej (G),
polimeryzacji tubuliny i tworzenia filamentéw posrednich [89]. Rozwéj odpowiedzi
immunologicznej obejmuje w duzej mierze migracj¢ leukocytow z krwi do tkanki
docelowej, gdzie pelnig one funkcjg efektorowa [90].

Monocyty jako cel w terapii RZS sg wazne zarowno w aspekcie wplywu na
aktywno$¢ zapalng choroby [56] jak i progresji zmian stawowych, co moze si¢ wigzaé
po czesci z ich zdolnos$cig do roznicowania si¢ w osteoklasty majace zdolnos¢ resorpcji
tkanki kostnej [91]. Wykazano, ze afereza monocytéw pozwala na uzyskanie znacznej
poprawy klinicznej u chorych na RZS opornych na terapi¢ lekami biologicznymi
i modyfikujagcymi przebieg choroby (ang. disease-modifying antirheumatic drugs,
DMARD:s) [92].

1.1.3.3. Chemotaksja

Ukierunkowana chemotaksjg migracja leukocytow pozostaje pod wplywem
sygnatdow zewnatrzkomérkowych, tj. gradient rozpuszczonych chemokin obecnych
W macierzy zewnatrzkomorkowej lub prezentowanych na powierzchni innych komorek
i sygnatow adhezyjnych promujgcych haptotaksje [90].

Migracja leukocytow z krwi do tkanek obejmuje przyleganie mi¢dzy krazgcymi
leukocytami a komodrkami $rodblonka naczyniowego, co stanowi wstep do diapedezy.
Monocyty wykorzystuja dwie drogi przechodzenia przez $rodblonek: przezkomérkowa
i miedzykomérkowa [93]. W odpowiedzi na chemokiny krazace we krwi obwodowej
monocyty naptywaja do miejsca, w ktdrym toczy si¢ proces zapalny w sposob zalezny
od selektyn i integryn. Ekspresja tych czasteczek rozni si¢ zazwyczaj W zaleznosci od
typu leukocytéw oraz naczyn krwiono$nych zlokalizowanych w réznych czesciach
ciala. Cytoplazmatyczna domena integryn oddzialuje ze skfadnikami cytoszkieletu,
gdzie integryny koordynuja sygnaly generowane podczas taczenia pozakomorkowych

ligandow z zalezng od cytoszkieletu ruchliwoscig, zmiang ksztaltu oraz reakcja
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fagocytarng. Naplyw monocytéw nastgpuje srednio po godzinie i trwa az do momentu
zatrzymania naptywu neutrofili. Dojrzale monocyty przeksztalcaja sie w tkance
w makrofagi i spetniajg funkcje¢ efektorowa przez okres od kilku dni do kilku tygodni.
Wydzielane w organizmie TNF-a oraz IL-1p wykazuja zdolno$¢ stymulacji komoérek
innych niz leukocyty do wydzielania chemoatraktantow, ktore nastepnie wiagzg si¢ do
receptorow na leukocytach, wzmagaja powinowactwo integryn dla ich ligandéow
I stymulujg ukierunkowany gradientem stezen chemoatraktantow ruch komoérek [76].
Chemokiny wigzg si¢ do specyficznych receptorow powierzchniowych sprzgzonych
z biatkami G, co wywoluje dysocjacj¢ podjednostki Ga od podjednostki GBy i aktywuje
kaskade sygnatdéw blonowo-cytoplazmatycznych [94]. Prowadzi to do polaryzacji sieci
filamentéw aktynowych 1 miozynowych odpowiednio w przedniej 1 tylnej czegsci
komorki. Ostatecznie dochodzi do zmiany ksztaltu leukocytow ze sferycznego ,,stanu
spoczynku” w spolaryzowany, asymetryczny ksztalt, a komodrka zaczyna poruszaé si¢
W kierunku zrédta chemokin [95].

W pierwszym etapie pod wplywem réznych bodzcow (np. TNF-a, IL-1B lub
anafilatoksyny C5a) na powierzchni komoérek endotelialnych ekspresji ulegaja
selektyny P i E, ktorych ligandami sg niektore sjalowane glikoproteiny obecne na
komorkach krazacych. Utlatwia to tworzenie migdzy nimi czasowych polaczen, co
powoduje przyleganie i wolne, z szybkoscig okoto 50 pum/s, toczenie komoérek po
srodbtonku [96].

W drugim etapie nast¢puje interakcja pomigdzy integrynami, antygenem zwigzanym
z czynnoscig limfocytow 1 (ang. lymphocyte function-associated antigen 1, LFA-1)
i antygenem  makrofagowym 1 (ang. macrophage 1 antigen, Mac-1)
a migdzykomérkowa molekuta adhezyjng 2 (ang. intercellular adhesion molecule 2,
ICAM-2). Normalnie polgczenia takie sa do$¢ slabe, ale obecno$¢ chemokin
wytwarzanych w ognisku zapalnym, zwigzanych z proteoglikanami na powierzchni
srédblonka, powoduje zmiany konformacyjne integryn i zwigksza wytrzymatos¢
wigzania, co w efekcie powoduje silne przyleganie i unieruchomienie leukocytow.

W trzecim etapie leukocyty trawersujg $ciang¢ naczynia przy wspotudziale czasteczki
adhezji komorkowej ptytek i srodbtonka (ang. platelet endothelial cell adhesion
molecule, PECAM/CD31), postugujac si¢ metaloproteinazami wytwarzanymi przez
komorki i1 stymulowane produktami bakteryjnymi leukocyty. Komoérki migruja przez

tkanki zgodnie z gradientem chemokin (np. CXCL8, CCL2) [3].
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1.1.3.3.1. CCL2

Chemokiny sg bialkami wydzielanymi w odpowiedzi na cytokiny prozapalne,
ktore kontroluja migracj¢ neutrofili, limfocytow, komorek dendrytycznych
I monocytow/makrofagow [97]. Chemokiny zostaly podzielone pod wzglgdem funkcji
na dwie gldwne podgrupy: chemokiny zapalne, kontrolujace naptyw leukocytow do
miejsc zapalnych i chemokiny homeostatyczne, ktére petnig ,,funkcje porzadkowe”
I zapewniaja rownowage we wtornych narzadach limfatycznych jak i w ich obrebie,
a takze w szpiku kostnym i grasicy podczas hematopoezy [98].

CCL2 znane rowniez jako MCP-1 (ang. monocyte chemotactic protein-1) jest
biatkiem wykazujacym aktywnos$¢ chemotaktyczng dla monocytow oraz bazofili. Gen
kodujagcy biatko CCL2 jest potozony na krotkim ramieniu chromosomu 17 w pozycji
17911.2-q12 (17: 32,582,304-32,584,222) i posiada 3 egzony. Masa czasteczkowa
biatka wynosi 11,025 kDa. Jest ono produkowane przez roznorodne komorki, tj.
astrocyty, monocyty, komorki srédbtonka lub fibroblasty, konstytutywnie badZ poprzez
indukcj¢ réznorodnymi mediatorami, tj. ptytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-
derived growth factor, PDGF), IL-1 i IL-4, TNF-a, czynnik wzrostu s$rodblonka
naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF), lipopolisacharyd
(LPS), interferon gamma (IFN-y). CCL2 powstaje jako prekursor biatkowy zawierajacy
peptyd sygnalowy o dlugosci 23 aminokwaséw, ktéry w wyniku modyfikacji
przeksztalca si¢ w dojrzaty peptyd o dlugosci 76 aminokwasow [99, 100].

CCL2 podlega O-glikozylacji, co przeklada si¢ na mas¢ biatka. Wysoce
glikozylowane formy biatka CCL2 wykazuja dhuzszy okres poéltrwania, natomiast
stabsza glikozylacja wzmaga jego bioaktywnos$¢. Glownym zadaniem CCL2 jest
aktywowanie leukocytow do chemotaksji, co stanowi kluczowy etap rozwoju
odpowiedzi immunologicznej [101]. Przypuszcza si¢, ze CCL2 ulega dimeryzacji
i taczy si¢ z glikozaminoglikanami na powierzchni tkanek i ustanawia gradient, ktory
Kieruje monocyty do miejsca infekcji lub stanu zapalnego [102]. CCL2 wigze si¢ do
swojego receptora CCR2 (ang. C-C chemokine receptor type 2) — jednego z receptorow
sprzezonych z biatlkami G (ang. G-protein-coupled receptor, GPCR), co w rezultacie
inicjuje seri¢ sygnatow komorkowych powodujacych naptyw monocytow do tkanek
zajetych procesem zapalnym w wielu przewleklych chorobach zapalnych [103].
Mozliwe jest rowniez wigzanie si¢ CCL2 do receptorow: CCR4 [89], US28 (receptor
GPCR kodowany przez wirusa cytomegalii), D6 (ang. decoy 6 receptor) i DARC (ang.
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Duffy antigen/receptor for chemokines) [98]. Badania in vivo sugeruja, ze CCL2
powoduje chemotaksj¢ monocytéw do ognisk zapalenia nie tylko w RZS [104], ale ma
rowniez istotne znaczenie w patogenezie miazdzycy [105] i tuszczycy [106]. CCL2
odgrywa ponadto rol¢ w gruzlicy [107], zapaleniu klebuszkéw nerkowych [108], astmie
alergicznej [109] i stwardnieniu rozsianym [110]. Wedlug badan, CCL2 wydzielane
przez $rodblonek, aktywuje bedace prekursorami komorek piankowatych krazace
monocyty do migracji przez tkanke podsrédblonkowa we wcezesnych zmianach
miazdzycowych [111]. Blona maziowa i ptyn stawowy od chorych na RZS zawierajg
podwyzszone stezenia CCL2. CCL2 wzmaga aktywnos$¢ zelatynaz 1 kolagenaz
W nadsgczach hodowanych in vitro synowiocytow typu B [83]. CCL2 jest biatkiem
chemotaktycznym 1 aktywujacym dla monocytow, komorek pamieci T 1 komorek
dendrytycznych, ,,wabigcym” komorki do miejsca, w ktorym powstalo zranienie lub
toczy si¢ proces zapalny. Oprocz aktywnosci chemotaktycznej, wiele nowych badan
wskazuje na udzial CCL2 w rozwoju centralnego ukladu nerwowego, sprzyjaniu
Metastazie 1 angiogenezie, jak rowniez na uczestnictwo CCL2 w podziatach
komoérkowych, apoptozie i syntezie biatek. CCL2 bierze udziat w indukowanej VEGF
angiogenezie, zwigksza przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych i pobudza ekspresje
VEGF [112]. Bialko CCL2 jest postrzegane jako obiecujagcy biomarker do
monitorowania aktywno$ci mlodzienczego idiopatycznego zapalenia stawow, w ktorym

stezenie surowicze tego biatka maleje wraz z poprawg kliniczng [113].
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1.2. Charakterystyka badanych genoéw z uwzglednieniem ich roli w reorganizacji

cytoszkieletu aktynowego

1.2.1. Rola cytoszkieletu w procesach komérkowych

Bialka cytoszkieletu sa kodowane przez okolo 2,8% ludzkiego genomu i sg
czesdcig zlozonej 1 precyzyjnie regulowanej sieci polimeréw, w sklad ktorej wchodza
mikrofilamenty, mikrotubule i filamenty posrednie. Cytoszkielet leukocytéw odgrywa
kluczowg role w spetianiu przez nie funkcji obronnych obejmujacych ukierunkowang
migracje komodrek do miejsc zapalnych (poprzez reorganizacj¢ cytoszkieletu oraz
formowanie ognisk przylegania) [114, 115], aktywacje odpowiedzi immunologicznej
czy cytotoksycznos¢ lub apoptoze [90]. Podczas aktywacji komorek T przez komorki
prezentujace antygeny cytoszkielet bierze udzial w tworzeniu i stabilizacji synaps
immunologicznych migdzy tymi komérkami [95]. Cytoszkielet aktynowy pelni istotng
funkcje w wewnatrzkomorkowym przekazywaniu sygnatow, prowadzac m.in. do
ekspresji genow zwigzanych z procesem zapalnym [116]. Zmiany w cytoszkielecie
aktynowym naleza do najlepiej poznanych odpowiedzi komoérkowych obserwowanych
pod wpltywem aktywacji GTPaz nalezacych do rodziny bialek Rho. Aktywowane
GTPazy regulujag dynamike cytoszkieletu poprzez polimeryzacjeg, stabilizacje oraz jego
reorganizacj¢ [117]. Struktura cytoszkieletu jest niezwykle plastyczna, co sprawia, ze
dobrze reaguje na bodzce zewnatrzkomorkowe [116].

Polimeryzacja aktyny i wydluzanie filamentow w przedniej czg¢sci komorki
polaczone z zaleznym od biatka Rho kurczeniem filamentéw aktynowo-miozynowych
w tylnej czesci stanowig gldwng sile napedzajaca migracje komorek. Z pewnymi
wyjatkami (komorki dendrytyczne 1 dobrze zr6znicowane makrofagi), komoérki uktadu
odpornosciowego nie formujg widkien naprezeniowych ani przyczepdéw ogniskowych,
w poréwnaniu do fibroblastow czy komorek srodbtonka [90].

Zmiany dynamiki cytoszkieletu, regulowane przez Rho GTPazy, maja wptyw na
migracj¢ 1 polarno$¢ komorki, sa zwigzane z transportem wewnatrzkomorkowym,
tworzeniem pofgczen migdzykomérkowych oraz cytokineza. Dynamiczne rearanzacje
cytoszkieletu maja miejsce za sprawa aktywnosci bialek Rho 1 wplywaja na ksztalt
komorek, kontakty miedzy nimi jak réwniez migdzy komorkami a macierza

zewnatrzkomérkowa. Biatka rodziny Rho, ktére oddzialuja na szereg biatek
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efektorowych, tj. kinazy Rho-zalezne i biatka mDia, kontroluja organizacj¢ i dynamike
cytoszkieletu aktynowego [118].

Do aktywnej chemotaksji niezbedne s3 zard6wno polimeryzacja jak
i depolimeryzacja aktyny. Aby migrowaé, leukocyty wydtuzajg przednig cze$¢ komorki
czyli bogate w F-aktyne lamellipodium stanowigce krawedz oraz uropod. Zatem do
migracji komoérek niezbedne sa: polimeryzacja aktyny, ktora napgdza rozszerzanie
lamellipodium, rozrywanie istniejagcych kontaktow ogniskowych i formowanie nowych
[119]. Zauwazono, ze w odroznieniu od komoérek przypominajgcych fibroblasty,
pobudzone chemoatraktantem leukocyty charakteryzuja si¢ odmienng strategiag
poruszania si¢ 1 rozmieszczeniem receptorow. W leukocytach integryny 1 inne receptory
adhezyjne gromadza si¢ w uropodzie, co sprawia ze przypomina on wiodace

pseudopodia komorek podobnych do fibroblastow [120].

1.2.2. Nck2

Nck2/NckB/Grb4 wraz z Nckl/Ncko naleza do rodziny SH2/SH3 bialek
adaptorowych Nck (ang. non-catalytic region of tyrosine kinase). Pomimo ze geny
kodujace oba bialka leza na réznych chromosomach, Nckl1 i Nck2 wykazuja az 68%
identyczno$¢ na poziomie aminokwasowym [121]. Bialka Nck stanowig ogniwa
pomiedzy receptorami zwigzanymi z kinazami tyrozynowymi, GTPazami rodziny Rho
i kinazami Pak Ser/Tyr [122]. Uwaza si¢, ze zalezna od Nck aktywacja GTPaz
nalezagcych do nadrodziny bialek Ras wptywa na takie procesy jak rdéznicowanie,
proliferacja i migracja komorek [123].

Biatko Nck2 o masie 42 kDa jest kodowane przez gen Nck2 zlokalizowany na
chromosomie 2 w pozycji 2912.2 [124]. Jego ekspresja jest do$¢ rozpowszechniona
w tkankach ludzkich [125]. Nck2 wiaze PDGFR-B (Tyr'®®), a nadekspresja Nck2
hamuje indukowane przez PDGF pofaldowanie blony cytoplazmatycznej, tzw.
,,membrane ruffling” 1 tworzenie lamellipodiow [126]. Domena SH3 (ang. src
homology 3) Nck2 wigze si¢ do bogatej w proling domeny biatka PAK — dobrze
znanego regulatora cytoszkieletu aktynowego.

Biatko Nck2 jest waznym ogniwem w przekazywaniu sygnalu komoérkowego
przez integryny z powierzchni komérkowej do cytoszkieletu aktynowego, co jest
niezwykle istotne dla ruchu komoérek [122]. Jest rowniez wykorzystywane przez biatko
adaptorowe CAS wplywajace na rdéznorodne S$ciezki sygnalowe przy regulacji

polaryzacji komorki okreslanej przez bodzce zewnatrzkomorkowe, tj. oddzialywania
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miedzykomorkowe czy gradient chemoatraktantow, jak réwniez reguluje aktywno$¢

Cdc42 podczas migracji komorek w odpowiedzi na proces gojenia ran [127].

1.2.3. RhoA

RhoA jest jedna z izoform biatka Rho nalezaca do rodziny matych Rho GTPaz.
Gen kodujacy biatko RhoA polozony jest na chromosomie 3 w pozycji p21.3. Obecnie
opisano 22 geny kodujace GTPazy, ktore mozna podzieli¢ na 8 podgrup: Cdc42 [Cdc42,
TC10, TCL (TC10-like), Chp, Wrch-1], Rac (Racl-Rac3, RhoG), Rho (RhoA-RhoC),
Rnd (Rndl, Rnd2, Rnd3/RhoE), RhoD (RhoD and Rif), RhoH/TTF, RhoBTB
(RhoBTB1 and RhoBTB 2) oraz Miro (Miro-1 i Miro-2) [128]. Aktywno$¢ tych
enzymoOw jest kontrolowana przez czynniki wymiany nukleotydu guaniny (ang. guanine
nucleotide exchange factor, GEF), biatka aktywujace GTP-azy oraz inhibitory
dysocjacji nukleotydow guaninowych blokujacych spontaniczng aktywacje. Obecnie
zidentyfikowano ponad 50 biatek efektorowych dla Rho, Rac i Cdc42, wlaczajac w to
kinazy serynowo-treoninowe, tyrozynowe, lipidowe, lipazy, oksydazy czy biatka
orusztujace” [129]. GTPazy Rho s3 zaangazowane zarowno posrednio jak
I bezpos$rednio w wiele procesow komoérkowych, a w szczegdlnosci w regulacje
dynamiki cytoszkieletu aktynowego [130].

Aktywacja Rho, Rac lub Cdc42 prowadzi odpowiednio do faczenia kurczliwych
filamentéw aktynowo-miozynowych, wydluzenia bogatych w aktyne lamellipodiow
i filopodiow [131]. Te niezwykle specyficzne oddzialywania na cytoszkielet aktynowy
wskazuja na szereg dobrze poznanych $ciezek przekazywania sygnatu kontrolowanych
przez kazda GTPaz¢ prowadzacych zarowno do polimeryzacji aktyny jak i laczenia
filamentow aktynowych [129]. Biatka z rodziny Rho sg jednymi z kluczowych molekut
odbierajacych sygnaty zewnatrzkomérkowe 1 bedacych facznikami receptoréw
powierzchniowych z cytoszkieletem aktynowym [132].

Oprocz wpltywu GTPaz na reorganizacj¢ cytoszkieletu aktynowego warto
zaznaczy¢, ze enzymy te uczestnicza rowniez w regulacji polaryzacji komorek, fazie G1
cyklu komoérkowego, dynamice mikrotubul czy transporcie pecherzykowym [131].
GTPazy maja réwniez wplyw na transkrypcje genow poprzez S$ciezki sygnalowe
niezwigzane z cytoszkieletem aktynowym m.in. aktywuja jadrowy czynnik
transkrypcyjny kB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells,
NF-xB) szczegdlnie w odpowiedzi na cytokiny zapalne [133]. Ponadto biatko RhoA

umozliwia skupianie si¢ kurczliwych filamentéw aktomiozyny i jest powigzane
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z kompleksami ognisk przylegania [130]. Dostepne dane sugeruja, ze przekazywanie
sygnahu szczegdlnie z RhoA, a nie Racl czy Cdc42, ma istotne znaczenie w poruszaniu

si¢ monocytow [89].

1.2.4. Src

Biatko Src wraz z BIk, Yrk, Fgr, Fyn, Yes, Hck, Lck i Lyn tworzy rodzing
niereceptorowych kinaz tyrozynowych Src i zostalo zidentyfikowane jako pierwszy
ludzki protoonkogen. W zaleznosci od otrzymanego sygnatu Src posredniczy
w aktywacji wielu $ciezek sygnalowych prowadzacych do fagocytozy, uwalniania
mediatoré6w procesu zapalnego, proliferacji, adhezji, migracji i chemotaksji komorek
[134].

Gen kodujacy biatko Src jest potozony na chromosomie 20 w pozycji q11.23
i koduje biatko o masie 59,83 kDa [135]. Liczne doniesienia naukowe wskazujg na
udziat Src w wielu procesach immunologicznych zachodzacych w komoérkach uktadu
odpornosciowego m.in. zwigzanych z ukierunkowang migracja komorek.

Aktywno$¢ kinazy Src moze by¢ regulowana poprzez fosforylacje Iub
defosforylacje jej reszt tyrozynowych [136]. W takiej formie przemieszcza si¢ ona do
blony komoérkowej, gdzie moze fosforylowaé inne biatka m.in. kinazg plytek
przylegania (ang. focal adhesion kinase, FAK), stanowigcg istotny czynnik
W przekazywaniu sygnalow z uczestnictwem integryn [137], ktore wspolgrajac ze sobg
promuja adhezje komorek, zmiany w ich morfologii, regulujg cykl komorkowy oraz
transkrypcje genoéw [134]. W procesach zapalnych w komoérkach prawidlowych jak
i nowotworowych kinaza Src fosforyluje kortaktyne, p130Cas, pl90RhoGAP, tym
samym przyczyniajgc sie do regulowania struktury cytoszkieletu [138, 139]. Kinazy Src
sg rowniez jednymi z glownych biatek, ktore kontrolujg stymulowang przez LPS
fosforylacj¢ paksyliny oraz ruch monocytéw [140], a co za tym idzie zastosowanie
inhibitoréw kinaz Src blokuje polimeryzacje aktyny [141].

O wplywie Src na proces zapalny z udzialem cytoszkieletu swiadcza badania
przeprowadzone przez Kim i wsp. Wykazano, ze cytochalazyna B, ktéra w sposob
posredni blokuje polimeryzacj¢ aktyny i hamuje chemotaksje neutrofili [142], jak
i sSiRNA przeciw aktynie wykazuja bardzo podobny wzor dziatania i s3 w stanie obnizy¢
zardbwno indukowang LPS fosforylacj¢ jak i aktywnos$¢ kinazy Src, bez zmiany
ogbélnego poziomu biatka. To pozwala rozpatrywa¢ Src w kategorii nowego

potencjalnego celu interwencji farmakologicznej skupiajacego uwagg na rearanzacji
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cytoszkieletu aktynowego. Co wiecej, bezposrednie oddziatywanie Src z aktyng zostato
potwierdzone za pomocag immunoprecypitacji wykonanej za pomoca ,,dzikiego” typu
aktyny sprz¢zonego z biatkiem zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein,
GFP) i wyznakowanego hemaglutyning biatka Src. Stad tez uwaza si¢, Ze reorganizacja
cytoszkieletu aktynowego moze by¢ istotnym elementem regulacji odpowiedzi zapalnej,
w ktorej dochodzi do kontroli aktywacji Src i innych molekut na kolejnych etapach

$ciezki sygnalowej [116].

1.2.5. CAV1

Kaweole sg wklestymi strukturami o wielkosci 50-100 nm w ksztalcie
umieszczonymi w blonie cytoplazmatycznej. Ze wzgledu na obecnos$¢ biatek G, eNOS
i niereceptorowych kinaz tyrozynowych, kaweole reguluja przekazywanie sygnalu
W obrebie komorki, jak roéwniez biora udziat w transcytozie, endocytozie,
utrzymywaniu homeostazy gospodarki lipidowej, przebiegu cyklu komorkowego
I migracji komorek [143, 144].

CAV1 wraz z CAV2 i CAV3 nalezy do rodziny kaweolin bedacych integralnymi
biatkami membranowymi. Te trzy biatka majg podobng strukture [145]. CAV1 stanowi
najwazniejszy komponent umieszczonych in vivo w blonie cytoplazmatycznej kaweoli
odgrywajacych role w organizacji wielu $ciezek sygnalowych w komorce [146]. Cho¢
pewna warto$¢ progowa jest wymagana do tworzenia tych struktur ($rednio od 100 do
200 czasteczek) [147] zauwazono, ze CAV1 moze tworzy¢ funkcjonalne mikrodomeny
w blonie cytoplazmatycznej niezaleznie od zdolnos$ci do tworzenia kaweoli [148].

Gen CAV1 ulega ekspresji w wielu typach komoérek a szczegdlnie w tych, ktore
znajdujg si¢ w koncowym stadium roznicowania m.in. w komorkach s$rodblonka,
adipocytach, pneumocytach typu I, komorkach migsni gladkich, makrofagach
i synowiocytach [149]. CAV1 nalezy do kategorii biatek, ktorych funkcja zalezy od
umiejscowienia komorki [150]. Jest ono integralnym biatkiem membranowym, nie
majacym stycznosci ze S$rodowiskiem pozakomorkowym, zlozonym ze 178
aminokwasow o masie czasteczkowej rzedu 21-22 kDa. Wyrdznia si¢ dwie formy
CAV1: o i B. Forma P biatka jest krotsza o 31 aminokwasow (okoto 3 kDa),
zlokalizowanych na poczatku fancucha polipeptydu w polozeniu 2-32. Gen kodujacy
CAV1 jest umieszczony na dhizszym ramieniu chromosomu 7 (7g31.1) [145].

Fosforylacja na serynie umieszczonej w pozycji 80 ftancucha polipeptydowego
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w retikulum endoplazmatycznym zamienia CAV1 w bioaktywne biatko sekrecyjne
[145].

CAV1 oddzialuje z r6znymi molekutami sygnalowymi i reguluje ich aktywnos¢.
Zazwyczaj bezposrednie oddziatywanie z molekulg prowadzi do jej inaktywacji [151].
CAV1 hamuje transdukcje sygnatow przez wigzanie biatek sygnatowych, tj. kinaz Src,
eNOS, integryn, Ga podjednostki H-Ras, kinazy bialkowej C do swojej domeny
,rusztujacej” (ang. caveolin scaffolding domain, CDS) znajdujace;j si¢ z pozycji 82-101
tancucha polipeptydowego [152, 153]. CAV1a moze rowniez przekazywaé sygnaly
poza kaweolami wewnatrz komorki poprzez fosforylacje na Tyrl4, ktora wzrasta
w odpowiedzi na stres komorkowy, czynniki wzrostu i stymulacje hormonami [154;
155]. Uwaza si¢, ze CAV1 wigze i utrzymuje w nieaktywnym stadium wiele biatek
zwigzanych z proliferacja, tj. naskoérkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth
factor, EGF), receptor 2 czynnika wzrostu $rodblonka naczyniowego (ang. human
epidermal growth factor receptor 2, ErbB2) jak rowniez bialka przyzyciowe.
Niewatpliwie zdolno§¢ CAV1 do modulacji sygnatéw wewnatrz komérki ma wazne
konsekwencje dla procesOw zwigzanych z transformacja nowotworowg i tworzeniem
guzow [156].

Rola tego genu w migracji komorek nowotworowych jest wcigz niejasna
i wydaje sie¢ zaleze¢ od rodzaju komorek [153]. W raku trzustki i raku piersi CAV1
wykazuje dziatanie hamujace migracj¢ komorek, natomiast obnizenie ekspresji CAV1
w komorkach raka trzustki BxPC3 dramatycznie podnosi ich inwazyjnos¢ [156].

Biatko Rho wigze sieci skladnikow cytoszkieletu takich jak filamina A
i filamenty posrednie. Ekspresja CAV1 jest powigzana ze wzmozong produkcja
i fosforylacja filaminy A, ktora jest bialkiem Igczacym filamenty aktyny,
zaangazowanym w dynamiczny remodeling sieci cytoszkieletu aktynowego podczas
migracji komorek i przekazywania sygnatéw w komorce [157, 158]. Spadek ekspresji
CAV1 w komorkach niedrobnokomoérkowego raka ptuc H1299 pociaga za sobg spadek
fosforylacji filaminy A, co skutkuje zahamowaniem indukowanej chemoatraktantem
migracji tych komorek [159]. CAV1 i Rho-GTPazy zaliczane sa do kluczowych biatek
sygnatowych posredniczacych w remodelingu cytoszkieletu aktynowego [160].
Wskazuje si¢ takze na zdolno$¢ CAV1 do regulacji polaryzacji i ukierunkowanej
migracji komorek przez procesy wymagajace aktywnosci Src i Rho-GTPaz [161].

CAV1 odgrywa wazng rol¢ w poruszaniu si¢ komoérki poprzez kontrole skiadu

blony cytoplazmatycznej, polaryzacj¢ czastek sygnalowych 1 reorganizacje

31



cytoszkieletu aktynowego. Ufosforylowane biatko CAV1 prawdopodobnie bierze udziat
w mechanotransdukcji i1 reorganizacji cytoszkieletu aktynowego za posrednictwem
integryn, zatem brak ekspresji CAV1 redukuje migracje komorek [148, 155].
Dowiedziono, ze CAV1 reguluje migracje komorek przez mechanizm zalezny od

$ciezki sygnatowej PI3K/Akt [153].
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2. ZALOZENIA TEORETYCZNE I CELE BADAN

Proces zapalny w RZS rozpoczyna si¢ w blonie maziowej stawow. Liczne
badania wykazuja, ze ilo$¢ obecnych w stawach monocytow/makrofagéw koreluje ze
stopniem aktywnosci choroby. Przewlekty charakter RZS jest skutkiem dysproporcji
miedzy stezeniem cytokin prozapalnych a przeciwzapalnych. Chemokiny, ktore sa
produkowane w nadmiernych ilosciach przez komorki obecne w stawach, wywotuja
morfologiczne i1 funkcjonalne zmiany odpowiedzialne za migracj¢ komoérek zapalnych
do stawow. Poniewaz aktywacja komorek zapalnych zalezy w duzej mierze od
dynamicznej reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, zalozono, ze poziomy mRNA
genow CAV1, Nck2, Src i RhoA funkcjonujacych jako regulatory cytoszkieletu
aktynowego 1 czynniki wplywajace na stan zapalny, r6znig si¢ istotnie u chorych na
RZS, 0s6b zdrowych i chorych na chorobe zwyrodnieniowg stawow.

Druga cz¢s$¢ badan skupia si¢ na funkcji synowiocytow typu B zwigzanej
Z produkcja chemokin. Na podstawie wczesniejszych doniesien naukowych zatozono,
ze czasowe zmniejszenie ekspresji genu CAV1 regulujacego aktywnos$¢ molekut
sygnatowych w synowiocytach typu B, moze istotnie wptywac na ekspresje chemokiny
CCL2 odpowiadajacej za naplyw monocytow do miejsc, w ktorych toczy sie¢ stan

zapalny.

W zwigzku z powyzszym obrano nastepujace cele pracy:

1) Ocena wzglednego poziomu mRNA genow Nck2, RhoA, Src i CAV1 w grupie
chorych na RZS oraz poréwnanie z grupa kontrolng i poréwnawczg ztozong z chorych

na chorobeg zwyrodnieniowg stawow.

2) Ocena zaleznosci poziomoOw ekspresji badanych genéw 2z wybranymi

laboratoryjnymi i klinicznymi parametrami aktywnosci RZS.

3) Ocena zaleznosci ekspresji CCL2 od poziomu ekspresji CAV1 w synowiocytach typu
B.
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3. MATERIALY I METODY

3.1. Materialy

3.1.1. Material biologiczny

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej przy
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (Zatacznik 1).

Ekspresje gendw przeanalizowano facznie u 111 oséb. W badaniu wzigty udziat
osoby pelnoletnie bez cech ostrej infekcji bakteryjnej lub wirusowe;.

Krew do badan pozyskano od wilaczonych kolejno do badania 51 chorych na
RZS: 37 kobiet 1 14 me¢zczyzn. Kryteriami wykluczenia z badania byly oznaki
zakazenia, wspOlistnienie innej niz RZS uktadowej choroby tkanki tgcznej i wystapienie
choroby nowotworowe;j.

Grupe kontrolng (GK) stanowito 49 zdrowych 0sob (34 kobiety i 15 mezczyzn),
Z negatywnym wywiadem w kierunku choréb autoimmunologicznych, bedacych
honorowymi dawcami krwi w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa
w Poznaniu. Mediana ich wieku wynosita 43 (7).

Grupe porownawcza dla grupy badanych stanowito 11 chorych na chorobe
zwyrodnieniowg stawow (ChZS) (9 kobiet 1 2 mezczyzn) hospitalizowanych
w Oddziale Rehabilitacyjnym Szpitala im. Teodora Dunina w Koscianie. Do badania
zostali zakwalifikowani tylko ci chorzy, u ktorych nie stwierdzano cech uogoélnionego
stanu zapalnego.

Kazdy pacjent zostal zapoznany z zalozeniami badania a nastgpnie wyrazit
pisemng zgode na pobranie i wykorzystanie materiatu biologicznego, w tym na
wykonanie badan genetycznych.

Plyn stawowy pozyskano od 3 chorych na RZS poprzez nakhlucie stawow
kolanowych ze wskazan terapeutycznych. Chorzy wyrazili pisemna zgod¢ na pobranie
ptynu stawowego w celu zalozenia hodowli synowiocytow typu B 1 wykorzystanie ich

do badan opisanych w cze$ci doswiadczalne;.
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3.1.2. Ocena kliniczna RZS

Od wszystkich chorych zebrano informacje dotyczace chor6b wspdtistniejacych,
przyjmowanych lekow, jak rowniez oznaczono OB metoda Westergrena [162] oraz
stezenie surowiczego CRP metodg wysokoczulg (ang. high-sensitivity CRP, hs-CRP).

U 42 chorych oceniono liczbg¢ bolesnych (ang. tender joints, TENZ28)

i obrzgknietych (ang. swollen joints, SW28) stawow. Kazdorazowo uwzgledniano 28
symetrycznych stawow: stawy barkowe, tokciowe, nadgarstkowe, kolanowe, stawy
§rodrgczno—palcowe i migdzypaliczkowe blizsze. Do oceny aktywnosci choroby
wykorzystano wizualng skalg¢ analogowg (ang. visual analog scale, VAS).
VAS jest prostym narzedziem pozwalajgcym na subiektywng ocene danego parametru.
Jest to graficzny odcinek o dlugosci 100 mm, opisany slownie, prezentujacy skrajne
pozycje na koncach (od minimum po stronie lewej do maksimum po stronie prawej). Na
skali zaznacza si¢ pionowg kreska ( | ) miejsce, ktore odpowiada stopniowi nasilenia
badanego parametru. Odleglos¢ w mm od poczatku skali do zaznaczonego miejsca jest
wynikiem oceny danego parametru (zakres 1-100 mm) [163]. W badaniu uzyto skali
VAS do:

- oceny natezenia bolu przez pacjenta,

- oceny nasilenia choroby przez pacjenta,

- niezaleznej oceny stopnia nasilenia choroby przez lekarza.

Konstrukcje przyktadowej skali VAS do oceny nasilenia choroby dokonywanej przez

pacjenta i lekarza przedstawia Rycina 3.

I |
Brak aktywnego | IWyjatkowo

zapalenia stawOw aktywne
zapalenie
stawow

Ryc. 3. Konstrukcja wizualnej skali analogowej do oceny aktywnosci choroby

Ponadto obliczono wskaznik aktywnosci choroby DAS28 (ang. 28-joints disease
activity score) zalecany przez EULAR do oceny aktywnosci RZS oraz pozwalajacy
oceni¢ skutecznos¢ zastosowanego leczenia. Uzyty w niniejszej pracy wskaznik DAS28

obliczono z uwzglednieniem OB na podstawie wzoru:
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DAS28-0OB=0,56xvTEN?28 + 0,28xvSW28 + 0,7xIn OB + 0,014xPtGA

gdzie:

In — logarytm naturalny,

PtGA — ocena aktywnosci choroby przez pacjenta na skali VAS (ang. Patient Global
Assessment of Disease Activity) [164].

Interpretacja wyniku DAS28-OB:

<2,6 — remisja

2,6<DAS28-0OB<3,2 — niska aktywnos¢ RZS
3,2<DAS28-0OB<5,1 — umiarkowana aktywno$¢ RZS
>5,1 — duza aktywnos$¢ RZS.

3.1.3. Roztwory i odczynniki chemiczne

Agaroza (Sigma)

Akrylamid-Bisakrylamid 29:1 (Bio-Rad)
Alkohol etylowy 95% (POCh)
APS-nadsiarczan amonu (Sigma)

B¥ekit trypanu 0,4% (Sigma)

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent 10x (Bio-Rad)
Chloroform (POCh)

deoksyrybonukleotydy 2,5 mM (Fermentas)
EDTA (Sigma)

Glicyna (POCh)

Inhibitor proteaz (Sigma)

Interleukina-1p (Sigma)

Izopropanol (POCh)

Lipofektamina Lipofectamine2000 (Invitrogen)
6x Loading Dye Solution (Fermentas)

Marker wielkos$ci mas GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas)
Metanol (Sigma)

Midori Green (Nippon Genetics Europe)
Molekularny marker masy biatek (Fermentas)
Ponceau-S (Sigma)

RIPA-bufor do izolacji biatka (Sigma)
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SDS-dodecylosiarczan sodu (BioShop)

Substraty dla peroksydazy chrzanowej Supersignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate (ThermoScientific)

TEMED N,N,N",N"-tetrametylenoetylenodiamina (Sigma)

Trizma BASE (Sigma)

Trizol (Sigma)

Trypsyna (Life Technologies)

Tween 20 (Sigma)

Wywotywacz i utrwalacz (Primax)

3.1.4. Bufory i barwniki
PBS - roztwor soli fizjologicznej zbuforowany fosforanem o pH 7,4:

NaCl [137 mM] + KCI [2,7 mM] + Na;HPO, [4,3 mM] + KH,PO, [1,4 mM]

Bufor TBE 10x stezony:
Tris Base [88 mM] + kwas borowy [89 mM] + EDTA [2mM]

Bufor TBS 10xst¢zony:
Tris Base [10 mM] + NaCl [1,5 M]

Bufor TBS-Tween:
100 ml buforu 10xTBS + 900 ml wody ultraczystej + 1 ml Tween-20

Bufor glicynowy 10x stezony:
Tris Base [0,25 M] + glicyna [1.92 M] + SDS [1%)]

Bufor do transferu bialek 5x stezony (800 ml):
15,15 g Tris Base + 72 g glicyny + 1,25 g SDSu

Bufor do transferu 1x:

40 ml buforu do transferu 5% + 40 ml metanolu + 120 ml wody ultra czystej

Bufor obcigzajacy do bialek 3x stezony, pH 6,8:
4% SDS + 10% B-merkaptoetanol + 20% glicerol + 0,004% bigkit bromofenolowy +
0,125 M Tris HCI
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3.1.5. Sprzet jednorazowy

Koncowki do pipet automatycznych (Eppendorf)

Naczynia do hodowli in vitro T-25 cm® i T-75 cm? (SPL Life Sciences)
Pipety Pasteur’a sterylne 3 ml (Medlab)

Plytki Petri’ego (TPP)

Probowki polipropylenowe sterylne 1,5 ml (Axygen)

Probowki polipropylenowe 15 ml i 50 ml (BD Falcon)

Cienkoscienne probowki polipropylenowe 200 pl (Axygen)

3.1.6. Aparatura

Aparat do archiwizacji zeli (Syngene)

Aparat do elektroforezy pionowej biatek (Bio-Rad)

Aparat do elektroforezy poziomej (Life Technologies)

Aparat do ilosciowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym Rotor Gene 6000 (Corbett
Life Science)

Aparat do poélsuchego transferu biatek Mini Semi Dry Blotting System EPS-B0020
(EPS-BIO)

Cieplarka Air-Jacketed DH Autoflow Automatic CO; Incubator (NuAir)

Cytometr przeptywowy FACScan (Becton Dickinson)

Komora laminarna HeraSafe (Heraeus)

Mikroskop odwrocony ECLIPSE TS100 (Nikon)

Pipety automatyczne (Eppendorf)

Spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf)

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific)

Termocykler Mastercycler ep (Eppendorf)

Mieszadlo wirowe Minishaker MS1 (IKA)

Wiréwka EBA 12R (Hettich)

Zasilacz (Bio-Rad)
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3.2. Metody doswiadczalne

3.2.1. Izolacja monocytéw z krwi obwodowej

Do izolacji monocytéw uzyto kuleczek Dynabeads® CD14" (Life Technologies).
Sa to nadparamagnetyczne, sferyczne czastki polimerowe o takiej samej wielkoSci,
majace powierzchni¢ zdolng do adsorbowania lub sprzg¢gania bioreaktywnych molekut
lub komoérek. Sa utworzone z polistyrenu i materialu magnetycznego osadzonego
W rOwnomiernie rozmieszczonych porach. Zwigzki zelaza s zamknigte wewnatrz

kuleczek przez dodatkowg warstwe polimeru [165].

Izolacje monocytow wykonano wedtug ponizszych etapow:

1. Przygotowanie kulek magnetycznych oplaszczonych przeciwcialem anty-CD14:

Potrzebng 1ilos¢ kulek Dynabeads® przenoszono do probowki (25 pl zawiesiny
kuleczek na 1 ml krwi). Do zawiesiny dodawano t¢ sama objg¢tos¢ buforu 1 (PBS +
0.1% BSA, pH 7.4). Probowke¢ umieszczano w statywie magnetycznym na minutg, po
czym odrzucano supernatant. Probowke wyjmowano ze statywu i zawieszano przemyte
kuleczki w buforze 1 w objetosci odpowiadajacej poczatkowej objetosci pobranych
kuleczek magnetycznych.

2. Przygotowanie Krwi:

Krew poddawano obrobce w dniu pobrania. 8 ml krwi obwodowej pobierano do
probowek z EDTA i rozcienczano w buforze 2 (PBS + 0.1% BSA + 2 mM EDTA, pH
7.4) w stosunku 1:2 w celu wyeliminowania rozpuszczalnej formy CD14" i innych
sktadnikéw surowicy mogacych zredukowaé¢ wydajno$¢ immunomagnetycznej izolacji
monocytow [165]. Catos¢ wirowano 10 minut przy predkosci 600 x g w temperaturze
18-25°C. Frakcje osocza odrzucano i uzupeliano schtodzonym buforem 2 do
poczatkowej objetosci.

3. Pozytywna izolacja komorek CD14":

Do przygotowanej probki krwi dodawano odpowiednia ilo$¢ kuleczek Dynabeads (25
ul kulek na 1 ml krwi). Probki inkubowano przez 20 minut w temperaturze 4°C
tagodnie obracajac i przechylajac. Nastepnie umieszczano je W statywie magnetycznym
na 2 minuty. Supernatant odrzucano, natomiast komoérki zwigzane z kulkami
przemywano 3 razy buforem PBS. Komorki lizowano przy pomocy Trizolu

i przechowywano w temperaturze -70°C do momentu izolacji RNA.
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3.2.2. lzolacja RNA

RNA wyizolowano przy uzyciu odczynnika Trizol wg metody Chomczynskiego
I Sacchi [166]. Do prob z Trizolem dodano po 200 pl chloroformu i intensywnie
wytrzasano przez okoto 30 sekund. Proby inkubowano 3 minuty w temperaturze
pokojowej 1 wirowano 15 minut przy predkosci 12000 x g w 4°C. 500 pl fazy wodnej
zawierajgcej RNA przeniesiono do nowej probowki, po czym dodano 700 pl
izopropanolu. Po catonocnym wytragcaniu RNA w -20°C préby wirowano 15 minut przy
predkosci 12000 x g, 4°C. Izopropanol usunigto a osad przemyto 1 ml schtodzonego
75% etanolu (przygotowanego z woda wolng od RNaz), wirujac 15 minut 12000 x g,
4°C. Supernatant usuni¢to a osadzony RNA rozpuszczano w 10 pl H>O.
Pomiaru stgzenia RNA 1 oceny stopnia zanieczyszczenia preparatu biatkami (na
podstawie wspdlczynnika 260/280) dokonano z wykorzystaniem oprogramowania ND-
1000 v. 3.7.1. nanoszac 1 pl rozpuszczonego RNA na podstawke spektrofotometru
NanoDrop® ND-1000. Uzyskana warto$¢ 260/280 nm mieécita sie najczesciej
w zakresie 1.8-2.0, co jest typowym wynikiem uzyskanym dla prob RNA, wskazujagcym
na wysoka czysto$¢ materiatu.
Dodatkowo sprawdzono integralno$¢ RNA, przeprowadzajac rozdziat elektroforetyczny
w 1,5% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika dla kwasow nukleinowych Midori
Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe) w buforze 1 x TBE przy napigciu
elektrycznym 100 V. Zdj¢cie wykonano aparatem Canon PowerShot G10 za pomoca

oprogramowania Gene Tools v. 4.01 (e) (Syngene).

B 23S rRNA
- B<— 185 rRNA

55 rRNA

Ryc. 4. Przykladowy obraz rozdzialu elektroforetycznego calkowitego RNA. Do
kieszonek natozono po 1 pg catkowitego RNA 1 poddano rozdziatlowi

elektroforetycznemu w zelu agarozowym. Na rycinie oznaczono glowne frakcje
rybosomalnego RNA (rRNA).
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3.2.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji

Syntezg komplementarnego DNA (¢cDNA) przeprowadzono za pomocg zestawu
do odwrotnej transkrypcji QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) wedhg
nastepujacych etapow:

1. Przygotowanie mieszaniny eliminujacej genomowy DNA z reakcji:
gDNA Wipeout Buffer 7x 2 ul

RNA 1 ug
woda wolna od RNaz do 12 ul
14 pl

2. Dwuminutowa inkubacja w temperaturze 42°C
3. Umieszczenie probek na lodzie

4. Przygotowanie mieszaniny z odwrotng transkryptaza:

RT 1 ul

RT buffer 4 ul

RT Random Primer mix 1 ul

+ RNA 14 pl
20 ul

5. 20-minutowa inkubacja w temperaturze 42°C
6. 3-minutowa inkubacja w temperaturze 95°C
7. Zsyntetyzowany cDNA przechowywano w temperaturze -20°C do momentu

przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym.
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3.2.4. Lancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (QPCR)

Poziom ekspresji badanych gendéw oznaczano za pomoca tancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain reaction, real-time
PCR, @PCR). Reakcje przeprowadzano w probowkach cienko$ciennych
przeznaczonych do PCR wykonanych z polipropylenu w objetosci koncowej 12,5 pl,
z wykorzystaniem zsyntetyzowanego cDNA, starterow specyficznych dla badanych
gendéw (Tabela 2) i zoptymalizowanego zestawu QuantiFast® SYBR Green PCR
(Qiagen).

Sktad mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji transkryptow wybranych genow
w przeliczeniu na jedng probe byt nastepujacy:

6,25 ul mieszaniny 2x QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix

+ 1,25 ul mieszaniny starteroOw [stezenie koncowe kazdego startera dla badanych genow
wynosito 1 uM, dla PBGD 0,75 uM]

+ 3,75 ul wody wolnej od nukleaz

+ 1,25 ul cDNA

Profil reakcji gPCR:
1. Denaturacja wstgpna 95°C, 5 minut
2. Denaturacja 95°C, 10 sekund _
. . o . 40 cykli
3. Przylgczenie starterow i synteza nici komplementarnej 60°C, 30 sekund
4. Analiza krzywej topnienia produktéw reakcji w celu zweryfikowania specyficznosci
reakcji obejmujgca podgrzanie produktow reakcji z 70°C do 95°C i ciggly analize

zmiany fluorescenc;ji.

Kazdorazowo przy ustalaniu poziomu monocytarnej ekspresji badanych genow
w kazdej reakcji stosowano kontrole negatywng bez cDNA oraz kalibrator w celu
skorygowania rozbiezno$ci powstajacych pomigdzy przeprowadzanymi z osobna
reakcjami. Za kalibrator postuzyt cDNA pozyskany z hodowanych in vitro pierwotnych
synowiocytow typu B. Reakcje wykonano w dwoch powtdrzeniach.

Reakcje gPCR przeprowadzano przy uzyciu aparatu Rotor-Gene 6000 (Corbett
Research) i oprogramowania Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7.

Przy projektowaniu par starterow unikano wyboru miejsc hybrydyzacji starterow
Z mogacymi wystapi¢ polimorfizmami pojedynczego nukleotydu. Startery tworzace

pare przytaczaly si¢ w roznych eksonach lub na ich faczeniu.
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Tabela 2. Charakterystyka starterow uzytych do reakcji qPCR

CAV1 NM_001753

Sensowny (ekson 2) Antysensowny (ekson 3)

sekwencja (5°—37) GACCCTAAACACCTCAAC AACCAGTATTTCGTCACAG
temperatura topnienia 58,7°C 59°C
dhugos¢ produktu 134 pz

PBGD NM_000190

Sensowny (ekson 11) Antysensowny (ekson 12/13)

sekwencja (5°—3”) GCCAAGGACCAGGACATC TCAGGTACAGTTGCCCATC
temperatura topnienia 62°C 60,4°C
dhugosé produktu 160 pz

Src NM_005417

Sensowny (ekson 2) Antysensowny (ekson 3)

sekwencja (5°—3”) GACCTGTCCTTCAAGAAAG GGATGTAGCCTGTCTGTC
temperatura topnienia 59,3°C 60,6°C
dhugosé produktu 103 pz

Nck2 NM_001004720

Sensowny (ekson 1) Antysensowny (ekson 2)

sekwencja (5°—3°)

CCCTCGTGAAGAACCTGAAG CACATAGGCGAACTTGACGA

temperatura topnienia 64,2°C 64,2°C

dhugos¢ produktu 173 pz

RhoA NM_001664.2 Sensowny (ekson 3) Antysensowny (ekson 4)
sekwencja (5’—3’) CAGAAAAGTGGACCCCAGAA TGCCTTCTTCAGGTTTCACC
temperatura topnienia 60,2°C 58°C

dhugos¢ produktu 147 pz

CCL2 NM_002982 Sensowny (ekson 2) Antysensowny (ekson 3)
sekwencja (5’—3’) AGAAGAATCACCAGCAGCAAGT GGAATCCTGAACCCACTTC

temperatura topnienia

61,5°C 61,7°C

dhugos¢ produktu

102 pz
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3.2.5. Obliczenie wzglednej ekspresji badanych genow

Do okreslenia wzglednej ekspresji gendéw zastosowano metod¢ oparta na
tworzeniu krzywej standardowej dla kazdej pary uzytych starterOw z osobna [167].

Krzywe standardowe wygenerowano na podstawie qPCR dla pigciu
szeSciokrotnych  rozcienczen mieszaniny losowo wybranych préb cDNA,
odpowiadajacych zakresowi spodziewanych pozioméw ekspresji badanych gendw.
Wydajno$¢ reakcji, oceniana jako przyrost produktu po kazdym jej cyklu, zostata

wyliczona automatycznie w oparciu o nachylenie krzywej standardowej wg wzoru:

1
Wydajnoéé [%] — (10( nachylenie krzywej standardowej) - 1)><100%

Analizy wynikow dokonano za pomocg oprogramowania Rotor-Gene 6000 Series

Software 1.7 oraz programu Excel 2010.

Ekspresj¢ badanych genow normalizowano wzgledem poziomu ekspresji genu
referencyjnego PBGD stanowigcego kontrole endogenng. Wyniki ekspresji genow

w komoérkach CD14" odnoszono dodatkowo do ustalonego kalibratora.

Wyniki wyrazono w jednostkach arbitralnych jako [gen badany/gen referencyjny].
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3.2.6. Hodowla pierwotna synowiocytow typu B

Synowiocyty typu B pozyskano w wyniku zalozenia hodowli pierwotnej
komoérek obecnych w plynie stawowym pobranym od chorych na RZS wedhg
dostepnego protokotu [168]. Wysick stawowy aspirowano ze stawoéw kolanowych do
sterylnych probéwek z EDTA, nastepnie rozcienczano buforem PBS w proporcji 1:2
i wirowano 10 minut przy predkosci 1500 rpm w temperaturze pokojowej. Osad
zawieszano w pozywce Eagle’a zmodyfikowanej przez Dulbecco (ang. Dulbecco's
modified Eagle medium, DMEM) z 10% zawartoscig bydlecej surowicy plodowej oraz
dodatkiem antybiotyku i antymykotyku (10000 U penicyliny/ml, 10 mg
streptomycyny/ml i 25 pg amfoterycyny B/ml) i inkubowano 24 godziny. Nastepnego
dnia odmywano nieadherentne leukocyty wielojadrzaste, limfocyty 1 monocyty,
pozostawiajac adherentne makrofagi 1 kolonie formujace synowiocyty typu B
i hodowano w sterylnych, wentylowanych butelkach T-flask, na pozywce DMEM
z 10% zawarto$cig bydlecej surowicy ptodowej i dodatkiem antybiotyku-antymykotyku
w 37°C w atmosferze wzbogaconej 5% CO; 0 100% wilgotnosci.

Z uwagi na fakt, ze makrofagi/monocyty wykazuja wigksza opornos¢ na dzialanie
trypsyny, zazwyczaj $rednio po 3-4 pasazu synowiocyty typu B s3a dominujaca,
wzglednie jednorodng populacjg komorek [67, 70]. FLS pozyskane z ptynu stawowego
sa morfologicznie bardzo podobne do fibroblastéw pochodzacych z blony maziowe;.
Wykazuja rowniez inne cechy fibroblastow pozyskanych z blony maziowej 1 jest
wysoce prawdopodobne, ze reprezentujg subpopulacje fibroblastow, ktore si¢ od niej

oderwaty [42].

3.2.7. Ocena cytometryczna komoérek

Komorki uzyskane z hodowli pierwotnej poddawano bezposredniej reakc;ji
z zestawem przeciwcial monoklonalnych znakowanych fluorochromem (Tabela 3).

Dodatkowo wykonano kontrole izotypowa.

Tabela 3. Przeciwciala wykorzystane do oceny cytometrycznej komorek

;é?f&ciala Fluorochrom Klon Zrédto

CD14 Pe MoP9 Becton Dickinson (345785)
CD163 APC 215927 R&D (FAB1607A)

CD45 APC-Cy7 2D-1 Becton Dickinson (348815)
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Komoérki inkubowano z przeciwciatami w temperaturze pokojowej przez 20 minut bez
dostepu $wiatta. Nastepnie dodano okoto 500 pl roztworu lizujacego (FACS lysing
solution, Becton Dickinson) w rozcienczeniu 1:10 i ponownie inkubowano 10 minut
w ciemnosci. Komorki dwukrotnie przeptukano w roztworze PBS wirujac 4 minuty
1200 x g. Osad komorek zawieszono w okoto 500 pl PBS i poddano akwizycji
W cytometrze przeptywowym FACScan firmy Becton Dickinson. Kazdorazowo

zbierano 30000 komorek.

3.2.8. Analiza ekspresji CAV1 w synowiocytach typu B

Zdolnos¢ wyhodowanych in vitro synowiocytow typu B do ekspresji genu CAV1

sprawdzono jakos$ciowo za pomoca reakcji PCR.

Reakcja PCR

Sktad mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na jedng probke:

3,1 ul wody wolnej od nukleaz

5 ul mieszaniny DreamTaq PCR Master Mix 2x z dodatkiem obcigzacza (Fermentas)
0,4 pl mieszanina starterow (5 pM startera sensownego + 5 uM startera
antysensownego)

1,5 pl cDNA

Profil reakcji:

1. Denaturacja wstepna 95°C, 3 minuty

2. Denaturacja 95°C, 30 sekund

3. Przylgczenie starterow 60 °C, 30 sekund 35 cykli
4. Synteza nici DNA 72°C 30 sekund

5. Synteza koncowa 72°C 10 minut

Rozdzial elektroforetyczny:

Rozdzial elektroforetyczny przeprowadzono w 2% zelu agarozowym z dodatkiem
barwnika dla kwasow nukleinowych Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics
Europe) w buforze 1x TBE przy napieciu 100 V w obecnosci markera wielkosci mas
100 pz DNA Ladder (Fermentas).

Po rozdziale zZel analizowano w $wietle UV i fotografowano (Ryc. 5.). Zdjecie
wykonano aparatem Canon PowerShot G10 za pomoca oprogramowania Gene Tools v.
4.01 (e) (Syngene).
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a60pz 134 pz

Ryc. 5. Rozdzial elektroforetyczny produktéw reakcji PCR.
112 - gen referencyjny hPBGD
3 - marker wielkosci DNA 100 pz
415 — gen badany CAV1

3.2.9. Optymalizacja warunkow transfekcji SIRNA

A) W celu dobrania optymalnych stezen odczynnikow do transfekcji
synowiocytow typu B wykorzystano BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo (Invitrogen) oraz
lipofektamine (Lipofectamine 2000, Invitrogen). BLOCK-iT™ jest znakowanym
fluoresceing dwuniciowym dupleksem RNA o tej samej dlugosci, tadunku i konfiguracji
co standardowy siRNA. Sekwencja BLOCK-iT™ nie jest homologiczna do zadnego
Z poznanych ludzkich genoéw. Naladowane dodatnio liposomy powstate w wyniku
polaczenia lipofektaminy i sSiRNA pozwalajg na fuzj¢ tych komplekséw z negatywnie
natadowanymi komérkami.

W momencie osiggniecia 0koto 80% konfluencji usuwano pozywke, komorki
przemywano dwukrotnie jatowym buforem PBS i poddano dziataniu roztworu trypsyny
z EDTA. Gdy pofaczenia miedzy komérkami zaczynatly zanika¢, a komorki odrywaty
si¢ od powierzchni butelki, dodawano dwie objetosci pozywki hodowlanej z surowicg w
celu zahamowania aktywnos$ci trypsyny. Zawarto$¢ pipetowano i przelewano do
probowki typu Falcon. Komorki wirowano przy predkosci 200 x g przez 5 minut. Po
wirowaniu usuwano supernatant, a osad komoérkowy rozbijano i zawieszano w 10 ml
buforu PBS. W celu okreslenia orientacyjnej liczby zywych komorek, pobierano 50 pl
zawiesiny komoérek i mieszano z bigkitem trypanu w stosunku 1:1. Komoérki liczono
przy uzyciu komory Biirkera z uwzglednieniem liczby zywych komorek.

Po okresleniu $redniej liczby komoérek, w kazdym dotku o powierzchni 9,6 cm® na
plaskodenne;j plytce szesciodotkowej umieszczano po 10° synowiocytow zawieszonych
w 2,5 ml pozywki DMEM. Nastgpnego dnia pozywke usunigto, komorki przeptukano
pozywka Opti-MEM i dodano po 2 ml Opti-MEM (Life Technologies) na dotek.
W osobnych probéwkach do 250 pl Opti-MEM dodawano rozcienczone siRNA
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BLOCK-IT (stezenia konicowe: 10 nM, 100 nM i 200 nM siRNA). Do drugiej porcji
pozywki 250 pl dodano odczynnika do transfekcji Lipofectamine®2000 (0,2% lub
0,4% v/v). Po 5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej rozcienczone siRNA
I lipofektaming potaczono, delikatnie wymieszano i inkubowano 20 minut
w temperaturze pokojowej w celu utworzenia kompleksow lipofektamina-kwas
nukleinowy. Po 20 minutach do kazdego dotka dodano po 500 ul powstalych
kompleksow w roéznych kombinacjach. Nastepnie komorki hodowano w obecnosci

SIRNA przez 48 godzin.

Na podstawie wizualnej oceny intensywnos$ci emitowanej fluorescencji zaleznej od
wydajnos$ci transfekcji oraz tempa wzrostu badanych komorek wybrano najlepsze
warunki, w ktorych wyznakowany fluoresceing BLOCK-IT wnikal do badanych

komoérek.

B) W dalszej kolejnosci dobrano optymalng dawke CAV1-siRNA (sc-29241,
Santa Cruz Biotechnology) obnizajacg poziom CAV1.
Do transfekcji uzyto CAV1-siRNA o stezeniu koncowym 10, 50 i 100 nM oraz takie
same stezenia SIRNA kontrolnego siRNA-A (sc-37007, Santa Cruz Biotechnology).

Transfekcje przeprowadzono wg opisu w punkcie A.

Sekwencja i lokalizacja uzytego siRNA w mRNA CAV1 byly nastepujace:
Sensowna: 5> AACCAGAAGGGACACACAG 3’
Antysensowna: 5 CUGUGUGUCCCUUCUGGUU 3’

5’ EKSON1/EKSON2-starterF-EKSON2 /EKSON3-siRNA-FKSON3-starterR-EKSON3 3’
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3.2.10. Dobor optymalnej dawki IL-1p pobudzajacej ekspresje CCL2

Poniewaz hodowane in vitro synowiocyty typu B sa zdolne do spontanicznej
produkcji cytokin jedynie przez pierwsze tygodnie hodowli, aby pobudzi¢ w nich
ekspresje genu CCL2, konieczne jest poddanie ich stymulacji np. IL-1B uwazang za
czynnik odgrywajacy gtowna role w rozwoju stanu zapalnego btony maziowej [169].

W zwigzku z powyzszym synowiocyty typu B inkubowano w pozywce
z dodatkiem IL-1B w stezeniach 0.1 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml i 10 ng/ml w celu ustalenia
optymalnej dawki IL-1p zdolnej do pobudzenia ekspresji CCL2. Po uplywie 2 godzin
zebrano nadsgcza komorkowe, w ktdrych nastepnie oznaczono stezenie wydzielonej
chemokiny CCL2, komoérki przemyto buforem PBS i lizowano za pomoca Trizolu,

a nastepnie okreslono wzgledna ekspresje CCL2 za pomocg qPCR.

Stezenie CCL2 w nadsgczach uzyskanych z hodowli eksperymentalnej
oznaczono za pomocg testu ELISA Quantikine Human CCL2/MCP-1 Immunoassay
(R&D) wedtug nastepujacego protokotu:

Przygotowanie probek:

Nadsacza komodrkowe zebrane po inkubacji komoérek z IL-1B przechowywano
w temperaturze -70°C. Po rozmroZeniu wirowano 5 minut przy predkosci 900 x g.
Standard o stezeniu 2000 pg/ml CCL2 rozcienczono za pomocg odczynnika Calibrator
Diluent RD5L (1x). Pozostale standardy przygotowano na podstawie rozcienczen
wyjéciowego standardu: 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml
i 31.2 pg/ml.

Procedura wykonania testu:

Do studzienek dodano po 200 ul standardow, kontroli negatywnej i badanych nadsgczy.
Plytke zabezpieczono przed parowaniem folig samoprzylepng a nast¢pnie inkubowano 2
godziny w temperaturze pokojowej.

Zawarto$¢ studzienek oprézniono 1 przemywano 3 razy po 400 pul buforem
przemywajacym Wash Buffer 1x dokfadnie usuwajac resztki buforu po kazdym cyklu.
Do kazdej studzienki dodano 200 pl koniugatu i inkubowano 1 godzing w temperaturze
pokojowej zabezpieczajac studzienki folig samoprzylepna.

Po godzinie powtdrzono cykle przemywania.

Nastepnie do kazdej studzienki dodano po 200 pl roztworu substratu i inkubowano 20

minut chronigc ptytke przed $wiattem.
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Do kazdej studzienki dodano roztwor hamujacy reakcje, ktory powoduje zmiang barwy
zawartosci dolkdw z niebieskiego na zolty.

Odczytu dokonano za pomoca czytnika ELx800 (BioTek) przy uzyciu oprogramowania
KCjunior™ Data Analysis przy dtugosci fali 450 nm i fali referencyjnej w zakresie 540-
570 nm.

Wzgledna ekspresja transkryptu CCL2 zostala oznaczona za pomocg reakcji qPCR wg
metod opisanych w punktach od 3.2.2. do 3.2.5.

3.2.11. Przebieg eksperymentu badajacego wplyw wyciszenia ekspresji CAV1 na
ekspresje CCL2

Do eksperymentow uzywano komorek pochodzacych z 3-10 pasazu. Komorki sg
woOwczas bardziej jednorodne niz w pasazu 1-2. Uzyty CAV1-siRNA (h) to specyficzny
dla CAV1 maly interferujacy RNA o dhugosci 19-25 nukleotydow. Uzyty kontrolny
SIRNA-A nie posiada sekwencji homologicznej do zadnego ludzkiego mRNA.

Komorki transfekowano zgodnie z opisem w punkcie 3.2.9. z wykorzystaniem
CAV1-siRNA (50 nM) i kontrolnego siRNA-A (50 nM). W celu sprawdzenia
wydajnosci procesu transfekcji, kazdorazowo réwnolegle do prowadzonych transfekcji
komorki transfekowano siRNA znakowanym fluoresceing BLOCK-IT i oceniano
w mikroskopie fluorescencyjnym.

Ze uwagi na fakt, ze we wstepnych doswiadczeniach zaobserwowano wzrost
ekspresji wyciszanego genu pod wpltywem IL-1 B, po 48 godzinach komorki
poddawano ponownej transfekcji. Nastgpnie komorki transfekowane oraz
nietransfekowane inkubowano w obecnosci IL-1B rozcienczonej w Opti-MEM
w stezeniu 1 ng/ml w celu wzbudzenia ekspresji CCL2. Roéwnolegle inkubowano
komoérki w Opti-MEM bez dodatku IL-1B. Po uptywie 2 godzin pozywke zbierano,
komorki lizowano Trizolem w celu izolacji RNA lub buforem RIPA stuzacym do
izolacji bialek. Proby przechowywano w -70°C do momentu wykonania analiz.
W zebranym materiale biologicznym oceniono ekspresj¢ CAV1 1 CCL2. Eksperyment
wykonano trzykrotnie w trzech niezaleznych powtorzeniach na komorkach

pochodzacych od trzech pacjentow.

50



3.2.12. Analiza Western blotting

3.2.12.1. 1zolacja i pomiar stezenia bialek

Izolacje biatek przeprowadzono przy uzyciu buforu RIPA. Do uzyskanego osadu
komoérkowego podawano 11,25 ul buforu RIPA i intensywnie pipetowano. Dodatkowo,
by uchroni¢ biatka przed degradacja, dodawano 1,25 ul inhibitora proteaz (Sigma).
Calos$¢ inkubowano na lodzie przez 60 minut a nastgpnie wirowano 10 minut 10000 x g,
po czym mierzono st¢zenie biatka. Pomiaru stezenia ogolnej ilosci biatka
W poszczegblnych probach dokonano metoda Bradford [170]. W metodzie tej
wykorzystuje si¢ zjawisko przesunigcia maksimum absorpcji roztworu barwnika —
biekitu brylantowego Coomassie G-250 z 465 nm do 595 nm po zwigzaniu
zZ bialkowymi resztami argininy, co wigze si¢ ze zmiang barwy z brunatnej na bigkitna.
Do oznaczenia stezenia biatka dla jednej proby nalezato przygotowac:

- 125 ul 2 x stezonego odczynnika Bradford (Bio-Rad),

- 123,75 ul wody ultraczystej,

- 1,25 pl badanej proby zawierajacej biatko umieszczone w buforze RIPA.

Proba Slepa zawierala 125 pl 2 x stgezonego odczynnika Bradford, 123,75 ul wody
ultraczystej i 1,25 pl buforu RIPA.

Absorbancje mierzono na spektrofotometrze przy uzyciu sterylnych kuwet U\ette
(Eppendorf). Aby wyznaczy¢ st¢zenie biatka w badanych probach, wykonano krzywa
kalibracyjng przy uzyciu Szeregu rozcienczen surowiczej albuminy bydlecej (ang. BSA-

bovine serum albumin).

3.2.12.2. Rozdzial elektroforetyczny bialek

Rozdziat  elektroforetyczny  biatek  przeprowadzono w  12%  zZelu
poliakryloamidowym z dodatkiem dodecylosiarczanu (V) sodu wg systemu Laemmli
[171]. Do kieszonek naktadano marker wiclkosci PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder (Fermentas), probe zawierajaca 20-30 ug biatka zawieszonego w buforze RIPA,
10 pl buforu obcigzajaco-denaturujacego Laemmli 3x i uzupetniong woda ultraczysta
do koncowej objetosci 18 pl. Tak przygotowane proby denaturowano przed rozdziatem
w 99°C 5 minut, chfodzono i nakladano na zel. Do pustych kieszonek nakfadano
rozcienczony bufor obcigzajaco-denaturujacy w celu réwnomiernego obcigzenia
wszystkich kieszonek, zapewniajac w ten sposob prawidlowy rozdzial préb. Rozdzial

prowadzono w 1x buforze glicynowym przy pomocy aparatu do elektroforezy pionowej
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firmy Bio-Rad przez godzing poczatkowo przy napieciu 100 V, nastgpnie po przejsciu
prob przez zel zageszczajacy przy napigciu 150 V.

Tabela 4. Zele poliakryloamidowe do elektroforezy bialek

Sktadnik zelu 12% zel rozdzielajacy 5% zel zageszczajacy
Woda ultraczysta 2,08 ml 1,095 mi
PAA 40% 1,44 ml 225 ul
1 M Tris-HCI (pH 8.8) 1,2 ml -

0,375 M Tris-HCI (pH 6.8) - 450 ul

SDS 10% 48 ul 18 pul

APS 10% 24 ul 9ul
TEMED 7,2 ul 2,71 ul

3.2.12.3. Polsuchy transfer bialek na membrane

Na 10 minut przed koncem -elektroforezy bibuty i membrang z fluorku
poliwinylidenu aktywowang metanolem moczono w rozcienczonym buforze do
transferu. Po zakonczeniu rozdziatu elektroforetycznego dokonano pétsuchego transferu
biatek na membrane¢ przy uzyciu aparatu do transferu poétsuchego. Transfer prowadzono
przez 50 minut przy napigciu elektrycznym okoto 13 V i natezeniu pradu elektrycznego
rzedu 300-400 mA. Po transferze membrane z biatkami wybarwiono 0,1% roztworem
Ponceau-S w celu uwidocznienia frakcji biatek. Barwnik usunigto a membrang
przeptukano dwukrotnie wodag ultraczysta i przecigto na wysokosci 30 kDa w celu
jednoczesnego uwidocznienia obu badanych biatek. Membrany blokowano przez noc

w 4°C w roztworze 5% odtluszczonego mleka rozpuszczonego w buforze TBS-T.
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3.2.12.4. Inkubacja z przeciwcialami

Po blokowaniu membrang plukano trzykrotnie buforem TBS-T, a nast¢pnie
inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowej z przeciwciatem I-rzedowym przeciw
CAV1 w 2% odtluszczonym mleku rozpuszczonym w buforze TBS-T, rozcienczonym
w proporcji 1:5000. Nastepnie membrang ptukano 3 razy po 10 minut buforem TBS-T
I inkubowano w temperaturze pokojowej z przeciwcialem Il-rzedowym sprzgzonym
z peroksydazg chrzanowa, rozcienczonym w 2% odtluszczonym mleku w proporcji
1:20000. Czgs¢ membrany z bialkami o masie wigkszej niz 30 kDa inkubowano
Z przeciwciatem przeciw [(-aktynie sprz¢zonym z peroksydazg chrzanowg
rozcienczonym w 2% odtluszczonym mleku w proporcji 1:3000. Nadmiar przeciwciat
usuni¢to, pluczac dwukrotnie po 10 minut buforem TBS-T oraz przez dwukrotne 5-
minutowe plukanie buforem 1 x TBS.

Do detekcji uzyto odczynnikow SuperWest/Femto. Do wizualizacji wynikow
wykorzystano klisze rentgenowskie niebieskoczule. Czas naswietlania wyznaczono
eksperymentalnie (10-60 sekund). Zmiany w ekspresji biatka oceniono na podstawie
intensywnosci zaczernienia kliszy, wywotanej reakcja katalizowang przez peroksydaze
chrzanowa sprzgzong z przeciwciatem Il-rzedowym (lub sprzg¢zonym z peroksydaza
chrzanowg przeciwciatem dla B-aktyny) za pomocg oprogramowania ImagelJ.

Ilos¢ biatka normalizowano wzgledem sygnatu otrzymanego dla B-aktyny jako bialka

referencyjnego.

Tabela 5. Przeciwciala wykorzystane do analizy Western blotting

Biatko Przeciwciato I-rzgdowe Przeciwciato II-rzedowe

anty-CAV1, kozie poliklonalne 0.5 o$le anty-kozie poliklonalne IgG

CAV1 mg/ml, peptyd C- | sprz¢zone z peroksydaza chrzanowg
21kDa | DELSEKQVYDAH (AP16383PU- 0.4 mg/ml (sc-2033, Santa Cruz
N, Acris) Biotechnology)

Actin 1-19 HRP, kozie poliklonalne
B-aktyna |IgG  sprzezone z  peroksydazg
43 kDa |chrzanowg (sc-1616, Santa Cruz
Biotechnology)
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3.2.13. Analiza statystyczna wynikéw

Do analizy statystycznej wykorzystano programy Excel 2010, GraphPad Prism6
oraz STATISTICA, wersja 10.0 (www.statsoft.com).

Dane dotyczace grup badanych przedstawiono w postaci mediany i rozstgpu
miedzykwartylowego (ang. interquartile range, IQR) bedacego rdéznicg migdzy trzecim
i pierwszym kwartylem. Normalno$¢ rozkladu zmiennych cigglych dotyczacych
badanych grup sprawdzano za pomoca testu Shapiro-Wilka. W przypadku niespehienia
kryteriow rozkladu normalnego, do sprawdzenia réznic w obrgbie trzech grup
stosowano analiz¢ wariancji ANOVA Kruskala-Wallis’a, a nastepnie wykonano analize¢
post hoc stosujac wielokrotne porownania $rednich rang badanych grup. Dla grup
0 rozktadach normalnych i jednorodnych wariancjach (testowanych testem Levene’a)
stosowano analiz¢ ANOVA z testem post hoc Tukey’a. W zaleznosci od typu rozkladu
zmienne ilo$ciowe poddano analizie korelacji Pearsona lub nieparametrycznej korelacji
rang Spearmana.

W czgséci doswiadczalnej pracy uzywano jedno- lub dwuczynnikowej analizy
wariancji (ANOVA). W celu dokonania porownan miedzy grupami wykonano analizg
post hoc:

- dla poréwnan w odniesieniu do ustalonej grupy kontrolnej uzywano testu Dunnett’a,
- dla porownan migdzy wszystkimi grupami zastosowano test HSD Tukey’a,
- dla wielokrotnych poréwnan w dwuczynnikowej ANOVA uzyto testu Sidak’a.

Wyniki istotne statystycznie oznaczono w nast¢pujacy sposob:

* dla p<0,05, ** dla p<0,01, ***dla p<0,001.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka grup chorych

Tabela 6. Charakterystyka chorych na RZS

Chorzy na RZS

Wiek [lata] 55 (8)
Ple¢ K/M 37/14
Czas trwania choroby [lata] 7 (8)
BMI [kg/m?] 25,35 (5,02)
Schorzenia wspolistniejace, n (%)
Nadci$nienie tetnicze 17 (33,33)
Choroby tarczycy 9 (17,65)
Hiperlipidemia 9 (17,65)
Choroba zwyrodnieniowa stawow kregostupa 5(9,8)
Osteoporoza 4 (7,84)
Cukrzyca 2 (3,92)
Przewlekle zapalenie btony §luzowej zotadka 2(3,92)
Zakrzepowe zapalenie zyt glebokich 2(3,92)
Zespot ciesni nadgarstka 2 (3,92)
Anemia 1(1,96)
Astma 1(1,96)
Choraoba niedokrwienna serca 1(1,96)
Kamica nerkowa 1(1,96)
Paluch koslawy 1(1,96)
Przyjmowane leki
Metotreksat, n (%) 44 (86,28)
Dawka przyjmowanego metotreksatu [mg/tydzien] 15 (5)
Glukokortykoidy, n (%) 33 (64,71)
NLPZ, n (%) 45 (88,24)
Sulfasalazyna, n (%) 1(1,96)
Parametry laboratoryjne i kliniczne RZS
OB (norma do 20 mm/h) 30 (24)
CRP (norma do 5 mg/l) 12,9 (16,65)
Liczba obrzeknigtych stawow (0-28) 9 (10)
Liczba bolesnych stawow (0-28) 15 (13)
Aktywno$¢ choroby w skali VAS lekarza [mm] 48 (37)
Aktywno$¢ choroby w skali VAS pacjenta [mm] 58,5 (34)
Bol w skali VAS [mm] 55,5 (42)
DAS28-0B 6,25 (1,83)

28,57% chorych w przedziale 3,2<DAS28-0OB<5,1

71,43% chorych z DAS28-0OB>5,1

O ile nie wskazano inaczej, dane przedstawiaja mediang (IQR).
VAS - wizualna skala analogowa, OB — odczyn Biernackiego, CRP - biatko C-reaktywne, BMI —
wskaznik masy ciata (ang. body mass index)
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Tabela 7. Charakterystyka grupy chorych na ChZS

Chorzy na ChZS
Wiek [lata], mediana (IQR) 62 (5)
Ple¢ K/M 9/2
Choroba zwyrodnieniowa, n (%)
- kregostupa 9 (81,81)
- stawow kolanowych 2 (18,18)
- stawow biodrowych 1(9,09)
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4.2. Ocena ekspresji wybranych genéw w komérkach CD14"

4.2.1. Analiza wzglednej ekspresji transkryptu genéw Nck2, RhoA, Src i CAV1
w komérkach CD14" u chorych na RZS, grupie kontrolnej oraz u chorych na

chorob¢ zwyrodnieniowa stawow

Ekspresje badanych gendéw w monocytach CD14" oceniono za pomoca reakcji
gPCR 1 normalizowano wzgledem genu referencyjnego PBGD oraz ustalonego
kalibratora. Wyniki wyrazone w postaci logarytméw dziesi¢tnych przedstawiaja Tabela
8 oraz Ryciny 6-9.

Tabela 8. Wzgledne poziomy transkryptéw badanych genéw w monocytach CD14"

u chorych na RZS, grupie kontrolnej oraz u chorych na ChZS

RZS GK ChZS p
= <0,001*
©  Minimum 1,187 1,119 0,772 RZS vs.
o SredniatSD 2,109+0,420 1,961+0,415 1,26240,360  ChZS

S Mediana (IQR) 2,114 (0,599) 2,054 (0,584) 1,206 (0,622) <0,001*
£ Maksimum 3,136 2,676 1,899 GK vs.
= ChzS
= 0,001#
@ Minimum 1,849 1,826 1,699 RZS vs.
S Srednia+SD 2,270+0,240 2,475+0,324 2,088+0,217 GK

2 Mediana (IQR)  2,258(0,382)  2518(0,388) 2,088 (0.165) g g1y
% Maksimum 2,836 3,022 2,491 GK vs.
= Chzs
g Minimum 1,653 1,083 1,463

@ Srednia+SD 2,228+0,358 2,158+0,368 2,030+0,381 0939

S  Mediana (IQR) 2,224 (0,501) 2,242 (0,565) 1,834 (0,681)

% Maksimum 3,352 2,710 2,540

S Minimum 0,163 1,314 1,984

&  Srednia+SD 2,631+0,791 2,475+0,478 2,547+0,295 0.458

<;: Mediana (IQR) 2,590 (0,752) 2,449 (0,516) 2,473 (0,362)

S, Maksimum 4,897 3,721 3,028

(@]

L

IQR - rozstep miedzykwartylowy, *ANOVA Kruskala-Wallisa z wielokrotnym poréwnaniem $rednich
rang, #ANOVA, test post hoc Tukey’a, SD - odchylenie standardowe
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Ryc. 6. Wzgledna ekspresja genu Nck2 na poziomie transkryptu w monocytach
CD14" u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobe
zwyrodnieniowg stawow (ChZS). Roznice pomigdzy $rednimi rang okreslono testem
nieparametrycznym ANOVA Kruskala-Wallis’a, a nast¢gpnie przeprowadzono
wielokrotne poréwnania $rednich rang badanych grup.
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Ryc. 7. Wzgledna ekspresja genu RhoA na poziomie transkryptu w monocytach
CD14" u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobe
zwyrodnieniowa stawéw (ChZS). Rozklady zmiennej porownano testem
jednoczynnikowej ANOVA, a nast¢pnie dokonano poréwnan par $rednich testem post
hoc Tukey’a.
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Ryc. 8. Wzgledna ekspresja genu Src na poziomie transkryptu w monocytach
CD14" u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobe

zwyrodnieniowa stawow (ChZS). Rozklady zmiennych pordéwnano
jednoczynnikowej ANOVA.
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Ryc. 9. Wzgledna ekspresja genu CAV1 na poziomie transkryptu w monocytach
CD14" u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobe
zwyrodnieniowa (ChZS). Roznice pomigdzy S$rednimi rang okre§lono testem

nieparametrycznym ANOVA Kruskala-Wallisa.
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4.2.2. Analiza korelacji miedzy wzglednymi poziomami transkryptu badanych
genéw w badanych grupach

Wyniki analizy korelacji przedstawia Tabela 8. oraz Ryciny 10. i 11.

Tabela 9. Analiza korelacji miedzy wzglednymi poziomami transkryptu badanych
genow we wszystkich badanych grupach (®) oraz tylko w grupie chorych na RZS

(®).
CAV1L p Spearmana=-0,209 | p Spearmana=0,353 | p Spearmana=0,012
p=0,142 p=0,011 p=0,936
p Spearmana=-0,087 Sre p Spearmana=0,015 r Pearsona=0,300
p=0,369 p=0,915 p=0,032
p Spearmana=0,154 | p Spearmana=0,442 Nck2 p Spearmana=0,223
p=0,110 p<0,001 p=0,116
p Spearmana=0,062 r Pearsona=0,046 p Spearmana=0,227 RhoA
p=0,524 p=0,634 p=0,017
log[CAV1FEGD o @
8 %o °o° o ? ?:: @ o b DQ o
0 e?%s 2 °0 oo of Su2 8 ¢ o 22%e o
SRR || s, © o B EE,
° c2 % ° o & oe ° ° I o @
— - ’ ‘ :
R p=0,442 s o
log[Sre/PBGD] 0< 0,001
- P y °o°o o @ D.go a -]
. 02 o8 o ° % %};@ﬂ g ‘a-aé,e?" a® o0
: a% %Oo ¢ ° :°D :°°d“%°ﬂ:3°°o e ?‘.?%?,e; d): o osoc?
"\:QO o D ﬁ:%h%o . X :o ng% 50 .
@ [ —— |:|.= @ o
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° o5 q,zo o %Qa‘} o L 0?2 o %Do.,o
° o® “ s o % %%& ° o;:“{s".;:% o Q;
C;ga 5 e °°?v ¢ e - "
P S %Eoooéo : L P
N 0&;@*’ ° g’? c:" ° p=0,442 f_||_| o 090°° ¢ °° o
L o p < 0,001 L ] — @
o 4, ° o o8 ° £ 0w ° log[RhoA/PBGD]
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Ryc.

10. Graficzna prezentacja zaleznosci miedzy wzglednymi poziomami

transkryptu badanych genéw w monocytach CD14" we wszystkich badanych
grupach. Naniesione punkty przedstawiaja dane surowe odpowiadajace logarytmom
dziesigtnym wzglednych poziomow ekspresji ustalonych za pomoca qPCR.
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Ryc. 11. Graficzna prezentacja zalezno$ci miedzy wzglednymi poziomami
transkryptu badanych genéw w monocytach CD14" u chorych na RZS. Naniesione
punkty przedstawiajg dane surowe odpowiadajgce logarytmom dziesi¢tnym wzglednych
poziomow ekspresji ustalonych za pomocg qPCR.
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4.2.3. Analiza ekspresji transkryptu CAV1 w synowiocytach typu B oraz
w monocytach

Analizujac wyniki uzyskane w reakcji qPCR dostrzezono znaczng roznice
w ekspresji CAV1 w monocytach CD14" w poréwnaniu z poziomem ekspresji obecnym
w synowiocytach. Ekspresja CAV1 w materiale pozyskanym z synowiocytow typu B
(4,027+0,254) byta znacznie wyzsza (p<0,001) niz w monocytach (-0,194+0,279).

A
§ o
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B) 61
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o
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Q
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Synowiocyty typu B Monocyty CD14+

Ryc. 12. Poréwnanie ekspresji CAV1 na poziomie transkryptu w monocytach
i synowiocytach pozyskanych od osob chorych na RZS. A) Prezentacja przyrostu
fluorescencji w trakcie qPCR. B) Znormalizowana wzglgdna ekspresja mRNA CAV1
wobu typach komorek. Wykres przedstawia $rednie zlogarytmowane wartos$ci
ekspresji+SD. Test t-Studenta, n=6, p<0,001.
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4.3. Analiza korelacji miedzy wzglednymi poziomami transkryptu badanych
genéw a klinicznymi i laboratoryjnymi markerami aktywnosci RZS

Na podstawie analizy korelacji wykazano szereg zaleznosci dotyczacych

wzglednych poziomoéw transkryptu gendéw Src,

Nck2, RhoA oraz Kklinicznych

I laboratoryjnych wskaznikéw aktywnosci RZS. Wybrane zaleznosci przedstawia

Tabela 9. i Ryciny 12-15.

Tabela 10. Wyniki analizy korelacji rang Spearmana i korelacji liniowej Pearsona*
miedzy wzglednymi poziomami transkryptu badanych genéw oraz Kklinicznymi
i laboratoryjnymi parametrami RZS w grupie chorych

Wspotczynnik
Zmienna 1 Zmienna 2 korelacji p
NCk2 bol w skali VAS 0,361 0,019
DAS28-0OB 0,377* 0,014
RhoA OB 0,369 0,008
Src czas trwania choroby -0,283 0,045
liczba obrzeknigtych stawow 0,287 0,050
liczba obrzeknigtych stawow 0,722 <0,001
_ bol w skali VAS 0,433 0,004
IS[[(;Z\L)S\BOIesnyCh aktywnos$¢ choroby w skali VAS wg pacjenta 0,318 0,040
aktywnos$¢ choroby w skali VAS wg lekarza 0,377 0,014
DAS28-0OB 0,779 <0,001
liczba bol w skali VAS 0,380 0,013
opuchnigtych aktywnos$¢ choroby w skali VAS wg lekarza 0,738 <0,001
stawow DAS28-OB 0,810 <0,001
aktywnos$¢ choroby w skali VAS wg pacjenta  0,833* <0,001
bol w skali VAS  aktywno$¢ choroby w skali VAS wg lekarza 0,365 0,017
DAS28-0OB 0,561* <0,001
aktywnos$¢ ~ aktywnos¢ choroby w skali VAS wg lekarza 0,338 0,028
S?ero\%w skall ™ owicze stezenie CRP 0,329 0,033
pacjenta DAS28-0OB 0,508* <0,001
aktywnosé OB 0,417 0,006
choroby wskali  surowicze stezenie CRP 0,475 0,002
VASwg lekarza  pasps.0B 0,653 <0,001
surowicze stezenie CRP 0,592 <0,001
DAS28-0OB
OB 0,549 <0,001
OB surowicze stezenie CRP 0,621 <0,001
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r=0,361 (Pearson)
p=0,019
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Ryc. 13. Graficzna prezentacja zaleznosci miedzy bolem wyrazonym w VAS
a wzglednymi poziomami transkryptu genu Nck2 w monocytach CD14" u chorych

na RZS.

r=0,377 (Pearson)
p=0,014
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Ryc. 14. Graficzna prezentacja zaleznosci miedzy DAS28-OB a wzglednymi
poziomami transkryptu genu Nck2 w monocytach CD14™ u chorych na RZS.
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r=0,369 (Spearman)
p=0,008
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Ryc. 15. Graficzna prezentacja zaleznosci miedzy wartosciami OB a wzglednymi
poziomami transkryptu genu RhoA w monocytach CD14" u chorych na RZS.

r=-0,283 (Spearman)
p=0,045
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Ryc. 16. Graficzna prezentacja zaleznosci miedzy czasem trwania choroby

a wzglednymi poziomami transkryptu genu Src w monocytach CD14" u chorych
na RZS.
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4.4. Czes¢ doswiadczalna

4.4.1. Pierwotne linie synowiocytow typu B

W wyniku hodowli in vitro komoérek obecnych w ptynach stawowych
pochodzacych od chorych na RZS, po 3. pasazu uzyskano populacje synowiocytow
typu B. Komorki charakteryzowaty si¢ typowym dla fibroblastow wrzecionowatym
ksztaltem oraz rosty w sposob zalezny od podioza. Analiza cytometryczna z wybranym
zestawem przeciwcial nie wykazala ekspresji molekut charakterystycznych dla linii

mielomonocytarnej i leukocytow.

Ryc. 17. Synowiocyty typu B uzyskane z plynu stawowego. Zdjecie wykonane
aparatem Sony Cyber-shot DSC-W55 w mikroskopie odwroconym Nikon ECLIPSE
TS100 (okular 10x, obiektyw 20x%/0,40).
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4.4.2. Wyniki optymalizacji warunkow transfekcji

A) W wyniku transfekcji komoérek oligomerem BLOCK-IT i oceny w mikroskopie
fluorescencyjnym okreslono wydajno$é transfekcji.

Intensywny sygnat fluorescencyjny emitowany gtownie z jader komoérkowych niemal
wszystkich komoérek (Ryc. 19.) wskazatl na wysoka wydajno$¢ transfekcji juz przy
uzyciu najnizszego stezenia sprzg¢gnietego z fluoresceing oligomeru dsRNA (10 nM)

oraz st¢zenia lipofektaminy 0,2% viv.

Ryc. 18. Obraz mikroskopowy synowiocytéow typu B uzyskany 48 godzin po
transfekcji BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo. Zdjecia wykonane aparatem NIKON
E4500 w mikroskopie fluorescencyjnym Hund Wetzlar H600 w obiektywie 40/0,65 (A)
oraz 10/0,25 (B). Intensywny sygnal pochodzacy z jader komorkowych wskazuje na
wysoka wydajnos¢ transfekcji synowiocytow typu B uzytym znakowanym fluoresceing
oligomerem dsRNA (10 nM) oraz lipofektaming (0,2% V/v).

B) Po 48 godzinach transfekowania komérek CAV1-siRNA lub kontrolnym siRNA
zaobserwowano ponad 90% obnizenie poziomu ekspresji CAV1 dla uzytych stezen
SiRNA (10, 50 i 100 nM) w odniesieniu do transfekcji kontrolnym siRNA (p<0,001).
Ekspresja CAV1 w stadium potranslacyjnym jest regulowana gldwnie poprzez
ubikwitynacj¢ i degradacje w lizosomach, co wplywa na bardzo wolne tempo
degradacji CAV1 [172]. Intensywnos¢ prazkéw uwidocznionych na kliszy
rentgenowskiej normalizowano wzglgdem B-aktyny. Wskazano na obnizenie $rednio
0 okoto 32%, 58% 1 54% (dla kolejno uzytych st¢zen siRNA) poziomu biatka CAV1
(zarowno izoformy a i ) W odniesieniu do komorek transfekowanych kontrolnym

SiRNA. Do dalszych analiz uzywano siRNA w stezeniu 50 nM.
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Ryc. 19. Optymalizacja warunkéw transfekcji synowiocytow. Synowiocyty typu B
transfekowano CAV1-siRNA o stezeniu koncowym 10 nM, 50 nM i 100 nM. Wzgledny
poziom transkryptu CAV1 okreslono za pomocg qPCR normalizujac wyniki wzgledem
genu referencyjnego PBGD (A). Metoda Western blot wykryto biatko CAV1 oraz f3-
aktyn¢ uzyta jako bialko referencyjne. DO pomiaru densytometrycznego prazkow
wykorzystano oprogramowanie Imaged (B). Wykres przedstawia srednie+SD. Roznice
miedzy $rednimi analizowano za pomocg dwuczynnikowej ANOVA i testu post hoc
Sidak’a, n=3, *** p<0,001.

4.4.3. Wyniki optymalizacji dawki IL-1p pobudzajacej ekspresje CCL2

W wyniku analizy poziomu transkryptu CCL2 oraz oceny st¢zenia wydzielonej
chemokiny CCL2 w pozywce do eksperymentu wybrano IL-1f o st¢zeniu koncowym 1
ng/ml. Pod wptywem tego stezenia zaobserwowano bowiem okoto 139-krotny wzrost
stezenia CCL2 w pozywce (204,46 ng/ml+5,83) w porownaniu do hodowli kontrolnej
(p<0,001) oraz okoto 35-krotny wzrost na poziomie transkryptu (31,23+8,85)
(p<0,001). Nie zaobserwowano liniowego wzrostu poziomu CCL2 w sposob zalezny od
dawki IL-1p.

68



A)

MCP-1
18
4
18 -
14
-1 ‘2 pe -
» P
E 10 -
% o5 ) *  Standards
& o + Suppressed Sts
g ."’( Standard Curve
0.4 -
D2t #
.’
o 00 400 B00 500 1000 12000 1400 1600 4800 2000
Concentr ation
Guadralic (v = Ax"2 + Bx + C)
A=-263e-007 B=0.0014 C=0.0258, R-Square = 0,9993
B) C)
. —
{ £
501 e O 250~ \
[ *%k% g *k%
— 1
0O 404 D 200
(O] *% ‘5
o0 [
S 5
q 30 2 1501
Q n
O o
: 204 S 100-
2 I=
T 1o >
IS 2 50
o~
0- o O
N N N Y
P & & & & O
& & N & &
S N N % o S
AJ %W N R R w
\\;'» A\ A4 N
Ryc. 20. Dobér optymalnej dawki IL-1p pobudzajacej ekspresje CCL2

w synowiocytach typu B. Dzien przed planowanym eksperymentem, na ptytkach 6-
dotkowych umieszczono po 10° komorek zawieszonych w pozywce DMEM bez
dodatku surowicy. Nastepnego dnia komoérki poddano 2-godzinnej inkubacji z IL-1P
w dawkach 0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml i 10 ng/ml w celu ustalenia optymalnej dawki
IL-1B zdolnej do pobudzenia ekspresji CCL2. Wykresy przedstawiajg krzywa
standardowa zastosowang w tescie ELISA do wyliczenia stezenia CCL2 (A), wzgledny
poziom transkryptu genu CCL2 oznaczony za pomocg qPCR (B) i stezenie CCL2
w pozywce pohodowlanej oznaczone testem ELISA (C). Réznice miedzy Srednimi
analizowano testem ANOVA i testem post hoc Dunnett’a zaznaczajac istotnosc
statystyczng w stosunku do kontroli. Wykresy przedstawiaja $rednie+SD, n=3, *
p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.
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44.4. Ekspresja CCL2 w odpowiedzi na zredukowana ekspresje CAV1
w synowiocytach typu B

W celu sprawdzenia wptywu CAV1 na ekspresje CCL2, synowiocyty typu B
poddano dwukrotnej transfekcji CAV1-siRNA, a nastepnie inkubowano 2 godziny z IL-
18 w celu wzbudzenia ekspresji CCL2. Testem ELISA oznaczono st¢zenie CCL2
W pozywce po inkubacji z IL-1B. Z komoérek wyizolowano RNA i biatko do oceny
ekspresji CAV1 i CCL2 technikami gPCR oraz Western blot. Zaobserwowano:

A) obnizony o okolo 90% poziom transkryptu CAV1 (0,10+0,03) w komoérkach
transfekowanych CAV1-siRNA w stosunku do komorek nie poddanych transfekcji
(1,00+0,12) (p<0,001). W stosunku do komoérek transfekowanych kontrolnym siRNA
(0,52+0,19) odnotowano okoto 81% spadek ekspresji CAV1 (p<0,001). Uzyte startery
pozwalaly na ocen¢ poziomu obu wariantow mRNA genu CAV1.

B) obnizony o okoto 70% poziom biatkka w porownaniu do komorek
nietransfekowanych lub transfekowanych kontrolnym siRNA. Ponadto, na skutek
inkubacji z IL-1B zaobserwowano, podobnie jak w przypadku transkryptu, okoto 2-
krotny wzrost poziomu CAVI1, co bylo zgodne z wczesniejszymi doniesieniami
o indukowanej IL-1B ekspresji CAV1 [173, 174]. Efekt ten byt widoczny szczegdlnie
na izoformie o.

C) ostabiony $rednio o 58,11% wzrost poziomu transkryptu CCL2 w stosunku do
komorek niepoddanych transfekcji (1,00+0,22) (p<0,001) oraz stabszy o okoto 49%
poziom transkryptu CCL2 (p<0,001) w poroéwnaniu do komoérek transfekowanych
kontrolnym siRNA (0,82+0,23). W odniesieniu do komoérek nieinkubowanych z IL-1p
(0,10+0,07) zaobserwowano srednio okoto 4,23-krotny wzrost poziomu transkryptu
w komorkach transferowanych CAV1-siRNA (0,42+0,14) w poréwnaniu do 10,1-
i 8,24-krotnych ~ wzrostow  odpowiednio dla  komoérek  nietransfekowanych
i transfekowanych kontrolnym siRNA.

D) érednio 7,5-krotny wzrost stgzenia CCL2 w probie kontrolnej (26,27+16,56 pg/ml)
w stosunku do komorek nietransfekowanych (186,61+48,05 pg/ml) (p<0,001) lub
transfekowanych kontrolnym siRNA (206,00+46,73 pg/ml) (p<0,001) oraz $rednio
6,16-krotny w komorkach transfekowanych CAV1-siRNA (191,96+16,95 pg/ml)
(p<0,001). Nie zaobserwowano istotnego statystycznie zmniejszonego stezenia CCL2
wydzielanego przez komorki ze zmniejszong ekspresja CAV1.

Barwienie blgkitem trypanu nie wykazalo wplywu przeprowadzonej transfekcji na
Zywotnos$¢ synowiocytow.
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Ryc. 21. Wplyw wyciszenia ekspresji CAV1 na ekspresje CCL2 w synowiocytach
typu B. Dzien przed planowanym eksperymentem, na ptytkach 6-dotkowych
umieszczono po 10° komoérek zawieszonych w pozywce DMEM bez dodatku surowicy.
Nastgpnego dnia cze$¢ komorek transfekowano CAV1-SiRNA lub kontrolnym siRNA.
Po 48 godzinach hodowli komorki poddawano ponownej transfekcji. Nast¢pnie
inkubowano je z IL-1B w celu pobudzenia ekspresji CCL2. Poziom transkryptu CAV1
w komorkach oceniono za pomocg qPCR (A) oraz Western blot (B). Poziom
transkryptu CCL2 oceniono za pomocg qPCR (C) a testem ELISA oznaczono poziom
wydzielonego do pozywki biatka (D). Wykresy przedstawiaja SredniexSD
z doswiadczen wykonanych na kazdej z trzech linii w co najmniej trzech niezaleznych
powtdrzeniach. Roznice migdzy $rednimi analizowano za pomoca testu ANOVA i testu
post hoc Tukey’a. ** p<0,01, *** p<0,001.
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5. DYSKUSJA

W pierwszej czesci pracy okreslono poziomy transkryptow gendéw Nck2, RhoA,
Src i CAV1 w monocytach CD14". O wyborze tej populacji komorek zdecydowat jej
istotny udzial w patogenezie przewleklego procesu zapalnego wystgpujacego w RZS
[102].

Funkcje cytoszkieletu aktynowego sa bardzo zréznicowane. Wiele doniesien
ukazuje jedynie jego funkcjonalng role, bez wskazywania konkretnych mechanizmow
molekularnych, za pomoca ktorych dochodzi w komorce do reakcji na dane bodzce
[116]. Szczegdlnie wazng rolg cytoszkieletu aktynowego podkresla si¢ w aktywacji
monocytow zachodzacej pod wplywem zwigzania chemoatraktantow. Wisniewski
i wsp. wykazali, ze w krwi petnej bedacej naturalnym $rodowiskiem monocytow, pod
wpltywem chemokiny CCL2 dochodzi do zmiany ksztaltu tych komorek bedacej
skutkiem aktywacji procesu polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny oraz reorganizacji
cytoszkieletu, ktore s3g jednymi z elementow odpowiedzi chemotaktyczne;.
Jednoczes$nie stwierdzono, ze odpowiedz na inne chemoatraktanty, tj. MIP-1la
I RANTES byfa niedostrzegalna, co moze wynika¢ z rdéznic w ekspresji odpowiednich

im receptoréw bedacych cechg osobniczg [175].

5.1. Ocena poziomow transkryptu wybranego zestawu genéw w komérkach CD14"

W wyniku przeprowadzonych badan wykazano podwyzszony poziom
transkryptu Nck2 w monocytach o0sob chorych na RZS. Roznica ta byla istotna
statystycznie jedynie w odniesieniu do nielicznej grupy utworzonej z chorych na ChZS.
W zwigzku z brakiem istotnych réznic miedzy chorymi na RZS a osobami zdrowymi,
nie mozna wnioskowaé¢ o podwyzszonym poziomie Nck2 jako o parametrze typowym
dla RZS.

Dostepna literatura nie podaje zbyt wielu informacji dotyczacych poziomu
ekspresji Nck2 w monocytach. Tym bardziej wyniki badan odnoszace si¢ do materiatu
pozyskanego od chorych na RZS sg na chwile obecng raczej jednostkowe.

Informacje dostgpne w bazie NCBI GEO Profiles [176] wskazuja na
zwickszenie ekspresji genu Nck2 w monocytach w odpowiedzi na inkubacj¢ z LPS
(GEO: GDS1407) [177] oraz na zmniejszenie jego ekspresji w odpowiedzi na terapi¢
anty-TNF-a zastosowang u chorych na RZS (GEO: GDS2952). W makrofagach

pochodzacych z ptynow stawowych, pobranych od pigciu chorych na RZS, stwierdzono
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podwyzszony poziom ekspresji Nck2 w poréwnaniu do makrofagéw pozyskanych
z materialu kontrolnego (GEO: GDS3192) [178]. Wydaje si¢ zatem, ze wystgpienie
réznicy W ekspresji Nck2 zalezy w pewnym wzgledzie od stopnia dojrzalosci
monocytow.

Chociaz powyzsze informacje pochodza jedynie =z mikromacierzy
przystosowanych do analizy transkryptomicznej i dotycza nielicznych préb, mozna
zaobserwowaé pewna prawidlowo$é w ekspresji Nck2, ktora odpowiada wzorcom
ekspresji genow charakterystycznych dla procesu zapalnego. Podobne wnioski
nasuwajg si¢ po przestudiowaniu najnowszych wynikow badan uzyskanych przez
Thamilarasan i wsp., ktorzy o$mioosobowej grupie chorych na stwardnienie rozsiane
podali octan glatirameru bedacy immunomodulatorem stosowanym w terapii
stwardnienia rozsianego. Juz po pierwszym dniu odnotowano istotny statystycznie
spadek ekspresji transkryptu genu Nck2 w monocytach (p=0,017) [179], co moze

dodatkowo potwierdzaé przypuszczenia o prozapalnych wiasciwosciach biatka Nck2.

Analiza poziomu transkryptu genu RhoA wykazata istotny statystycznie nizszy
poziom mRNA u chorych na RZS w poréwnaniu do osob zdrowych. W odniesieniu do
grupy chorych na ChZS poziom ten byt nieznacznie wyzszy.

Na udziat biatek Rho w procesach charakterystycznych dla rozwoju RZS
wskazuja doniesienia o istotnej roli RhoA oraz czynnikow wymiany nukleotydoéw
w kontrolowaniu procesu zapalnego i immunomodulacji, jak roéwniez w aktywacji [180]
oraz proliferacji synowiocytow fibroblastycznych [181]. Ekspresja RhoA w monocytach
CD14" chorych na RZS nie byta do tej pory 0znaczana.

Uzyskane wyniki nie wpisujg sie w og6lnie przyjety model funkcji genu RhoA,
w ktorym oprécz wymaganej aktywnej formy biatka, mozna by réwniez oczekiwac
znaczaco wyzszych pozioméw transkryptu w  komoérkach tak aktywnych
w charakterystycznym dla RZS procesie zapalnym jakimi sa monocyty. Lecz okazuje
si¢, ze poziom biatka RhoA moze by¢ wyzszy pomimo uzyskanych nizszych poziomow
transkryptu, co potwierdzaja wyniki uzyskane przez Pu i wsp. dotyczace ekspresji RhoA
w przerzutowym raku nerki [182]. Wydaje si¢, ze w przypadku wystapienia
podwyzszonego poziomu biatka RhoA, zahamowanie $ciezki RNoA/ROCK ulegajace;
w monocytach aktywacji pod wptywem CCL2 moze prowadzi¢ do redukcji naptywu
monocytow do miejsc zapalnych oraz nies¢ korzysci w leczeniu chorob

autoimmunologicznych i alergii [183, 184]. Ocena poziomu biatka RhoA w monocytach
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CD14" u chorych na RZS okazuje si¢ by¢ w tym przypadku kluczowa.

Aktywnos¢ RhoA stanowi wazny czynnik warunkujacy ruch komorek. Nalezy
jednak mie¢ na uwadze, ze w przeciwienstwie do komorek, ktdorych wzrost jest
uwarunkowany obecnos$cig podloza, w krazacych monocytach nie powstajag widkna
naprezeniowe kontrolowane przez RhoA [117, 185]. Zatem RhoA oraz inne geny moga
odznacza¢ si¢ odmiennym charakterem ekspresji, zaleznym od rodzaju komorek. Nie
wyklucza si¢ jednak, ze w obu przypadkach zaréwno forma aktywna (zwigzana z GTP)
jak 1 nieaktywna RhoA moze hamowaé¢ migracje komorek na drodze zupeinie
odmiennych mechanizméw. W przypadku formy nieaktywnej dzieje si¢ to zgodnie
z zalozeniami dotyczacymi kierunku dziatania biatlka RhoA. Natomiast zbyt aktywna
forma moze wzmaga¢ adhezje 1 zakldca¢ polaryzacje komorek, co moze wpltywac
negatywnie na ich poruszanie si¢. Generalnie uwaza si¢, ze w przypadku migracji
komorek musi by¢ zachowany pewien optymalny poziom RhoA i stopien jego
aktywacji, natomiast zmiany w morfologii komoérek nie zawsze przekladaja si¢ na
mozliwos$¢ przemieszczania si¢ komorki [186, 187]. Opinie badaczy dotyczace funkcji
RhoA pozostajg podzielone. W badaniu Heasman i wsp. komérki T z obnizong
ekspresja RhoA nie tworzyty szerokiego lamellipodium na komoérkach $rodbtonka i nie
wykazywaty cech spolaryzowania. Komorki te charakteryzowat takze wydluzony
»ogon” 1 trudnosci z oderwaniem si¢ od podioza. Jednoczesnie zasugerowano, ze
aktywacja RhoA w poszczegolnych etapach diapedezy jest regulowana niezaleznie
przez roézne czynniki wymiany nukleotydow w zaleznosci od unikalnego
mikro$rodowiska [188]. Z drugiej strony, badania przeprowadzone na komorkach
szczurzych wykazaty, ze inhibicja RhoA skutkuje ostabionym ruchem komorek
0 stabszym przyleganiu do podioza, tj. komorki T i makrofagi [189]. W obliczu tych
doniesien ciezko jednoznacznie okresli¢ funkcje genu RhoA w kontrolowaniu ruchow
monocytow W RZS.

Okazuje sie, ze RhoA posiada dwojaka natur¢ rowniez W regulacji ekspresji
cytokin. Bialko RhoA jest znane z regulacji ekspresji innych gendéw poprzez czynniki
transkrypcyjne, tj. NF-kB czy ROCK (ang. Rho-associated protein kinase). Nakayama
i wsp. przeprowadzili badania, w ktorych wykazano zdolno§¢ RhoA do indukcji
ekspresji cytokin zapalnych m.in. CCL2 w adipocytach 3T3-L1 [190]. Natomiast
w neutrofilach znajdujacych si¢ w stanie spoczynku, RhoA hamuje ekspresj¢ TNF-a
i zalezng od NF-kB ekspresj¢ chemokin CXC 1 CC [191].
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W pracy wykazano slaba, lecz istotng statystycznie zalezno$¢ migdzy
poziomami transkryptow genéw Nck2 oraz RhoA w monocytach CD14" u wszystkich
badanych os6b. By¢ moze zalezno$¢ ta wynika z udziatu produktow biatkowych obu
genéw w podobnych procesach sterujacych dynamika cytoszkieletu aktynowego. Na
poziomie funkcjonalnym, biatka adaptorowe Nck oddziatuja z r6znymi molekutami
efektorowymi i, wplywajac na aktywno$¢ RhoA w szczegblnosci poprzez
proteasomalng degradacj¢ Nck1, uczestnicza w reorganizacji cytoszkieletu [192].

Analiza ekspresji Src na poziomie transkryptu nie wykazala istotnych
statystycznie roznic miedzy analizowanymi grupami.

W badaniu, w ktorym ustalano profil ekspresji genéw w blonie maziowe]
pozyskanej od chorych na RZS, wykazano podwyzszony poziom transkryptu Src
w porownaniu do zdrowej tkanki (GEO: GDS1857) [193]. Przekladajagc to na
aktywno$¢ jaka wykazuje biatko Src, moze to mie¢ zwigzek ze wzmozong angiogeneza
[194] lub nasilonymi podziatami komorkowymi, ktore prowadzg do pogrubienia btony
maziowej [195]. Brakuje natomiast analogicznych danych dotyczacych poziomu
ekspresji Src w monocytach pozyskanych od chorych na RZS. Wiadomo, ze ekspresja
kinaz tyrozynowych z rodziny Src moze by¢ indukowana czynnikami prozapalnymi
a migracja monocytow/makrofagéw do ognisk zapalnych wigze si¢ w duzym stopniu
z ich wzmozong aktywnoscig [54]. Src wraz z innymi biatkami z rodziny Src bierze
takze udziat w odpowiedzi immunologicznej 1 zwigkszeniu produkcji cytokin
prozapalnych w RZS [196].

Chociaz wiadomo, ze reorganizacja cytoszkieletu jest w sposob bezposredni
zalezna od kinaz Src, jednocze$nie opisuje si¢ dziatajacy w druga strone uktad,
w ktorym wszelkie zmiany w cytoszkielecie moga decydowaé¢ o przekazywaniu
sygnatow w komorkach z udzialem Src [197]. Src wplywa w szeroko pojetym
znaczeniu na aktywno$¢ komorek w odpowiedzi zapalnej poprzez interakcje z wieloma
receptorami 1 ligandami, a poprzez regulacj¢ zmian w cytoszkielecie aktynowym
dopasowuje zmiany morfologiczne w zaleznosci od otrzymanego sygnatu prowadzac do
fagocytozy, chemotaksji badz adhezji makrofagéw [134]. Kumar i wsp. wykazali, ze
aktywna forma Src w prawidlowych monocytach warunkuje ich chemotaksj¢ wywotang
m.in. rozpuszczalng selektyng E [198] lub RANK [199]. Zatem wyzszy poziom

ekspresji Src wraz z towarzyszaca wzmozong aktywno$cig tego biatka moglby
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W pewnym stopniu wskazywa¢ na aktywacje monocytow obecnych w $wietle naczyn
krwiono$nych jeszcze zanim doszloby do diapedezy.

Wiele chordb zapalnych zalezy w duzym stopniu od aktywacji makrofagow
a zahamowanie aktywno$ci Src moze si¢ okaza¢ korzystne w schorzeniach majacych
znimi zwigzek [134]. Chociaz etiologia RZS wciaz pozostaje nieznana, wyniKi
ostatnich badan upatrujg w osteoklastach potencjalny cel terapeutyczny a zahamowanie
naptywu ich komoérek prekursorowych - monocytow oraz ograniczenie ich aktywnosci,
m.in. poprzez modyfikacje Sciezek sygnalowych zaleznych od Src, moze dodatkowo
zapobiec niszczeniu tkanki kostnej, stanowigc tym samym nowe podejScie w terapii
przeciwko RZS. Pomimo wyraznego udzialu Src w migracji monocytéw, wcigz nie
wyjasniono czy katalityczna aktywacja Src jest rowniez niezbedna do funkcjonowania
osteoklastow powstajacych z monocytow [199, 200].

Wykazano rowniez staba, lecz istotng statystycznie zalezno$¢ poziomu
transkryptu Src od RhoA w grupie chorych na RZS. Na poziomie funkcjonalnym bialek
stwierdzono, ze aktywowana przez integryny kinaza Src przyczynia si¢ do hamowania
aktywnosci Rho poprzez fosforylacje i aktywacje biatka przyspieszajacego hydrolize
GTP- p190RhoGAP [201]. Analiza ta nie uwzgl¢dniata jednak poziomow ekspresji Src
i RhoA, a niejednoznacznie okreSlona rola RhoA w migracji komérek uniemozliwia

interpretacje tej zaleznosci.

W niniejszej pracy wykazano podwyzszony poziom monocytarnej ekspresji
genu CAV1 u chorych na RZS. Uzyskany wynik, cho¢ nieistotny statystycznie, moze
mie¢ zwigzek z prozapalnym charakterem tego genu.

Przy oznaczaniu ekspresji CAV1 w komoérkach krwi poczatkowo podwazano
celowos¢ takich badan. Podczas gdy jedno z doniesien naukowych mowi o braku
ekspresji kaweolin w komorkach krwi 0s6b zdrowych [202], ostatecznie ustalono, ze
CAV1 ulega ekspresji tylko w komodrkach linii mieloidalnej (m.in. w granulocytach
i monocytach) a nie limfoidalnej, z jednoczesnym ustaleniem wyjatkow dla komorek
uktadu odporno$ciowego w zalezno$ci od stanu aktywacji 1 dojrzato$ci komorki jak to
ma miejsce w przypadku biataczki z komorek T [203]. W rzeczywistosci okazuje sig, ze
CAV1 ulega ekspresji w monocytach, ale poziom ten jest znacznie nizszy niz
w synowiocytach pozyskanych od chorych na RZS, co wykazano dodatkowo
W niniejszej pracy. Moze to mie¢ zwigzek z nadzwyczaj licznymi kaweolami

obserwowanymi glownie w komoérkach $rodblonka, miesni gladkich naczyn
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krwiono$nych, adipocytach i fibroblastach [203, 204].

Dotychczasowe badania wskazuja istotny udzial podwyzszonego poziomu
CAVI1 m.in. w procesie réznicowania monocytow do makrofagow [205], co ma duze
znaczenie w rozwoju procesu zapalnego w RZS. W przypadku neutrofiléw obnizony
poziom CAV1 oslabia ich mobilno$¢ [206], natomiast catkowity brak CAV1 hamuje
naptyw leukocytow oraz zmienia profil komorek T na przeciwzapalny w miazdzycy
[207]. W komorkach $rodblonka aorty pochodzenia bydlgcego (ang. bovine aortic
endothelial cells, BAEC) sytuacja wyglada zupelie na odwrot. Obnizenie ekspresji
Cavl za pomoca siRNA powoduje w nich istotne zmiany w strukturze cytoszkieletu
zwigzane ze wzmozonym = formowaniem si¢  lamellipodiow,  sprzyjajac
intensywniejszym ruchom migracyjnym tych komoérek [208].

Kaweole jako rodzaj tratw lipidowych, koordynuja przekazywanie sygnatow.
Odbywa si¢ to za posrednictwem skumulowanych w nich bialek adaptorowych
oddziatujacych na kolejne molekuly sygnatowe [209]. Wydaje si¢, ze biatko CAV1
budujace kaweole odgrywa paradoksalng funkcje w przekazywaniu sygnatow. Dzieje
sie tak poniewaz wigze 0no i hamuje aktywno$¢ wielu receptorow badz enzymow, ktore
aby ulec aktywacji tak czy inaczej muszg si¢ najpierw znalez¢ w obrgbie kaweoli [155].

Mimo ze CAV1 oddziatuje z wieloma biatkami koordynujagcymi reorganizacje
cytoszkieletu aktynowego, a w szczegdlnosci GTPazami z rodziny biatek Rho, to jego
doktadna rola w kontrolowaniu tego procesu wcigz wymaga dodatkowych wyjasnien
[210]. Prace dotyczace komorek nowotworowych wskazuja, ze CAV1 utrzymuje RhoA
w obrebie kaweoli, a fosforylacja CAV1 na tyrozynie 14 za posrednictwem kinazy Src
sprzyja aktywacji RhoA. Duze znaczenie w regulacji aktywnosci RhoA nadaje si¢ wiec
szczegollnie izoformie oo CAV1 [211].

Obecny stan wiedzy nie okresla jednoznacznie charakteru tego genu w rozwoju
procesu zapalnego. Zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami, W czg¢éci doswiadczalnej
pracy zauwazono, ze IL-1f indukuje ekspresj¢ CAV1 w synowiocytach typu B zar6wno
na poziomie transkryptu jak i biatka. Podwyzszony poziom mRNA CAV1 odnotowali
rowniez Takizawa i wsp. w fibroblastach dzigstowych inkubowanych z IL-1, ktorzy
w wycinkach pobranych od 0sob z zapalng choroba przyzebia zaobserwowali obecnosé
jednojadrowych komorek ukladu odpornosciowego, co przemawia za udzialem CAV1
W rozwoju procesu zapalnego [212].

O jego wlasciwosciach prozapalnych moze $wiadczy¢ rowniez fakt, ze

stosowanie niektorych inhibitorow cyklooksygenazy 2 aktywowanej czynnikami
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indukujacymi stan zapalny wplywa na zmniejszenie ekspresji CAV1 [213].

Catalan i wsp. wykazali silng korelacje ekspresji CAV1 ze st¢zeniem CRP
u 0s6b z BMI wskazujacym na nadwage. Odnotowali rowniez silng korelacje ekspresji
CAV1 z poziomem CCL2 w tkance tluszczowej podskornej i trzewnej. Okazuje si¢, ze
przy otylosci 1 insulinooporno$ci dochodzi do przewleklej aktywacji uktadu
odpornosciowego, ktora, podobnie jak w RZS, objawia si¢ zaburzeniami produkcji
cytokin, wzmozong synteza bialek ostrej fazy i aktywacja prozapalnych S$ciezek
przekazywania sygnatu [214].

W badaniu przeprowadzonym na makrofagach pgcherzykowych z obnizong
ekspresja genu CFTR, ktorego nieprawidlowy produkt wywoluje mukowiscydozg,
wykazano dwukrotnie wyzszy poziom CAV1 ksztaltujacy prozapalny fenotyp tych
komorek [215]. Z drugiej strony istnieja doniesienia o obnizonym poziomie CAV1
w komorkach o tych samych cechach, ktory moze podtrzymywaé stan zapalny
z powodu zaburzen w lokalizacji oksygenazy hemowej 1 [216].

Sytuacja przedstawia si¢ podobnie w pecherzykowych 1 otrzewnowych
makrofagach mysich, w ktorych obnizona ekspresja Cavl wzmaga indukowang LPS
produkcje cytokin prozapalnych, tj. TNF-o 1 IL-6 [217, 218].

W opozycji do przedstawionego prozapalnego charakteru CAV1 pozostajg
réwniez wyniki badan dotyczacych tuszczycy, bedacej, podobnie jak RZS, przewlekla
chorobg zapalng wynikajaca z nieprawidlowosci w pracy ukladu immunologicznego.
U chorych na tuszczyce wykazano bowiem znacznie nizsza ekspresjc CAVI
w komorkach skory pobranych z miejsc ze zmianami tuszczycowymi w porownaniu do
wycinkéw pobranych ze zdrowych fragmentow skory. Dodatkowo zaobserwowano
odwrotng korelacj¢ miedzy ekspresja CAV1 a nadmierng proliferacja keratynocytow
oraz angiogenezg. Uznaje si¢, ze w luszczycy regulacja pracy komorek uktadu
immunologicznego odbiega od powszechnego schematu, a obnizony poziom ekspresji
CAV1 thumaczy si¢ tu wptywem niektorych interleukin, TNF-a i interferonu [219].

Podobny wynik uzyskano réwniez w monocytach i neutrofilach izolowanych
z krwi chorych na twardzing uktadowa [220]. U pacjentéw obserwowano znaczne
obnizenie poziomu ekspresji CAV1 réwniez W zajetych przez chorobg¢ phlucach
i w skorze [221].

Funkcje komorek warunkowane aktywnoscig cytoszkieletu aktynowego sg

W ostatnich latach czgsto badanymi procesem. Trzeba jednak mie¢ na uwadze fakt, ze
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przylegajace fibroblasty i krazace leukocyty wykazuja odmienng struktur¢ w stanie
spoczynku, co uniemozliwia ujednolicenie wynikow badan dla obu rodzajow komodrek
[222]. Analiza ekspresji wybranych genow wyrazona poziomem transkryptu nie
wskazuje ich zwigzku z RZS. Rozpatrujac uzyskane wyniki w kontekscie aktywacji
komorek zapalnych, tj. monocyty CD14" mozna przypuszczaé, Ze reorganizacja
cytoszkieletu aktynowego, skutkujgca m.in. migracja komorek i podtrzymywaniem
przewleklego stanu zapalnego jest uwarunkowana badz innymi genami, badz forma
aktywng produktow badanych genow, ktore stanowig elementy szlaku przekazywania

sygnatu w komoérkach.

5.2. Analiza korelacji miedzy wzglednymi poziomami transkryptu Nck2, RhoA i Src

a klinicznymi i laboratoryjnymi markerami aktywno$ci RZS

W wyniku analizy korelacji wykazano sfabe, lecz istotne statystycznie
zalezno$ci miedzy poziomami transkryptu genu Nck2 a natezeniem bolu wyrazonym
w VAS i wskaznikiem aktywnosci RZS DAS28-OB. Mozna tu moéwi¢ jedynie
0 pewnym trendzie w kierunku wzrastajagcego poziomu transkryptu genu Nck2
towarzyszacego  nhasileniu  wymienionych  parametrow  aktywnosci  choroby,
prawdopodobnie zwigzanego z prozapalnym charakterem tego genu opisanym
w rozdziale 5.1. Wymaga to jednak walidacji na znacznie wickszej i bardziej
zroznicowanej pod wzgledem aktywnos$ci choroby grupie chorych na RZS.

W niniejszej pracy wykazano takze slaba, lecz wysoce istotng statystycznie
zalezno$¢ mi¢dzy poziomem transkryptu genu RhoA a OB. Znaczenie tej zaleznoSci nie
jest jasne. O ile OB jest niezwykle warto$ciowym parametrem shuzgcym do oceny
procesu zapalnego, o tyle trudna okazuje si¢ interpretacja takiej korelacji, zwazywszy
na obnizony poziom transkryptu RhoA w badanej grupie chorych na RZS oraz brak
istotnej korelacji ekspresji RhoA z DAS28-OB. Dostgpna literatura podaje
wystepowanie korelacji ekspresji RhoA w makrofagach i komorkach T ze stopniem
aktywnosci choroby w eksperymentalnym autoimmunologicznym zapaleniu nerwow
u szczuréOw [189]. Inny przyktad, dotyczacy raka piersi, wskazuje korelacje migdzy
poziomem ekspresji RhoA w krazacych limfocytach a ekspresja oznaczong
w bioptatach. W zwiazku z tym, Ze poziom limfocytarnego RhoA odzwierciedlat
W duzym stopniu zmiany typowe dla miejsc zmienionych nowotworowo, autorzy tej
publikacji zasugerowali nawet mozliwo$¢ wykorzystania limfocytow jako substytutu
bioptatow [223].
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W wykonanej analizie korelacji znaleziono staba negatywna zalezno$¢ migdzy
poziomem transkryptu Src a czasem trwania choroby. 86,28% wlaczonych do badania
chorych na RZS otrzymywalo metotreksat, ktory hamuje zapalenie i redukuje poziom
obecnych w surowicy cytokin zapalnych [224-226]. Z drugiej strony, majac na uwadze
fakt, ze zdecydowana wickszo$¢ pacjentdow wykazywala duza aktywno$¢ choroby
(71,43% chorych z DAS28-OB>5,1), przyczyna powstalej zalezno$ci moze réwniez
tkwi¢ w uruchamianych dodatkowo mechanizmach prozapalnych, wykorzystujacych
W wigkszym stopniu inne kinazy tyrozynowe z rodziny Src. Wlasciwe byloby zatem
przeprowadzenie podobnego badania, skoncentrowanego na chorych na RZS, u ktorych
rozpoznanie byloby na tyle $wieze, ze pozwalaloby na oceng ekspresji Src przed
podjeciem jakiejkolwiek terapii przeciwzapalne;.

W zwigzku z brakiem podobnych wynikow w literaturze, trudno ocenié

praktyczne znaczenie zaobserwowanych zaleznosci.

5.3. Analiza wptywu CAV1 na indukowana IL-1B ekspresic CCL2 w synowiocytach

typu B pochodzacych z plynu stawowego

Przeprowadzone do$wiadczenie miatlo na celu okreslenie czy CAV1 jako
molekuta biorgca udzial w przekazywaniu sygnatow wewnatrzkomorkowych wptywa
na indukowang IL-1B ekspresje chemokiny CCL2 w synowiocytach typu B
pochodzacych z plynu stawowego. W wyniku zmniejszenia ekspresji CAV1 za pomocg
siRNA zaobserwowano, ze w warunkach eksperymentu, istotnie statystycznie
ograniczenie wzrostu poziomu transkryptu genu CCL2 nie przektadalo si¢ na poziom
CCL2 wydzielonego przez synowiocyty typu B.

Dotychczas nie opublikowano podobnych prac mowigcych o zaleznosci
ekspresji chemoatraktantow od CAV1 w materiale pozyskanym od chorych na RZS.

Powszechnie uwaza si¢, ze biatko CAV1 wptywa hamujaco na czasteczki
sygnatlowe ze wzgledu na mozliwo$¢ hamowania aktywnos$ci kinaz [227]. Podobnie
zaktadali Li i wsp. w badaniu dotyczacym zapalenia siatkowki. Wykazano jednak, ze
U myszy z wyciszong ekspresja CAV1, poziom chemoatraktantow bedacych efektorami
szlaku transdukcyjnego TLR4, tj. CCL2, CXCL1, IL-6 i IL-1P byt znacznie nizszy niz
w materiale kontrolnym. Tym samym stwierdzono, Ze ekspresja CAV1 moze nasilaé
procesy zapalne [228] przyczyniajac si¢ do wzmozonego naptywu leukocytow. Podczas
gdy TRL1-6 sa wykrywane w synowiocytach typu B, szczegdlnie TLR 2-4 sa
przewazajacymi funkcjonalnymi TLR w tych komorkach, a staw objety stanem
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zapalnym oraz jego otoczenie sg zrédlem wielu potencjalnych ligandow TLR [229],
ktore wraz z CAV1 moga odpowiadac za ekspresje molekut prozapalnych.

Majkova 1 wsp. wykazali, ze obnizenie poziomu CAV1 niemal catkowicie
zapobiega indukcji ekspresji CCL2 pod wptywem 3,3',4,4'-tetrachlorobifenylu (PCB77)
w komorkach $rodblonka. Wyniki te potwierdzono w warunkach in vivo w badaniu
przeprowadzonym na myszach LDL™/Cavl™, ktérym podano PCB77. Podobny wzor
ekspresji zaobserwowano takze dla IL-6 zaréwno na poziomie mRNA jak i biatka
obecnego w osoczu, co sugeruje, ze CAVI moze by¢ wspolnym regulatorem
odpowiedzi zapalnej indukowanej przez toksyczne wtasciwosci PCB77, mogacego
zwigksza¢ ryzyko rozwoju miazdzycy. Wykazano réwniez, ze ekspresja CCL2
pobudzana PCB77 zachodzita w sposob zalezny od kinaz aktywowanych mitogenami
(ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) p38 oraz JNK (ang. c-Jun amino-
terminal kinase). Powyzsze wyniki sugeruja, ze funkcjonalne kaweole sg niezbedne do
pobudzenia ekspresji CCL2 [230].

Zupetnie odwrotng do prezentowanych powyzej zaleznosci odnotowali Gardner
1 wsp. W badaniu nad hepatotoksycznoscig paracetamolu wykazano podwyzszong
ekspresje CCL2 w watrobie pozyskanej od myszy Cav-1", co powiazano z naplywem
monocytow 1 indukcjg procesOw naprawczych sterowanych makrofagami M2
o fenotypie przeciwzapalnym [231].

W mysich komoérkach pgcherzykowych ptluc typu 1 wykazano, ze wywolany
nadekspresja CAV1 znaczny wzrost poziomu p38MAPK jak i jej fosforylacji, a takze
wzrost poziomu NF-kB indukuje ekspresje cytokin zapalnych. Tym samym
dowiedziono, ze CAV1 jest waznym aktywatorem procesu zapalnego [151]. Na
podstawie badan molekularnych dotyczacych obszaru promotorowego CCL2
zidentyfikowano pewne elementy regulatorowe cis oraz czynniki trans zaangazowane
w regulacje ekspresji tego genu. Udowodniono, ze dwa miejsca wigzace NF-kB
zlokalizowane okoto 2,6 kpz od miejsca inicjacji transkrypcji odgrywaja istotng role
w indukcji transkrypcji CCL2 w odpowiedzi na IL-1pB i TNF-a [98]. To wyjasniatloby po
czesci zaobserwowane w pracy zahamowanie transkrypcji CCL2 w komorkach ze
zmniejszong ekspresjag CAV1.

Powyzsze doniesienia dotyczg jedynie modeli zwierzgcych. Analizujac je mozna
stwierdzi¢, ze ekspresja genu CCL2 jest istotnie uwarunkowana ekspresja CAV1, ale
otrzymane w niniejszej pracy wyniki nasuwaja przypuszczenia, ze ostateczny poziom

CCL2 wydzielonego przez wykorzystane w pracy komoérki ustalany jest na poziomie
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procesow potranslacyjnych. W dalszych badaniach nalezaloby przeprowadzi¢ podobne
doswiadczenie na synowiocytach typu B z trwale wyciszona ekspresja CAV1 by
sprawdzi¢, czy podobnie jak we wczesniejszych doniesieniach jedynie calkowity brak
ekspresji tego genu gwarantuje zahamowanie ekspresji CCL2 pod wplywem
induktorow. Warto byloby rowniez sprawdzi¢ czy dysproporcje w poziomie transkryptu
I wydzielonego biatka CCL2 nie wynikajg przypadkiem z obecno$ci w synowiocytach
pewnych niepoznanych dotad regulatorow sterowanych aktywnoscig poszczegolnych
izoform CAV1. Chociaz juz dawno sugerowano istnienie co najmniej dwoch odrgbnych
populacji kaweoli w obrgbie jednej komorki warunkowanych obecnoscig obu izoform
CAV1, to publikowane prace nie rozgraniczajg ich funkcji [232]. Uwaza si¢, ze forma
CAV1la jest bardziej wydajna w tworzeniu kaweoli a jej fosforylacja na tyrozynie 14
ulatwia wigzanie zaro6wno induktoréow jak 1 biatek efektorowych w szlaku
sygnalizacyjnym [148]. Z kolei CAV1p wydaje si¢ by¢ formg dominujaca i bardziej
stabilng w synowiocytach typu B, a w warunkach in vivo jako jedyna ulega fosforylacji
na serynie i moze by¢ wydzielana poza komorke. Proporcje miedzy obiema izoformami
moga by¢ regulowane na poziomie transkrypcji, a rozroznienie ich funkcji wydaje sie
waznym zagadnieniem w procesie regulacji wielu procesow komorkowych [233].

Odkrycie zjawiska interferencji RNA stato si¢ nie tylko skutecznym narzedziem
w poznawaniu mechanizmow biologicznych, ale dalo réwniez poczatek badaniom nad
lekami nowej generacji wykorzystujacym czasteczki siRNA do wyciszania gendéw
0 wzmozonej ekspresji, ktorych produkty nie sg wydzielane poza komorke a odgrywaja
Kluczowa rolg w patogenezie choréb. W RZS stanowi to nowe podejécie w terapii, ktore
zaklada dlugotrwale dziatanie leku w doktadnie okreslonych stawach [65].

Zrozumienie mechanizméw regulujacych funkcje genéw biorgcych udziat
W patogenezie RZS moze stanowi¢ alternatywe dla lekow biologicznych celujacych
w indywidualne cytokiny. Jednak obok przywrdcenia rownowagi w ekspresji cytokin
pro- i przeciwzapalnych w organizmie, w proponowanych nowych strategiach leczenia
wykorzystujacych terapi¢ genowa uwzglednia si¢ rowniez precyzyjne celowanie
W okreslone geny lub geny bedace kluczowymi regulatorami wielu mechanizmoéw
w komorkach istotnych w patogenezie RZS. Ostatecznie ma to na celu doprowadzenie
m.in. do ,,genetycznej synowektomii”, zakidcenia przekazywania sygnalu na $ciezkach
sygnatowych istotnych z terapeutycznego punktu widzenia, hamowania angiogenezy

I procesOw zwigzanych z degradacja macierzy zewnatrzkomoérkowej [65].
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6. WNIOSKI

1. Na poziomie transkryptu nie dostrzega si¢ zwigzku RhoA z trendem wyznaczonym
przez aktywna posta¢ produktu biatkowego regulujaca dynamike cytoszkieletu
aktynowego.

2. Nie wyklucza si¢, ze ekspresja badanych genéw moze by¢ uwydatniona dopiero przy

opuszczaniu przez monocyty Swiatla naczynia krwionos$nego.

3. Ze wzgledu na ograniczong liczbe publikacji dotyczacych Nck2, przeanalizowanie
ekspresji tego genu w innych chorobach zapalnych moze znacznie przyblizy¢ profil

ekspresji tego genu.

4. Przypuszcza si¢, ze Stabe zaleznosci miedzy wzglednymi poziomami mRNA genow
Nck2, RhoA i Src a niektorymi parametrami aktywnos$ci RZS moga mie¢ zwigzek z
prozapalnym charakterem produktéw biatkowych tych genow.

5. Ograniczenie ekspresji genu CAV1 w synowiocytach typu B pochodzacych z ptynu
stawowego wplywa na poziom transkryptu CCL2, ale nie decyduje o poziomie

wydzielonego produktu biatkowego.
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7. STRESZCZENIE

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) dotyczy ok. 1% populacji i jest
zaliczane do najczesciej wystepujacych schorzen autoimmunologicznych. Pod
wplywem biatek chemotaktycznych (m.in. CCL2), wydzielanych przez komorki btony
maziowej, dochodzi do warunkowanej reorganizacja cytoszkieletu aktynowego
aktywacji monocytow. Skutkuje to m.in. produkcja cytokin prozapalnych i ich
naptywem do stawdéw, napedzajacym przewlekly stan zapalny blony maziowe;.
Nastepstwem tych procesow jest czesto stopniowa i nieodwracalna destrukcja stawow.

Cele pracy obejmowaly: (1) okreslenie wzglednego poziomu transkryptu genow
Nck2, RhoA, Src i CAV1 w monocytach CD14" u chorych na RZS (n=51) i poréwnanie
z wynikami uzyskanymi dla grupy kontrolnej (GK, n=49) i grupy poréwnawczej,
utworzonej z chorych na chorobg¢ zwyrodnieniowa stawow (ChZS) (n=11); (2)
przeprowadzenie analizy Kkorelacji poziomow transkryptu badanych genow
z laboratoryjnymi i klinicznymi parametrami aktywnosci RZS; (3) okreslenie wptywu
CAV1 na indukowang IL-1B ekspresje genu CCL2 w synowiocytach typu B
pochodzacych z ptynéw stawowych pobranych od chorych na RZS.

Wzgledna ekspresj¢ wybranych gendw oceniono za pomocg tancuchowej reakcji
polimerazy w czasie rzeczywistym (gPCR). U chorych na RZS zaobserwowano
znacznie wyzszy poziom transkryptu genu Nck2 (p<0,001 vs. ChZS) oraz nizszy RhoA
(p=0,001 vs. GK). Poziomy Src oraz CAV1 byly wyzsze u chorych na RZS, jednak
roéznice te nie byly istotne statystycznie. Ponadto znaleziono istotne statystycznie
zalezno$ci miedzy poziomem transkryptu Nck2 a DAS28-OB (r=0,377, p=0,014)
i bolem wyrazonym w VAS (r=0,361, p=0,019), ekspresja RhoA a OB (r=0,369,
p=0,008), jak réwniez mi¢dzy poziomem Src a czasem trwania choroby (r=-0,283,
p=0,045).

W wyniku hodowli in vitro komorek obecnych w plynach stawowych uzyskano
populacje synowiocytow typu B. Ekspresje CAV1 zmniejszono przy uzyciu siRNA.
Poziom ekspresji genéw CAV1 i CCL2 oceniano na poziomie transkryptu reakcja
qPCR, poziom CCL2 mierzono testem ELISA a CAV1 metoda Western blot.
Zmniejszenie ekspresji CAV1 ostabito transkrypcje genu CCL2 indukowang IL-1P
okoto 2-krotnie (p<0,001) w poréwnaniu do komorek nie poddanych transfekcji lub
transfekowanych kontrolnym siRNA. Poziom biatka CCL2 wydzielanego przez

stymulowane komorki nie r6znil si¢ istotnie.
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Pomimo znalezionych zaleznosci migdzy poziomami mRNA badanych genow
a niektérymi parametrami aktywnosci RZS, nie stwierdzono wspolnego wzoru ekspresji
na poziomie transkryptu, charakterystycznego dla procesu zapalnego. Moze to miec
zwigzek z prozapalng aktywnoscig jedynie produktow bialkowych tych genow.
Stwierdzono, ze ograniczenie ekspresji CAV1 w synowiocytach typu B pochodzacych
z ptynu stawowego wplywa na poziom transkryptu CCL2, ale nie decyduje o poziomie

wydzielonego produktu biatkowego.

Pojecia kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawow, monocyty, synowiocyty typu B,

stan zapalny, reorganizacja cytoszkieletu aktynowego
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8. SUMMARY

Analysis of expression of selected genes involved in the actin cytoskeleton
reorganization in cells contributing to inflammation from patients with rheumatoid

arthritis

Rheumatoid arthritis (RA) affects about 1% of the population and is one of the
most common autoimmune diseases. Chemoattractants secreted by synovial cells (e.g.
CCL2) can activate monocytes by actin cytoskeleton reorganization. This may result in
an increased monocytes influx into the joint cavity and production of proinflammatory
cytokines perpetuating synovitis. The consequence of these processes is progressive and
irreversible joint damage.

The aims of this study were: (1) to compare relative transcriptional levels of
Nck2, RhoA, Src and CAV1 mRNA in CD14" monocytes obtained from RA patients
(n=51), the control group consisted of healthy subjects (HS, n=49) and patients with
osteoarthritis (OA, n=11), (2) to look for correlations between the expression of the
genes being investigated and laboratory and clinical features of RA activity and (3) to
determine the effect of CAV1 on IL-1p-induced expression of CCL2 in RA fibroblast-
like synoviocytes (RA-FLS) present in synovial fluids.

The expression levels of each gene studied were determined by quantitative real-
time PCR (gPCR). Nck2 mRNA expression was significantly higher in RA patient when
compared to OA patients (p<0,001), RhoA mRNA expression was significantly lower
than in HS (p=0,001). mRNA levels of Src and CAV1 were elevated in RA patients but
the difference was not statistically significant.

Statistically significant correlations were found between Nck2 mRNA levels and
DAS28-ESR (r=0,377, p=0,014) and VAS pain (r=0,361, p=0,019), RhoA mRNA levels
and ESR (r=0,369, p=0,008) and Src mRNA levels and the disease duration (r=-0,283,
p=0,045).

Primary cell cultures of RA-FLS were established from RA synovial fluids
aspirated from inflammatory knee joint effusions. CAV1 expression was knocked down
by specific SiRNA. Transcript levels of CAV1 and CCL2 were assessed by gPCR, CCL2
concentration was measured by ELISA and CAV1 knockdown was assessed by Western
blot. Knockdown of CAV1 expression resulted in ~2-fold decrease of IL-1p-induced
CCL2 vs. non-transfected or non-targeting siRNA (p<0,001). Amount of secreted CCL2
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secreted by stimulated cells did not differ significantly.

Correlations found between mRNA levels of genes studied and laboratory and
clinical parameters of RA activity may be related to proinflammatory activity of protein
products of these genes. Despite this, there are no common expression pattern at the
level of transcription. Function of CAV1 in RA-FLS has not been unequivocally

determined because only transcription of CCL2 was CAV1-dependent.

Key words: rheumatoid arthritis, monocytes, RA-FLS, inflammation, actin
cytoskeleton reorganization
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