
  

 

mgr inż. Dorota Trzybulska 

 

Badanie ekspresji wybranych genów odpowiedzialnych za 

reorganizację cytoszkieletu aktynowego komórek 

uczestniczących w procesie zapalnym u chorych na 

reumatoidalne zapalenie stawów 

 

Rozprawa doktorska 

wykonana w Zakładzie Reumatologii i Immunologii Klinicznej  

Katedry Immunologii Klinicznej 

Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu 

 

 

pod kierunkiem prof. dr. hab. n. med. Pawła Zbigniewa Hrycaja 

 

 

Praca dofinansowana w ramach projektu UM Poznań nr 502-14-01127189-09458 oraz 

z projektu pt. „Wsparcie stypendialne dla doktorantów na kierunkach uznanych za 

strategiczne z punktu widzenia rozwoju Wielkopolski”, Poddziałanie 8.2.2 Programu 

Operacyjnego Kapitał Ludzki, współfinansowanego przez Unię Europejską w ramach 

Europejskiego Funduszu Społecznego (nr POKL 8.2.2/30-49-12/13). 

 

 

 

Poznań, 2014 



 

2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Serdecznie dziękuję 

Panu prof. dr. hab. n. med. Pawłowi Hrycajowi 

za cenne uwagi merytoryczne i pomoc w przygotowaniu rozprawy doktorskiej,  

 

Panu prof. dr. hab. n. med. Janowi Sikorze  

za umożliwienie wykonania badań i okazaną życzliwość 

 

oraz 

wszystkim pozostałym Pracownikom Katedry Immunologii Klinicznej  

za wszelką pomoc i pracę w niezwykle koleżeńskiej atmosferze. 

  



 

3 
 

Wykaz zastosowanych skrótów 

W tekście pracy symbole genów są pisane czcionką pochyloną, przy czym symbole genów ludzkich 

pisane są wielkimi literami (z wyjątkiem genów bardzo konserwatywnych) a genów mysich i szczurzych 

małymi literami poprzedzonymi pierwszą wielką literą. Symbole białek pisane są czcionką prostą, 

wielkimi literami [1, 2]. 

ACR  Amerykańskie Kolegium Reumatologiczne (ang. American College 

of Rheumatology) 

anty-CCP  przeciwciała przeciwko cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi 

(ang. anti-cyclic citrullinated peptide antibodies) 

Bcl-2  białka regulujące uwalnianie cytochromu c i AIF z mitochondriów 

(ang. B-cell lymphoma 2) 

bFGF  zasadowy czynnik wzrostu fibroblastów (ang. basic fibroblast 

growth factor) 

BxPC3  linia komórkowa raka trzustki  

Blk kinaza tyrozynowa Blk z komórek B (ang. B lymphocyte kinase) 

BMI wskaźnik masy ciała (ang. body mass index) 

C5a  anafilatoksyna powstała z rozpadu dopełniacza C5 

c-Fos  protoonkogen c-Fos (ang. v-Fos Finkel-Biskis-Jinkins (FBJ) murine 

osteosarcoma viral oncogene homolog) 

c-Jun  protoonkogen c-Jun (ang. v-Jun avian sarcoma virus 17 oncogene 

homolog, od jap. ju-nana) 

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

CAS  białko adaptorowe CAS (ang. Crk-associated substrate) 

CCL2 białko chemotaktyczne dla monocytów 1 (ang. chemokine (C-C 

motif) ligand 2) 

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

CD antygen różnicowania komórkowego (ang. cluster of differentiation) 

CD40L  ligand CD40 (ang. CD40 ligand) 

Cdc42  GTPaza z rodziny Rho (ang. cell division cycle 42) 

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

Chp białko homologiczne do Cdc42 (ang. Cdc42 homologous protein) 

CpG  wyspy CpG-bogate w dinukleotydy CpG odcinki promotorów 

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

CX3CL1  fraktalkina, chemokina z grupy CX3C 

CXCL5/ENA78  nabłonkowe białko 78 aktywujące neutrofile (ang. epithelial 

neutrophil-activating protein 78) 

CXCL8  interleukina 8 

CXCL10/IP-10  białko indukowane przez interferon (ang. interferon gamma-

induced protein 10) 

CXCL12/SDF-1α  czynnik pochodzenia stromalnego 1 (ang. stromal cell-derived 

factor 1) 

D6  receptor D6 (ang. decoy 6 receptor) 

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



 

4 
 

chemokines) 

DAS28 wskaźnik aktywności choroby uwzględniający ocenę liczby 

bolesnych i obrzękniętych stawów (ang. 28-joints disease activity 

score) 

DMEM podłoże Eagle’a zmodyfikowane przez Dulbecco (ang. Dulbecco's 

modified Eagle medium) 

DNMT  metylotransferaza DNA (ang. mammalian DNA methyltransferase) 

e-NOS  endotelialna syntaza tlenku azotu (ang. endothelial nitric oxide 

synthase) 

EGF  naskórkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth factor) 

EGFR  receptor naskórkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth 

factor receptor) 

ErbB-2  gen kodujący HER2 (ang. v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia 

viral oncogene homolog 2) 

FAK  kinaza płytek przylegania (ang. focal adhesion kinase) 

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

oncogene homolog) 

Fyn  kinaza tyrozynowa Fyn 

GEF  czynnik wymiany nukleotydów guaninowych (ang. guanine 

nucleotide exchange factor) 

GFP  białko zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein) 

GM-CSF  czynnik stymulujący tworzenie kolonii granulocytów i makrofagów 

(ang. granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) 

GPCR  receptory sprzężone z białkami G (ang. G protein coupled 

receptors) 

Hck  kinaza z rodziny Src (ang. hematopoietic cell kinase) 

HER2  receptor 2 ludzkiego czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego 

(ang. human epidermal growth factor receptor 2) 

HLA-DRB1  antygen zgodności tkankowej DRB1 (ang. human leukocyte antigen 

DRB1) 

Hrd1  ludzka ligaza E3 ubikwityny z domeną RING (ang. E3 ubiquitin 

ligase, human RING domain 1) 

ICAM-2  międzykomórkowa molekuła adhezyjna-1 (ang. intercellular 

adhesion molecule 2) 

IFN-γ  interferon gamma 

IL  interleukina  

Lck  kinaza tyrozynowa białek specyficzna dla limfocytów (ang. 

lymphocyte-specific protein tyrosine kinase) 

LFA-1  antygen związany z czynnością limfocytów 1 (ang. lymphocyte 

function-associated antigen 1) 

LINE-1  długi rozproszony element jądrowy (ang. long interspersed nuclear 

element 1) 

LPS  lipopolisacharyd  

Lyn  kinaza tyrozynowa białek Lyn (ang. Lck/Yes-related novel protein 
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tyrosine kinase) 

Mac-1  CD11b/CD18 (ang. macrophage 1 antigen) 

MAPK  kinaza aktywowana mitogenami (ang. mitogen-activated protein 

kinase) 

MCP-1 białko chemotaktyczne dla monocytów 1 (ang. monocyte 

chemotactic protein-1) 

mDia  efektor białek Rho (ang. protein diaphanous homolog 1) 

MIP  białko zapalne makrofagów (ang. macrophage inflammatory 

protein) 

Miro-1  mitochondrialna GTPaza Rho 1 (ang. mitochondrial Rho GTPase 1) 

c-myc  onkogen c-myc (ang. cellular c-myc) 

myb  protoonkogen myb (od ang. myeloblastosis) 

NF-κB  jadrowy czynnik transkrypcyjny κB (ang. nuclear factor of kappa 

light chain gene enhancer in B-cells) 

NK  komórki NK (ang. natural killer cells) 

OB  szybkość opadania krwinek czerwonych (odczyn Biernackiego) 

PECAM  cząsteczka adhezji komórkowej płytek i śródbłonka (ang. platelet 

endothelial cell adhesion molecule) 

PDGF  płytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-derived growth 

factor) 

PGE2  prostaglandyna E2 (ang. prostaglandin E2) 

PTPN22  niereceptorowa fosfataza tyrozynowa typu 22 (ang. protein tyrosine 

phosphatase, non-receptor type 22) 

RA-FLS  synowiocyty typu B (ang. rheumatoid arthiritis fibroblast-like 

synoviocytes) 

RANK  aktywator receptora jądrowego czynnika κB (ang. receptor 

activator for nuclear factor κB) 

RANKL  ligand aktywatora receptora jądrowego czynnika κB (ang. receptor 

activator for nuclear factor κB ligand) 

Rac  GTPaza Rac z rodziny Rho 

RANTES/CCL5 β-chemokina CCL5 (ang. regulated on activation, normal T-cell 

expressed and secreted) 

Ras  białka typu Ras (od ang. rat sarcoma) 

Rho  białka ρ 

Rif  białko z rodziny Rif (ang. Rho in filopodia) 

RF  czynnik reumatoidalny (ang. rheumatoid factor) 

Rnd  białko z rodziny Rho 

ROCK  Rho-zależna kinaza (ang. Rho-associated protein kinase) 

siRNA  krótkie interferujące RNA (ang. small interfering RNA) 

SUMO-1  ubikwitynopodobne małe białko modyfikujące (ang. small 

ubiquitin-like modifier 1) 

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

TCL  białko tc10-podobne wiążące GTP (ang. tc10-like GTP-binding 

protein) 
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TNF-α czynnik martwicy nowotworów (ang. tumor necrosis factor α) 

TTF  czynnik transkrypcji tarczycowej (ang. thyroid transcription factor) 

US28  receptor chemokin US28 

Wnt  nazwa białka od połączenia nazw ang. Int/Wg(Wingless) 

Wrch-1  GTPaza z rodziny Rho (ang. Wnt responsive Cdc42 homolog 1) 

VAS wizualna skala analogowa (ang. visual analog scale) 

VEGF  czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. vascular 

endothelial growth factor) 

Yes  kinaza tyrozynowa Yes (ang. tyrosine-protein kinase Yes) 

Yrk  kinaza powiązana z Yes (ang. Yes-related kinase) 
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1. WSTĘP 

Układ immunologiczny człowieka ze względu na wszechobecność limfocytów 

w organizmie oraz ich ilość, jest podobnie jak system nerwowy i hormonalny układem 

integracyjnym, który powinien posiadać skuteczne mechanizmy homeostatyczne 

uniemożliwiające rozpoznanie antygenów własnych jako obcych. Niestety, dość często 

dochodzi do zaburzeń stanu tolerancji immunologicznej objawiających się nadmierną 

odpowiedzią układu odpornościowego, ukierunkowaną przeciwko własnym komórkom, 

wywołujących przewlekły stan zapalny oraz powodujących trwałe uszkodzenia. W ten 

sposób rozwijają się choroby autoimmunizacyjne [3]. 

1.1. Reumatoidalne zapalenie stawów 

1.1.1. Ogólna charakterystyka choroby 

Reumatoidalne zapalenie stawów (RZS) jest jedną z najczęstszych chorób 

autoimmunizacyjnych ze względnie stałą częstością występowania szacowaną średnio 

między 0,5 a 1% w populacji europejskiej i północnoamerykańskiej [4], przy czym 

kobiety chorują trzykrotnie częściej niż mężczyźni. Chociaż RZS może wystąpić 

w każdym wieku, jego początek przypada najczęściej na czwartą i piątą dekadę życia, 

przy czym u 80% pacjentów rozwija się między 35. a 50. rokiem życia [5]. 

RZS to przewlekła, postępująca choroba układowa tkanki łącznej objawiająca 

się zapaleniem błony maziowej stawów, kaletek maziowych oraz pochewek ścięgien 

[6]. RZS ma charakter heterogenny i wykazuje dużą zmienność kliniczną. RZS rozwija 

się zazwyczaj powoli, początkowo z zajęciem stawów nadgarstkowych, śródręczno-

palcowych lub międzypaliczkowych bliższych rąk. Zmiany te są najczęściej 

symetryczne. W badaniu przedmiotowym stwierdza się obrzęk, wysięk, bolesność 

uciskową i ruchową oraz ograniczenie ruchomości stawu [7]. Do objawów 

pozastawowych należą: guzki reumatoidalne (u 20-30% chorych), reumatoidalne 

zapalenie naczyń, objawy opłucnowo-płucne i neurologiczne, zespół Felty’ego oraz 

osteoporoza wtórna, którą może nasilać leczenie glukokortykoidami [5]. W przebiegu 

RZS u 15-20% chorych może rozwinąć się zespół Sjögrena [5, 8]. W wielu 

przypadkach skraca się oczekiwana średnia długość życia chorego na RZS głównie 

w wyniku przyspieszonego rozwoju miażdżycy i związanych z nią incydentów 

sercowo-naczyniowych [9]. 



 

11 
 

Przy rozpoznaniu RZS wykorzystuje się zazwyczaj wyniki oznaczeń szybkości 

opadania erytrocytów (odczyn Biernackiego, OB), stężenie białka C-reaktywnego (ang. 

C reactive protein, CRP), obecność czynnika reumatoidalnego (ang. rheumatoid factor, 

RF) oraz stężenie przeciwciał przeciwko cyklicznemu cytrulinowanemu białku P (ang. 

anti-cyclic citrullinated peptide antibodies, anty-CCP). Objawy radiologiczne mają 

dużą wartość w ocenie stopnia destrukcji chrząstki i nadżerek kostnych powstałych 

w przebiegu choroby [5]. Do oceny radiologicznej progresji zmian stawowych 

wykorzystuje się najczęściej skalę Sharpa w modyfikacji van der Heijde [10], dawniej 

stosowano także pięciostopniową skalę Larsena-Dale’a [11] lub prostą skalę 

Steinbrockera uwzględniającą cztery stadia rozwoju choroby [12]. 

W roku 2010 przyjęto nowe kryteria klasyfikacyjne RZS wg Amerykańskiego 

Kolegium Reumatologicznego (ang. American College of Rheumatology, ACR) 

i Europejskiej Ligi Przeciwreumatycznej (ang. European League Against Rheumatism, 

EULAR) (Tabela 1) [13], które zastąpiły dotychczasowe kryteria ACR z 1987 roku 

[14].  

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

Kryteria klasyfikacyjne RZS wg ACR i EULAR  

(Suma punktów z poszczególnych kategorii musi być większa lub równa 6) 

Kategoria Objawy Punkty 

A. Zajęcie stawów 

 

1 duży staw 0 

2-10 dużych stawów 1 

1-3 małych stawów (z zajęciem dużych stawów lub bez) 2 

4-10 małych stawów (z zajęciem dużych stawów lub bez) 3 

>10 dużych stawów (w tym co najmniej 1 mały staw) 5 

B. Serologia 

RF i przeciwciała anty-CCP ujemne 0 

RF lub przeciwciała anty-CCP o niskim mianie 2 

RF lub przeciwciała anty-CCP o wysokim mianie 3 

C. Laboratoryjne 

wykładniki stanu 

zapalnego 

Stężenie CRP i OB w normie 0 

Stężenie CRP zwiększone lub OB przyspieszone 1 

D. Czas trwania 

objawów 

<6 tygodni 0 

≥6 tygodni 1 
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Wczesne trafne rozpoznanie RZS na długo przed wystąpieniem objawów 

klinicznych choroby, a następnie podjęcie prawidłowej terapii mogą zapobiec 

nieodwracalnym zmianom w stawach w późniejszym okresie choroby. Leczenie 

chorych na RZS powinno być kompleksowe, jednak wielu pacjentów nie reaguje 

odpowiednio na dostępne lekarstwa i potrzebne są alternatywne terapie [15]. Chociaż 

w leczeniu RZS dostępne są leki przeciwbólowe, niesteroidowe leki przeciwzapalne 

i leki modyfikujące przebieg choroby (głównie metotreksat i leflunomid), skuteczność 

terapii ogranicza się zwykle do złagodzenia objawów choroby i spowolnienia jej 

progresji. Z końcem lat 90-tych ubiegłego wieku do armamentarium terapeutycznego 

w RZS weszły leki biologiczne, głównie antagoniści: TNF-α (adalimumab, 

certolizumab pegol, etanercept, golimumab, infliksymab) [16], receptora IL-1 

(anakinra) [17], receptora IL-6 (tocylizumab) [18], CD20 (rytuksymab) [19], 

CD80/CD86 (abatacept) [20], które w połączeniu z drobnocząsteczkowymi lekami 

modyfikującymi przebieg choroby potrafią całkowicie zatrzymać progresję RZS 

u znacznego odsetka chorych. Ograniczeniem stosowania leków biologicznych jest 

parenteralna droga podania [21], potencjalne działania niepożądane (m.in. zakażenia), 

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

1.1.2. Przyczyny rozwoju RZS 

Ponieważ etiologia RZS jest nieznana, patogeneza nie została w pełni 

wyjaśniona. Powszechnie uważa się, że odpowiednia kombinacja zarówno czynników 

środowiskowych, do których zalicza się m.in. palenie papierosów czy zakażenia 

niektórymi wirusami i szczepami mykoplazmy, jak i indywidualnych predyspozycji 

genetycznych oraz nadmiernej aktywacji układu immunologicznego sprzyja 

wystąpieniu choroby. Bodźcami wyzwalającymi symptomy choroby mogą być poważne 

urazy lub znaczny wysiłek fizyczny [6]. 
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Ryc. 1. Zmiany w stawach powstałe w przebiegu RZS  

 

1.1.2.1. Zaburzenia immunologiczne 

Interleukina (IL)-1β i czynnik martwicy nowotworów alfa (ang. tumor necrosis 

factor alpha, TNF-α) są jednymi z głównych cytokin przyczyniających się do destrukcji 

chrząstki u osób chorych na RZS [23]. Mechanizm ich działania obejmuje stymulację 

synowiocytów i chondrocytów do produkcji metaloproteinaz i prostaglandyny E2, 

redukcję syntezy proteoglikanów i kolagenu typu II i IX oraz nasilenie resorpcji kości 

[24]. Ponadto wpływają na ekspresję innych cytokin oraz ich receptorów i wzmagają 

ekspresję cząsteczek adhezyjnych na komórkach śródbłonka niezbędnych w procesie 

napływu komórek zapalnych do stawów [23]. 

Oprócz IL-1, w surowicy oraz w płynie stawowym u chorych stwierdza się 

wysokie stężenie IL-6 [25], stymulującej komórki B i zwiększającej tym samym 

miejscowe wytwarzanie czynnika reumatoidalnego [26] a także podwyższone stężenia 

IL-12, IL-15, IL-32, czynnika stymulującego tworzenie kolonii granulocytów 

i makrofagów (ang. granulocyte macrophage colony-stimulating factor, GM-CSF) oraz 

chemokin [27]. 
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1.1.2.2. Czynniki środowiskowe 

Wiele czynników środowiskowych wydaje się mieć wpływ na rozwój RZS. 

Najlepiej udokumentowanym pozagenetycznym czynnikiem ryzyka jest palenie 

papierosów. Składniki dymu tytoniowego zwiększają cytrulinację białek i sprzyjają tym 

samym inicjacji procesów autoimmunizacyjnych w RZS. U osób z określonymi 

predyspozycjami genetycznymi palenie szczególnie wpływa na przebieg RZS [27]. 

W patogenezie RZS wskazuje się również na rolę patogenów, tj. mykoplazmy, 

parwowirus B19, retrowirusy, bakterie jelitowe, mykobakterie i wirus Epsteina-Barr, 

mający motyw „wspólnego epitopu” QKRAA, co określa się zjawiskiem mimikry 

molekularnej [27]. Ostatnio jako czynnik ryzyka wymienia się także zakażenia jamy 

ustnej bakteriami powodującymi paradontozę, a w szczególności 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 

kodującego niereceptorową fosfatazę tyrozynową typu 22 (ang. protein tyrosine 

phosphatase N22, PTPN22), który odpowiada za zmianę R620W w sekwencji 

aminokwasów, jest ważnym genetycznym czynnikiem ryzyka. Jest on szczególnie 

charakterystyczny dla populacji kaukaskiej. Allel ryzyka T wzmaga działanie fosfatazy, 

co modyfikuje aktywację komórek T i powoduje utratę negatywnej regulacji ścieżek 

sygnałowych. 

Analiza tego polimorfizmu w populacji szwedzkiej wykazała, że obecność 

przeciwciał anty-CCP oraz przynajmniej jednego allela T jest swoiste dla RZS 

i w badanej grupie pozwoliła na bezbłędną identyfikację chorych na RZS na kilka lat 

przed wystąpieniem objawów klinicznych choroby [29]. 

1.1.2.3.2. HLA-DRB*1 

RZS jest kojarzone również z występowaniem podtypów HLA-DRB1*04: 

*0401, *0404, *0405, *0408 [30] oraz z występowaniem podtypów HLA-DRB1*0101, 

*0102, *1001, *1002 w niektórych grupach etnicznych [31]. Wszystkie kojarzone 

z RZS allele HLA-DRB1 kodują 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 „wspólne epitopy” (ang. shared 

epitopes) są obecne u około 80-90% wszystkich chorych na RZS (dotyczy rasy 

kaukaskiej) [33]. Nie wiadomo jak „wspólne epitopy” w HLA-DRB1*04 wpływają na 

rozwój RZS. Według hipotezy motyw „wspólnego epitopu” występuje również 

w antygenach różnych mikroorganizmów, gdzie odgrywa rolę epitopu w układzie 

immunologicznym i w ostateczności prowadzi do „przełamania” tolerancji podczas 

odpowiedzi immunologicznej [34]. 

W licznych badaniach udowodniono, że „wspólny epitop” jest markerem 

prognostycznym dla klinicznego przebiegu oraz stopnia zaawansowania choroby [35, 

36]. Pacjenci będący homozygotami dla „wspólnego epitopu” mają częściej cięższy 

przebieg choroby niż pacjenci z tylko jednym „wspólnym epitopem”. Szczególnie 

HLA-DR4 pozytywne allele „wspólnego epitopu” związane są z wyższym ryzykiem 

rozwoju RZS, a zwłaszcza większym nasileniem zmian destrukcyjnych [30]. 

1.1.2.3.3. Zmiany epigenetyczne 

Pomimo licznych zidentyfikowanych zmian w genomie człowieka, implikacje 

zaburzeń genetycznych nie w pełni wyjaśniają ryzyko wystąpienia RZS, o czym może 

świadczyć współczynnik zgodności rzędu 12-15% u bliźniąt monozygotycznych [37]. 

Dobrze scharakteryzowaną cechą wielu chorób, w szczególności nowotworowych, jest 

zróżnicowana metylacja wysp CpG w DNA [38, 39]. Według dostępnych danych istotną 

rolę w patogenezie RZS odgrywa hipometylacja ogólna genów kodujących czynniki 

wzrostu, receptory, molekuły adhezyjne i enzymy degradujące 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 może odpowiadać za 

aktywowanie i agresywny fenotyp tych komórek. Oprócz tego obserwuje się również 

hipometylację regionu promotorowego IL6 w jednojądrowych komórkach krwi 

obwodowej [44] oraz CD40L w komórkach CD4
+
 [45].  

Ponadto w błonie maziowej zaobserwowano wzmożoną ekspresję czynników 

transkrypcyjnych nie ulegających ekspresji w normalnych warunkach, odpowiadających 

za aktywację wielu genów zaangażowanych w patogenezę RZS [41, 46]. 

Wyniki badań przedstawione przez Nakano i wsp. sugerują, że cytokiny obecne 

w środowisku błony maziowej mogą przyczyniać się do epigenetycznych modyfikacji 

synowiocytów typu B w RZS. IL-1β, TNF-α oraz LPS hamują ekspresję DNA-

metylotransferaz (ang. DNA-methyltranspherase, DNMT) w RZS, a długotrwałe 
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działanie IL-1β może potencjalnie wpływać na wzór metylacji DNA synowiocytów 

typu B poprzez zmianę ekspresji DNMT [37]. 

1.1.2.3.4. Ścieżka sygnałowa Wnt 

W patogenezie RZS istotną rolę odgrywa również ścieżka sygnałowa Wnt (skrót 

od połączenia nazw ang. Int/Wg(Wingless)). Jej aktywacja w synowiocytach typu B 

uzyskanych od chorych na RZS reguluje ekspresję wielu białek mogących potencjalnie 

promować zapalenie błony maziowej i jej rozrost, być może niezależnie od tak ważnych 

cytokin jak TNF- czy IL-1. Prowadzi to tym samym do utworzenia łuszczki oraz 

uszkodzeń chrząstki i kości o charakterze erozji [47]. 

1.1.2.3.5. mikroRNA 

Do wiedzy o dość powszechnych czynnikach genetycznych będących 

predyktorami RZS takich jak anty-CCP czy liczne polimorfizmy genów dochodzi 

również obecność mikroRNA (miRNA). 

Ekspresja miR-155, miR-146a, miR-124a czy miR-203 w synowiocytach typu 

B, miR-146 i miR-155 w błonie maziowej oraz miR-146a, miR-155, miR-132 i miR-16 

w jednojądrowych komórkach krwi obwodowej u chorych na RZS różni się 

w porównaniu do osób zdrowych i chorych na osteoporozę [48-52]. Tkankowe miRNA 

są nie tylko kluczowymi cząsteczkami regulującymi ekspresję genów, lecz są także 

postrzegane jako biomarkery dla wielu chorób. Według badań, ekspresja miRNA 

obecnego w płynie stawowym jest wyższa niż w osoczu, co może odzwierciedlać 

warunki panujące w stawach. Murata i wsp. wskazali możliwość wykorzystania miRNA 

pochodzących z wysięków oraz osocza jako biomarkerów diagnostycznych w RZS [53]. 
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1.1.3. Stan zapalny 

Prawidłowa odpowiedź układu immunologicznego na zakażenia lub inne 

czynniki wywołujące stan zapalny jest jednym z najważniejszych mechanizmów 

strzegących organizm przed chorobą [54]. Proces zapalny występujący w RZS jest 

zjawiskiem przewlekłym i postępującym, a jego mechanizm jest złożony [3]. 

Ostatecznie dochodzi do destrukcji przylegających ścięgien, chrząstki i kości, gdyż są 

one narażone na działanie inwazyjnej łuszczki (łac. pannus) oraz enzymów 

hydrolitycznych produkowanych przez osteoklasty [55]. 

Do pogrubienia i rozrostu błony maziowej u chorych na RZS przyczyniają się 

dwa kluczowe zjawiska: proliferacja synowiocytów oraz charakterystyczna dla procesu 

zapalnego infiltracja komórek jednojądrowych. W procesie zapalnym dochodzi m.in. do 

zmiany ładunku elektrycznego krążących leukocytów na dodatni, co powoduje ich 

przyleganie do komórek śródbłonka za pośrednictwem cząsteczek adhezyjnych. W RZS 

aktywowane monocyty/makrofagi napływają do stawów i produkują cytokiny oraz 

mediatory odpowiedzialne za stan zapalny błony maziowej [56]. Występowanie 

komórek zapalnych w stawach osób chorujących na RZS może być wytłumaczone 

również obecnością chemokiny CCL2 (ang. chemokine (C-C motif) ligand 2) i IL-8 

w płynie stawowym [57, 58]. 

Ważnym zjawiskiem występującym w procesie zapalnym w błonie maziowej 

jest neoangiogeneza [59]. Synowiocyty typu B hodowane w warunkach hipoksji 

wykazują zwiększoną ekspresję czynników proangiogennych. Środowisko hipoksyczne 

promuje i wzmaga angiogenezę w objętej stanem zapalnym błonie maziowej czyniąc 

z niej proangiogenną i proinwazyjną tkankę [60]. Podczas gdy proliferacja komórek 

błony maziowej występuje w różnych zapaleniach stawów, to tworzenie łuszczki oraz 

nadżerki kości są typowe dla RZS [61]. Ważną rolę w powstawaniu łuszczki odgrywa 

synowiolina/Hrd1, która ulega nadekspresji preferencyjnie w makrofagach 

i synowiocytach i jest białkiem proproliferacyjnym oraz antyapoptotycznym [62, 63]. 

Powstała łuszczka tworzy barierę między chrząstką a płynem stawowym, blokując 

w ten sposób dostęp substancji odżywczych niezbędnych do prawidłowego 

funkcjonowania chrząstki. Jednocześnie wytwarza ona czynniki aktywujące osteoklasty 

uszkadzające chrząstkę i strukturę nasady kości [64].  
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Patogeneza RZS jest związana z zaburzeniami funkcji wielu rodzajów komórek. 

Produkty m.in. komórek B i T, monocytów/makrofagów i synowiocytów odgrywają 

istotną rolę w aspekcie przewlekłego stanu zapalnego w RZS [65]. 

1.1.3.1. Rola synowiocytów w RZS 

Torebka stawowa jest zbudowana z warstwy zewnętrznej, zwanej włóknistą 

i wewnętrznej, zwanej błoną maziową. Błona maziowa jest unerwioną, miękką błoną 

łącznotkankową stanowiącą wewnętrzną warstwę torebki stawowej o dobrze 

rozwiniętej sieci naczyń krwionośnych [64]. Otacza ona staw i odżywia nieukrwioną 

chrząstkę. Jest podzielona anatomicznie i funkcjonalnie na dwie warstwy: głęboką (łac. 

subintima) i powierzchowną (łac. intima). Warstwa powierzchowna ma grubość około 

20-40 m, na którą składają się od 1 do 3 rzędów komórek. W normalnych warunkach 

dominują w niej dwa typy komórek: synowiocyty typu A i B [66, 67]. Synowiocyty 

typu A powstają w wyniku dojrzewania monocytów krwi obwodowej, migrujących do 

błony maziowej ze szpiku kostnego. Są one zaliczane do jednojądrowych komórek 

fagocytujących i tak jak inne makrofagi tkankowe wykazują słabą zdolność do 

podziałów komórkowych. Synowiocyty typu A produkują szerokie spektrum cytokin 

prozapalnych, chemokin i czynników wzrostu, tj. IL-1β, IL-6, IL-8, TNF-α czy 

prostaglandynę E2 (ang. prostaglandin E2, PGE2) [68], co z kolei aktywuje 

synowiocyty typu B i indukuje produkcję metaloproteinaz macierzy 

zewnątrzkomórkowej, prostanoidów, katepsyn i różnych mediatorów stanu zapalnego 

[69]. 

Synowiocyty typu B nazywane również synowiocytami fibroblastycznymi 

(ang. rheumatoid arthiritis fibroblast-like synoviocytes, RA-FLS) są jednymi 

z głównych komórek przyczyniających się do destrukcji stawu. Poprzez 

skoordynowaną ekspresję czynników regulujących napływ, przeżywalność 

i utrzymanie poszczególnych subpopulacji leukocytów w stawie, odpowiadają za 

utrzymywanie się zapalenia [7, 64, 67] często z towarzyszącym wysiękiem [70]. Płyn 

stawowy, który w normalnych warunkach pełni funkcję amortyzującą w stawie i jest 

nośnikiem substancji odżywczych dla chrząstki, u chorych na RZS wykazuje m.in. 

zmniejszoną lepkość i zawiera liczne granulocyty wielojądrzaste, które mogą 

pochłaniać kompleksy immunologiczne, co skutkuje produkcją reaktywnych 

metabolitów tlenowych i innych mediatorów zapalenia. Wzmożone wytwarzanie 

produktów cyklooksygenazowego i lipooksygenazowego szlaku metabolizmu kwasu 
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arachidonowego przez komórki obecne w płynie stawowym i tkankach stawu nasila 

podmiotowe i przedmiotowe objawy zapalenia [5]. 

Synowiocyty typu B stanowią 75% wszystkich synowiocytów. Mają one 

wrzecionowaty, owalny lub poligonalny kształt [71], są bipolarne, posiadają duże jasne 

jądra komórkowe z wieloma jąderkami i gęste, szorstkie retikulum endoplazmatyczne 

[66, 67]. Synowiocyty typu B produkują kolagen, fibronektynę, kwas hialuronowy 

i inne glikozaminoglikany do przestrzeni stawowej [69]. Fenotypowo komórki te 

przypominają komórki nowotworowe, szczególnie pod względem nadmiernych 

podziałów komórkowych oraz agresywnego działania. Wykazują wysoki poziom 

ekspresji licznych onkogenów, tj. c-fos, ras, raf, myc i myb [67]. Synowiocyty typu B 

stymulowane zasadowym czynnikiem wzrostu fibroblastów (ang. basic fibroblast 

growth factor, bFGF) wykazują wzmożoną aktywność telomerazy, co ma związek 

z nadmierną aktywnością proliferacyjną tych komórek a jest charakterystyczne głównie 

dla komórek nowotworowych i macierzystych [72]. Jednak w odróżnieniu od nich, 

synowiocyty nie wykazują cech złośliwości i wydają się być napędzane mechanizmem 

parakrynowym [55]. Ponadto in vitro wykazują zdolność do wzrostu poza 

monowarstwą, tworzą skupiska, a wraz z liczbą kolejnych pasaży, tracą pierwotny 

fenotyp. Przed 3 pasażem przestają produkować cytokiny, czynniki wzrostu 

i metaloproteinazy, ale ich pierwotny fenotyp można łatwo odtworzyć poprzez 

inkubację z IL-1 [41, 55, 67, 71]. Charakteryzuje je ekspresja m.in. kadheryny-11, 

kolagenu typu IV i V, wimentyny, CD90, CD55, niektórych integryn i ich receptorów 

[73]. 

Synowiocyty typu B są nie tylko komórkami efektorowymi, ale przyczyniają się 

również do miejscowej produkcji cytokin, mediatorów stanu zapalnego czy enzymów 

proteolitycznych, degradujących macierz zewnątrzkomórkową. Pomimo, że pierwotnie 

nie są komórkami układu immunologicznego, wraz z biegiem choroby zaczynają 

wykazywać ekspresję cząsteczek HLA-DR oraz cytokin zapalnych charakterystycznych 

dla RZS [67, 74]. 

Synowiocyty typu B pochodzące z płynu stawowego są fenotypowo 

i funkcjonalnie podobne do tych uzyskanych w tradycyjny sposób z wycinków. To daje 

możliwość badania komórek u chorych z niskim stopniem aktywności choroby, kiedy 

otrzymanie wycinka błony maziowej jest zazwyczaj niemożliwe, jak również pozwala 

na określenie czy wraz z przebiegiem choroby lub/i stosowaniem odpowiedniej terapii 

zmienia się funkcja fibroblastów [61]. 
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Wyniki badań przeprowadzonych przez Neidhart i wsp. sugerują, że obecne 

w płynie stawowym synowiocyty typu B pełnią ważną rolę w destrukcji stawu w RZS. 

Ich obserwacje wskazują jednocześnie na fakt, że niszczenie chrząstki może być 

spowodowane również oderwanymi od błony maziowej krążącymi synowiocytami, 

obecnymi być może nawet we krwi, co chociaż po części wyjaśniałoby układową naturę 

choroby [70]. 

Reasumując, zdolność synowiocytów typu B do produkcji szerokiego spektrum 

czynników prozapalnych i chemoatraktantów sprawia, że mogą one być uważane 

zarówno za komórki aktywnie napędzające proces zapalny w patogenezie RZS jak i być 

postrzegane za cel dla leków przeciwzapalnych i modyfikujących przebieg choroby 

[75]. 

 

 

 

Ryc. 2. Schemat ukazujący rolę synowiocytów typu B w patogenezie RZS 

 

1.1.3.2. Rola monocytów w RZS 

Komórki linii mielomonocytarnej mają zdolność różnicowania się w kilka typów 

komórek biorących udział w rozwoju RZS, tj. monocyty/makrofagi, osteoklasty 

i komórki dendrytyczne. Sposób różnicowania tych komórek może być łatwo 

ukierunkowany m.in. poprzez zaburzenie równowagi cytokin bądź czynników wzrostu, 

które mają miejsce w stawach, krwi obwodowej i szpiku kostnym chorych na RZS.  

Napływ dużej ilości neutrofili i następujący po nim napływ monocytów są 

częścią ostrej odpowiedzi zapalnej [76]. Monocyty/makrofagi stanowią integralną część 
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układu immunologicznego i posiadają wielorakie istotne funkcje biologiczne, 

potencjalnie wpływające na zapoczątkowanie i rozwój RZS [25]. Dowiedziono, że 

monocyty nie są jednorodną populacją. Bazując na ich fenotypie i funkcjach wyróżnia 

się trzy populacje monocytów: klasyczną, lecz mniej dojrzałą o profilu ekspresji 

markerów powierzchniowych CD14
++

/CD16
-
/CD62L

+
/CX3CR1

low
/CCR2

+
/VEGFR1

high
, 

nieklasyczną, bardziej dojrzałą o profilu CD14
low

/CD16
+
/CD62L

-
/CX3CR1

high
/CCR2

-

/VEGFR1
low

 oraz mniej liczne monocyty z fenotypem pośrednim. Podczas gdy 

monocyty klasyczne uczestniczą w odpowiedzi zapalnej indukowanej patogenami lub 

uszkodzeniem tkanek, monocyty nieklasyczne tłumią stan zapalny i wspomagają 

gojenie tkanek [77-79]. Wykazano, że liczba monocytów CD14
+
CD16

+
 jest 

podwyższona w aktywnej fazie RZS, co wydaje się być indukowane cytokinami, tj. 

TGFβ1, GM-CSF i IL-10, uwalnianymi ze stawów zajętych procesem zapalnym [80]. 

Jednocześnie donosi się również o niższej liczbie monocytów CD14
+
CD16

+
 u chorych 

na RZS w porównaniu do osób zdrowych [81]. 

RZS jest chorobą, w której toczący się w organizmie stan zapalny ma szczególne 

odzwierciedlenie w stawach. Zapalenie błony maziowej łączy się nierozerwalnie 

z napływem komórek zapalnych. Jest to wieloetapowy proces regulowany obecnością 

chemokin i ekspresją molekuł adhezyjnych, ukierunkowujących migrację leukocytów 

z krwi obwodowej [82]. Obecnie poznano ponad 50 typów chemokin wykazujących 

aktywność w stosunku do komórek pochodzących ze szpiku kostnego [83]. Białkami 

dającymi monocytom sygnał do migracji w kierunku stawów są dobrze poznane 

chemokiny, tj. β-chemokina CCL5 (ang. regulated on activation, normal T-cell 

expressed and secreted, RANTES/CCL5), białko indukowane przez interferon (ang. 

interferon gamma-induced protein 10, IP-10/CXCL10), nabłonkowe białko 78 

aktywujące neutrofile (ang. epithelial neutrophil-activating protein 78, 

ENA78/CXCL5), białko zapalne makrofagów 1α (ang. macrophage inflammatory 

protein, MIP-1α/CCL3), MIP-1β/CCL4, MCP-1/CCL2 i fraktalkina/CX3CL1 

produkowane przez synowiocyty typu B i makrofagi w odpowiedzi na stymulację TNF-

α i IL-1β [67, 82, 84], czy też nowo poznana pod względem właściwości 

chemotaktycznych IL-17 wydzielana przez komórki T [85]. Chemokiny uwalniane 

przez leukocyty i synowiocyty typu B mogą indukować stymulację tych komórek drogą 

autokrynową lub parakrynową prowadząc do destrukcji stawu [83]. 

Zaobserwowano, że liczba makrofagów obecnych w błonie maziowej koreluje 

ze stopniem uszkodzenia stawów, a ich podwyższona ilość jest wczesną oznaką 
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aktywnej choroby [77, 86]. Badania scyntygraficzne, w których u chorych na RZS 

wyznakowano monocyty za pomocą heksametylopropyleno-aminooksymu 

znakowanego technetem (99mTc
99m

Tc-HMPAO) wskazały na podtrzymywanie stanu 

zapalnego błony maziowej poprzez ciągły napływ krążących we krwi obwodowej 

monocytów oraz na istotny napływ wyznakowanych komórek odpowiadający zajęciu 

stawów w RZS [87, 88]. 

Krążące monocyty posiadają małą ilość aktyny fibrylarnej (F), jednak pod 

wpływem adhezji dochodzi do szybkiej polimeryzacji aktyny globularnej (G), 

polimeryzacji tubuliny i tworzenia filamentów pośrednich [89]. Rozwój odpowiedzi 

immunologicznej obejmuje w dużej mierze migrację leukocytów z krwi do tkanki 

docelowej, gdzie pełnią one funkcję efektorową [90]. 

Monocyty jako cel w terapii RZS są ważne zarówno w aspekcie wpływu na 

aktywność zapalną choroby [56] jak i progresji zmian stawowych, co może się wiązać 

po części z ich zdolnością do różnicowania się w osteoklasty mające zdolność resorpcji 

tkanki kostnej [91]. Wykazano, że afereza monocytów pozwala na uzyskanie znacznej 

poprawy klinicznej u chorych na RZS opornych na terapię lekami biologicznymi 

i modyfikującymi przebieg choroby (ang. disease-modifying antirheumatic drugs, 

DMARDs) [92]. 

1.1.3.3. Chemotaksja 

Ukierunkowana chemotaksją migracja leukocytów pozostaje pod wpływem 

sygnałów zewnątrzkomórkowych, tj. gradient rozpuszczonych chemokin obecnych 

w macierzy zewnątrzkomórkowej lub prezentowanych na powierzchni innych komórek 

i sygnałów adhezyjnych promujących haptotaksję [90]. 

Migracja leukocytów z krwi do tkanek obejmuje przyleganie między krążącymi 

leukocytami a komórkami śródbłonka naczyniowego, co stanowi wstęp do diapedezy. 

Monocyty wykorzystują dwie drogi przechodzenia przez śródbłonek: przezkomórkową 

i międzykomórkową [93]. W odpowiedzi na chemokiny krążące we krwi obwodowej 

monocyty napływają do miejsca, w którym toczy się proces zapalny w sposób zależny 

od selektyn i integryn. Ekspresja tych cząsteczek różni się zazwyczaj w zależności od 

typu leukocytów oraz naczyń krwionośnych zlokalizowanych w różnych częściach 

ciała. Cytoplazmatyczna domena integryn oddziałuje ze składnikami cytoszkieletu, 

gdzie integryny koordynują sygnały generowane podczas łączenia pozakomórkowych 

ligandów z zależną od cytoszkieletu ruchliwością, zmianą kształtu oraz reakcją 
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fagocytarną. Napływ monocytów następuje średnio po godzinie i trwa aż do momentu 

zatrzymania napływu neutrofili. Dojrzałe monocyty przekształcają się w tkance 

w makrofagi i spełniają funkcję efektorową przez okres od kilku dni do kilku tygodni. 

Wydzielane w organizmie TNF-α oraz IL-1β wykazują zdolność stymulacji komórek 

innych niż leukocyty do wydzielania chemoatraktantów, które następnie wiążą się do 

receptorów na leukocytach, wzmagają powinowactwo integryn dla ich ligandów 

i stymulują ukierunkowany gradientem stężeń chemoatraktantów ruch komórek [76]. 

Chemokiny wiążą się do specyficznych receptorów powierzchniowych sprzężonych 

z białkami G, co wywołuje dysocjację podjednostki G od podjednostki G i aktywuje 

kaskadę sygnałów błonowo-cytoplazmatycznych [94]. Prowadzi to do polaryzacji sieci 

filamentów aktynowych i miozynowych odpowiednio w przedniej i tylnej części 

komórki. Ostatecznie dochodzi do zmiany kształtu leukocytów ze sferycznego „stanu 

spoczynku” w spolaryzowany, asymetryczny kształt, a komórka zaczyna poruszać się 

w kierunku źródła chemokin [95]. 

W pierwszym etapie pod wpływem różnych bodźców (np. TNF-α, IL-1β lub 

anafilatoksyny C5a) na powierzchni komórek endotelialnych ekspresji ulegają 

selektyny P i E, których ligandami są niektóre sjalowane glikoproteiny obecne na 

komórkach krążących. Ułatwia to tworzenie między nimi czasowych połączeń, co 

powoduje przyleganie i wolne, z szybkością około 50 µm/s, toczenie komórek po 

śródbłonku [96]. 

W drugim etapie następuje interakcja pomiędzy integrynami, antygenem związanym 

z czynnością limfocytów 1 (ang. lymphocyte function-associated antigen 1, LFA-1) 

i antygenem makrofagowym 1 (ang. macrophage 1 antigen, Mac-1) 

a międzykomórkową molekułą adhezyjną 2 (ang. intercellular adhesion molecule 2, 

ICAM-2). Normalnie połączenia takie są dość słabe, ale obecność chemokin 

wytwarzanych w ognisku zapalnym, związanych z proteoglikanami na powierzchni 

śródbłonka, powoduje zmiany konformacyjne integryn i zwiększa wytrzymałość 

wiązania, co w efekcie powoduje silne przyleganie i unieruchomienie leukocytów. 

W trzecim etapie leukocyty trawersują ścianę naczynia przy współudziale cząsteczki 

adhezji komórkowej płytek i śródbłonka (ang. platelet endothelial cell adhesion 

molecule, PECAM/CD31), posługując się metaloproteinazami wytwarzanymi przez 

komórki i stymulowane produktami bakteryjnymi leukocyty. Komórki migrują przez 

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

Chemokiny są białkami wydzielanymi w odpowiedzi na cytokiny prozapalne, 

które kontrolują migrację neutrofili, limfocytów, komórek dendrytycznych 

i monocytów/makrofagów [97]. Chemokiny zostały podzielone pod względem funkcji 

na dwie główne podgrupy: chemokiny zapalne, kontrolujące napływ leukocytów do 

miejsc zapalnych i chemokiny homeostatyczne, które pełnią „funkcje porządkowe” 

i zapewniają równowagę we wtórnych narządach limfatycznych jak i w ich obrębie, 

a także w szpiku kostnym i grasicy podczas hematopoezy [98]. 

CCL2 znane również jako MCP-1 (ang. monocyte chemotactic protein-1) jest 

białkiem wykazującym aktywność chemotaktyczną dla monocytów oraz bazofili. Gen 

kodujący białko CCL2 jest położony na krótkim ramieniu chromosomu 17 w pozycji 

17q11.2-q12 (17: 32,582,304-32,584,222) i posiada 3 egzony. Masa cząsteczkowa 

białka wynosi 11,025 kDa. Jest ono produkowane przez różnorodne komórki, tj. 

astrocyty, monocyty, komórki śródbłonka lub fibroblasty, konstytutywnie bądź poprzez 

indukcję różnorodnymi mediatorami, tj. płytkopochodny czynnik wzrostu (ang. platelet-

derived growth factor, PDGF), IL-1 i IL-4, TNF-α, czynnik wzrostu śródbłonka 

naczyniowego (ang. vascular endothelial growth factor, VEGF), lipopolisacharyd 

(LPS), interferon gamma (IFN-γ). CCL2 powstaje jako prekursor białkowy zawierający 

peptyd sygnałowy o długości 23 aminokwasów, który w wyniku modyfikacji 

przekształca się w dojrzały peptyd o długości 76 aminokwasów [99, 100]. 

CCL2 podlega O-glikozylacji, co przekłada się na masę białka. Wysoce 

glikozylowane formy białka CCL2 wykazują dłuższy okres półtrwania, natomiast 

słabsza glikozylacja wzmaga jego bioaktywność. Głównym zadaniem CCL2 jest 

aktywowanie leukocytów do chemotaksji, co stanowi kluczowy etap rozwoju 

odpowiedzi immunologicznej [101]. Przypuszcza się, że CCL2 ulega dimeryzacji 

i łączy się z glikozaminoglikanami na powierzchni tkanek i ustanawia gradient, który 

kieruje monocyty do miejsca infekcji lub stanu zapalnego [102]. CCL2 wiąże się do 

swojego receptora CCR2 (ang. C-C chemokine receptor type 2) – jednego z receptorów 

sprzężonych z białkami G (ang. G-protein-coupled receptor, GPCR), co w rezultacie 

inicjuje serię sygnałów komórkowych powodujących napływ monocytów do tkanek 

zajętych procesem zapalnym w wielu przewlekłych chorobach zapalnych [103]. 

Możliwe jest również wiązanie się CCL2 do receptorów: 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 sugerują, że CCL2 

powoduje chemotaksję monocytów do ognisk zapalenia nie tylko w RZS [104], ale ma 

również istotne znaczenie w patogenezie miażdżycy [105] i łuszczycy [106]. CCL2 

odgrywa ponadto rolę w gruźlicy [107], zapaleniu kłębuszków nerkowych [108], astmie 

alergicznej [109] i stwardnieniu rozsianym [110]. Według badań, CCL2 wydzielane 

przez śródbłonek, aktywuje będące prekursorami komórek piankowatych krążące 

monocyty do migracji przez tkankę podśródbłonkową we wczesnych zmianach 

miażdżycowych [111]. Błona maziowa i płyn stawowy od chorych na RZS zawierają 

podwyższone stężenia CCL2. CCL2 wzmaga aktywność żelatynaz i kolagenaz 

w nadsączach hodowanych in vitro synowiocytów typu B [83]. CCL2 jest białkiem 

chemotaktycznym i aktywującym dla monocytów, komórek pamięci T i komórek 

dendrytycznych, „wabiącym” komórki do miejsca, w którym powstało zranienie lub 

toczy się proces zapalny. Oprócz aktywności chemotaktycznej, wiele nowych badań 

wskazuje na udział CCL2 w rozwoju centralnego układu nerwowego, sprzyjaniu 

metastazie i angiogenezie, jak również na uczestnictwo CCL2 w podziałach 

komórkowych, apoptozie i syntezie białek. CCL2 bierze udział w indukowanej VEGF 

angiogenezie, zwiększa przepuszczalność naczyń krwionośnych i pobudza ekspresję 

VEGF [112]. Białko CCL2 jest postrzegane jako obiecujący biomarker do 

monitorowania aktywności młodzieńczego idiopatycznego zapalenia stawów, w którym 

stężenie surowicze tego białka maleje wraz z poprawą kliniczną [113].   
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1.2. Charakterystyka badanych genów z uwzględnieniem ich roli w reorganizacji 

cytoszkieletu aktynowego 

1.2.1. Rola cytoszkieletu w procesach komórkowych 

Białka cytoszkieletu są kodowane przez około 2,8% ludzkiego genomu i są 

częścią złożonej i precyzyjnie regulowanej sieci polimerów, w skład której wchodzą 

mikrofilamenty, mikrotubule i filamenty pośrednie. Cytoszkielet leukocytów odgrywa 

kluczową rolę w spełnianiu przez nie funkcji obronnych obejmujących ukierunkowaną 

migrację komórek do miejsc zapalnych (poprzez reorganizację cytoszkieletu oraz 

formowanie ognisk przylegania) [114, 115], aktywację odpowiedzi immunologicznej 

czy cytotoksyczność lub apoptozę [90]. Podczas aktywacji komórek T przez komórki 

prezentujące antygeny cytoszkielet bierze udział w tworzeniu i stabilizacji synaps 

immunologicznych między tymi komórkami [95]. Cytoszkielet aktynowy pełni istotną 

funkcję w wewnątrzkomórkowym przekazywaniu sygnałów, prowadząc m.in. do 

ekspresji genów związanych z procesem zapalnym [116]. Zmiany w cytoszkielecie 

aktynowym należą do najlepiej poznanych odpowiedzi komórkowych obserwowanych 

pod wpływem aktywacji GTPaz należących do rodziny białek Rho. Aktywowane 

GTPazy regulują dynamikę cytoszkieletu poprzez polimeryzację, stabilizację oraz jego 

reorganizację [117]. Struktura cytoszkieletu jest niezwykle plastyczna, co sprawia, że 

dobrze reaguje na bodźce zewnątrzkomórkowe [116]. 

Polimeryzacja aktyny i wydłużanie filamentów w przedniej części komórki 

połączone z zależnym od białka Rho kurczeniem filamentów aktynowo-miozynowych 

w tylnej części stanowią główną siłę napędzającą migrację komórek. Z pewnymi 

wyjątkami (komórki dendrytyczne i dobrze zróżnicowane makrofagi), komórki układu 

odpornościowego nie formują włókien naprężeniowych ani przyczepów ogniskowych, 

co może wyjaśniać ich wyższy wskaźnik ruchliwości na podłożu integrynowym 

w porównaniu do fibroblastów czy komórek śródbłonka [90]. 

Zmiany dynamiki cytoszkieletu, regulowane przez Rho GTPazy, mają wpływ na 

migrację i polarność komórki, są związane z transportem wewnątrzkomórkowym, 

tworzeniem połączeń międzykomórkowych oraz cytokinezą. Dynamiczne rearanżacje 

cytoszkieletu mają miejsce za sprawą aktywności białek Rho i wpływają na kształt 

komórek, kontakty między nimi jak również między komórkami a macierzą 

zewnątrzkomórkową. Białka rodziny Rho, które oddziałują na szereg białek 
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efektorowych, tj. kinazy Rho-zależne i białka mDia, kontrolują organizację i dynamikę 

cytoszkieletu aktynowego [118].  

Do aktywnej chemotaksji niezbędne są zarówno polimeryzacja jak 

i depolimeryzacja aktyny. Aby migrować, leukocyty wydłużają przednią część komórki 

czyli bogate w F-aktynę lamellipodium stanowiące krawędź oraz uropod. Zatem do 

migracji komórek niezbędne są: polimeryzacja aktyny, która napędza rozszerzanie 

lamellipodium, rozrywanie istniejących kontaktów ogniskowych i formowanie nowych 

[119]. Zauważono, że w odróżnieniu od komórek przypominających fibroblasty, 

pobudzone chemoatraktantem leukocyty charakteryzują się odmienną strategią 

poruszania się i rozmieszczeniem receptorów. W leukocytach integryny i inne receptory 

adhezyjne gromadzą się w uropodzie, co sprawia że przypomina on wiodące 

pseudopodia komórek podobnych do fibroblastów [120]. 

1.2.2. Nck2 

Nck2/Nckβ/Grb4 wraz z Nck1/Nckα należą do rodziny SH2/SH3 białek 

adaptorowych Nck (ang. non-catalytic region of tyrosine kinase). Pomimo że geny 

kodujące oba białka leżą na różnych chromosomach, Nck1 i Nck2 wykazują aż 68% 

identyczność na poziomie aminokwasowym [121]. Białka Nck stanowią ogniwa 

pomiędzy receptorami związanymi z kinazami tyrozynowymi, GTPazami rodziny Rho 

i kinazami Pak Ser/Tyr [122]. Uważa się, że zależna od Nck aktywacja GTPaz 

należących do nadrodziny białek Ras wpływa na takie procesy jak różnicowanie, 

proliferacja i migracja komórek [123]. 

Białko Nck2 o masie 42 kDa jest kodowane przez gen Nck2 zlokalizowany na 

chromosomie 2 w pozycji 2q12.2 [124]. Jego ekspresja jest dość rozpowszechniona 

w tkankach ludzkich [125]. Nck2 wiąże PDGFR-β (Tyr
1009

), a nadekspresja Nck2 

hamuje indukowane przez PDGF pofałdowanie błony cytoplazmatycznej, tzw. 

„membrane ruffling” i tworzenie lamellipodiów [126]. Domena SH3 (ang. src 

homology 3) Nck2 wiąże się do bogatej w prolinę domeny białka PAK – dobrze 

znanego regulatora cytoszkieletu aktynowego.  

Białko Nck2 jest ważnym ogniwem w przekazywaniu sygnału komórkowego 

przez integryny z powierzchni komórkowej do cytoszkieletu aktynowego, co jest 

niezwykle istotne dla ruchu komórek [122]. Jest również wykorzystywane przez białko 

adaptorowe CAS wpływające na różnorodne ścieżki sygnałowe przy regulacji 

polaryzacji komórki określanej przez bodźce zewnątrzkomórkowe, tj. oddziaływania 
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międzykomórkowe czy gradient chemoatraktantów, jak również reguluje aktywność 

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

1.2.3. RhoA 

RhoA jest jedną z izoform białka Rho należącą do rodziny małych Rho GTPaz. 

Gen kodujący białko RhoA położony jest na chromosomie 3 w pozycji p21.3. Obecnie 

opisano 22 geny kodujące GTPazy, które można podzielić na 8 podgrup: Cdc42 [Cdc42, 

TC10, TCL (TC10-like), Chp, Wrch-1], Rac (Rac1-Rac3, RhoG), Rho (RhoA-RhoC), 

Rnd (Rnd1, Rnd2, Rnd3/RhoE), RhoD (RhoD and Rif), RhoH/TTF, RhoBTB 

(RhoBTB1 and RhoBTB 2) oraz Miro (Miro-1 i Miro-2) [128]. Aktywność tych 

enzymów jest kontrolowana przez czynniki wymiany nukleotydu guaniny (ang. guanine 

nucleotide exchange factor, GEF), białka aktywujące GTP-azy oraz inhibitory 

dysocjacji nukleotydów guaninowych blokujących spontaniczną aktywację. Obecnie 

zidentyfikowano ponad 50 białek efektorowych dla Rho, Rac i Cdc42, włączając w to 

kinazy serynowo-treoninowe, tyrozynowe, lipidowe, lipazy, oksydazy czy białka 

„rusztujące” [129]. GTPazy Rho są zaangażowane zarówno pośrednio jak 

i bezpośrednio w wiele procesów komórkowych, a w szczególności w regulację 

dynamiki cytoszkieletu aktynowego [130]. 

Aktywacja Rho, Rac lub Cdc42 prowadzi odpowiednio do łączenia kurczliwych 

filamentów aktynowo-miozynowych, wydłużenia bogatych w aktynę lamellipodiów 

i filopodiów [131]. Te niezwykle specyficzne oddziaływania na cytoszkielet aktynowy 

wskazują na szereg dobrze poznanych ścieżek przekazywania sygnału kontrolowanych 

przez każdą GTPazę prowadzących zarówno do polimeryzacji aktyny jak i łączenia 

filamentów aktynowych [129]. Białka z rodziny Rho są jednymi z kluczowych molekuł 

odbierających sygnały zewnątrzkomórkowe i będących łącznikami receptorów 

powierzchniowych z cytoszkieletem aktynowym [132]. 

Oprócz wpływu GTPaz na reorganizację cytoszkieletu aktynowego warto 

zaznaczyć, że enzymy te uczestniczą również w regulacji polaryzacji komórek, fazie G1 

cyklu komórkowego, dynamice mikrotubul czy transporcie pęcherzykowym [131]. 

GTPazy mają również wpływ na transkrypcję genów poprzez ścieżki sygnałowe 

niezwiązane z cytoszkieletem aktynowym m.in. aktywują jądrowy czynnik 

transkrypcyjny κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, 

NF-κB) szczególnie w odpowiedzi na cytokiny zapalne [133]. Ponadto białko RhoA 

umożliwia skupianie się kurczliwych filamentów aktomiozyny i jest powiązane 
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z kompleksami ognisk przylegania [130]. Dostępne dane sugerują, że przekazywanie 

sygnału szczególnie z RhoA, a nie Rac1 czy Cdc42, ma istotne znaczenie w poruszaniu 

się monocytów [89]. 

1.2.4. Src 

Białko Src wraz z Blk, Yrk, Fgr, Fyn, Yes, Hck, Lck i Lyn tworzy rodzinę 

niereceptorowych kinaz tyrozynowych Src i zostało zidentyfikowane jako pierwszy 

ludzki protoonkogen. W zależności od otrzymanego sygnału Src pośredniczy 

w aktywacji wielu ścieżek sygnałowych prowadzących do fagocytozy, uwalniania 

mediatorów procesu zapalnego, proliferacji, adhezji, migracji i chemotaksji komórek 

[134]. 

Gen kodujący białko Src jest położony na chromosomie 20 w pozycji q11.23 

i koduje białko o masie 59,83 kDa [135]. Liczne doniesienia naukowe wskazują na 

udział Src w wielu procesach immunologicznych zachodzących w komórkach układu 

odpornościowego m.in. związanych z ukierunkowaną migracją komórek.  

Aktywność kinazy Src może być regulowana poprzez fosforylację lub 

defosforylację jej reszt tyrozynowych [136]. W takiej formie przemieszcza się ona do 

błony komórkowej, gdzie może fosforylować inne białka m.in. kinazę płytek 

przylegania (ang. focal adhesion kinase, FAK), stanowiącą istotny czynnik 

w przekazywaniu sygnałów z uczestnictwem integryn [137], które współgrając ze sobą 

promują adhezję komórek, zmiany w ich morfologii, regulują cykl komórkowy oraz 

transkrypcję genów [134]. W procesach zapalnych w komórkach prawidłowych jak 

i nowotworowych kinaza Src fosforyluje kortaktynę, p130Cas, p190RhoGAP, tym 

samym przyczyniając się do regulowania struktury cytoszkieletu [138, 139]. Kinazy Src 

są również jednymi z głównych białek, które kontrolują stymulowaną przez LPS 

fosforylację paksyliny oraz ruch monocytów [140], a co za tym idzie zastosowanie 

inhibitorów kinaz Src blokuje polimeryzację aktyny [141]. 

O wpływie Src na proces zapalny z udziałem cytoszkieletu świadczą badania 

przeprowadzone przez Kim i wsp. Wykazano, że cytochalazyna B, która w sposób 

pośredni blokuje polimeryzację aktyny i hamuje chemotaksję neutrofili [142], jak 

i siRNA przeciw aktynie wykazują bardzo podobny wzór działania i są w stanie obniżyć 

zarówno indukowaną LPS fosforylację jak i aktywność kinazy Src, bez zmiany 

ogólnego poziomu białka. To pozwala rozpatrywać Src w kategorii nowego 

potencjalnego celu interwencji farmakologicznej skupiającego uwagę na rearanżacji 
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cytoszkieletu aktynowego. Co więcej, bezpośrednie oddziaływanie Src z aktyną zostało 

potwierdzone za pomocą immunoprecypitacji wykonanej za pomocą „dzikiego” typu 

aktyny sprzężonego z białkiem zielonej fluorescencji (ang. green fluorescent protein, 

GFP) i wyznakowanego hemaglutyniną białka Src. Stąd też uważa się, że reorganizacja 

cytoszkieletu aktynowego może być istotnym elementem regulacji odpowiedzi zapalnej, 

w której dochodzi do kontroli aktywacji Src i innych molekuł na kolejnych etapach 

ścieżki sygnałowej [116].  

1.2.5. CAV1 

Kaweole są wklęsłymi strukturami o wielkości 50-100 nm w kształcie Ω 

umieszczonymi w błonie cytoplazmatycznej. Ze względu na obecność białek G, eNOS 

i niereceptorowych kinaz tyrozynowych, kaweole regulują przekazywanie sygnału 

w obrębie komórki, jak również biorą udział w transcytozie, endocytozie, 

utrzymywaniu homeostazy gospodarki lipidowej, przebiegu cyklu komórkowego 

i migracji komórek [143, 144]. 

CAV1 wraz z CAV2 i CAV3 należy do rodziny kaweolin będących integralnymi 

białkami membranowymi. Te trzy białka mają podobną strukturę [145]. CAV1 stanowi 

najważniejszy komponent umieszczonych in vivo w błonie cytoplazmatycznej kaweoli 

odgrywających rolę w organizacji wielu ścieżek sygnałowych w komórce [146]. Choć 

pewna wartość progowa jest wymagana do tworzenia tych struktur (średnio od 100 do 

200 cząsteczek) [147] zauważono, że CAV1 może tworzyć funkcjonalne mikrodomeny 

w błonie cytoplazmatycznej niezależnie od zdolności do tworzenia kaweoli [148]. 

Gen CAV1 ulega ekspresji w wielu typach komórek a szczególnie w tych, które 

znajdują się w końcowym stadium różnicowania m.in. w komórkach śródbłonka, 

adipocytach, pneumocytach typu I, komórkach mięśni gładkich, makrofagach 

i synowiocytach [149]. CAV1 należy do kategorii białek, których funkcja zależy od 

umiejscowienia komórki [150]. Jest ono integralnym białkiem membranowym, nie 

mającym styczności ze środowiskiem pozakomórkowym, złożonym ze 178 

aminokwasów o masie cząsteczkowej rzędu 21-22 kDa. Wyróżnia się dwie formy 

CAV1: α i β. Forma β białka jest krótsza o 31 aminokwasów (około 3 kDa), 

zlokalizowanych na początku łańcucha polipeptydu w położeniu 2-32. Gen kodujący 

CAV1 jest umieszczony na dłuższym ramieniu chromosomu 7 (7q31.1) [145]. 

Fosforylacja na serynie umieszczonej w pozycji 80 łańcucha polipeptydowego 
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w retikulum endoplazmatycznym zamienia CAV1 w bioaktywne białko sekrecyjne 

[145]. 

CAV1 oddziałuje z różnymi molekułami sygnałowymi i reguluje ich aktywność. 

Zazwyczaj bezpośrednie oddziaływanie z molekułą prowadzi do jej inaktywacji [151]. 

CAV1 hamuje transdukcję sygnałów przez wiązanie białek sygnałowych, tj. kinaz Src, 

eNOS, integryn, Gα podjednostki H-Ras, kinazy białkowej C do swojej domeny 

„rusztującej” (ang. caveolin scaffolding domain, CDS) znajdującej się z pozycji 82-101 

łańcucha polipeptydowego [152, 153]. CAV1α może również przekazywać sygnały 

poza kaweolami wewnątrz komórki poprzez fosforylację na Tyr14, która wzrasta 

w odpowiedzi na stres komórkowy, czynniki wzrostu i stymulacje hormonami [154; 

155]. Uważa się, że CAV1 wiąże i utrzymuje w nieaktywnym stadium wiele białek 

związanych z proliferacją, tj. naskórkowy czynnik wzrostu (ang. epidermal growth 

factor, EGF), receptor 2 czynnika wzrostu śródbłonka naczyniowego (ang. human 

epidermal growth factor receptor 2, ErbB2) jak również białka przyżyciowe. 

Niewątpliwie zdolność CAV1 do modulacji sygnałów wewnątrz komórki ma ważne 

konsekwencje dla procesów związanych z transformacją nowotworową i tworzeniem 

guzów [156]. 

Rola tego genu w migracji komórek nowotworowych jest wciąż niejasna 

i wydaje się zależeć od rodzaju komórek [153]. W raku trzustki i raku piersi CAV1 

wykazuje działanie hamujące migrację komórek, natomiast obniżenie ekspresji CAV1 

w komórkach raka trzustki BxPC3 dramatycznie podnosi ich inwazyjność [156]. 

Białko Rho wiąże sieci składników cytoszkieletu takich jak filamina A 

i filamenty pośrednie. Ekspresja CAV1 jest powiązana ze wzmożoną produkcją 

i fosforylacją filaminy A, która jest białkiem łączącym filamenty aktyny, 

zaangażowanym w dynamiczny remodeling sieci cytoszkieletu aktynowego podczas 

migracji komórek i przekazywania sygnałów w komórce [157, 158]. Spadek ekspresji 

CAV1 w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc H1299 pociąga za sobą spadek 

fosforylacji filaminy A, co skutkuje zahamowaniem indukowanej chemoatraktantem 

migracji tych komórek [159]. CAV1 i Rho-GTPazy zaliczane są do kluczowych białek 

sygnałowych pośredniczących w remodelingu cytoszkieletu aktynowego [160]. 

Wskazuje się także na zdolność CAV1 do regulacji polaryzacji i ukierunkowanej 

migracji komórek przez procesy wymagające aktywności Src i Rho-GTPaz [161]. 

CAV1 odgrywa ważną rolę w poruszaniu się komórki poprzez kontrolę składu 

błony cytoplazmatycznej, polaryzację cząstek sygnałowych i reorganizację 
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cytoszkieletu aktynowego. Ufosforylowane białko CAV1 prawdopodobnie bierze udział 

w mechanotransdukcji i reorganizacji cytoszkieletu aktynowego za pośrednictwem 

integryn, zatem brak ekspresji CAV1 redukuje migrację komórek [148, 155]. 

Dowiedziono, że CAV1 reguluje migrację komórek przez mechanizm zależny od 

ścieżki sygnałowej PI3K/Akt [153]. 
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2. ZAŁOŻENIA TEORETYCZNE I CELE BADAŃ 

Proces zapalny w RZS rozpoczyna się w błonie maziowej stawów. Liczne 

badania wykazują, że ilość obecnych w stawach monocytów/makrofagów koreluje ze 

stopniem aktywności choroby. Przewlekły charakter RZS jest skutkiem dysproporcji 

między stężeniem cytokin prozapalnych a przeciwzapalnych. Chemokiny, które są 

produkowane w nadmiernych ilościach przez komórki obecne w stawach, wywołują 

morfologiczne i funkcjonalne zmiany odpowiedzialne za migrację komórek zapalnych 

do stawów. Ponieważ aktywacja komórek zapalnych zależy w dużej mierze od 

dynamicznej reorganizacji cytoszkieletu aktynowego, założono, że poziomy mRNA 

genów CAV1, Nck2, Src i RhoA funkcjonujących jako regulatory cytoszkieletu 

aktynowego i czynniki wpływające na stan zapalny, różnią się istotnie u chorych na 

RZS, osób zdrowych i chorych na chorobę zwyrodnieniową stawów. 

Druga część badań skupia się na funkcji synowiocytów typu B związanej 

z produkcją chemokin. Na podstawie wcześniejszych doniesień naukowych założono, 

że czasowe zmniejszenie ekspresji genu CAV1 regulującego aktywność molekuł 

sygnałowych w synowiocytach typu B, może istotnie wpływać na ekspresję chemokiny 

CCL2 odpowiadającej za napływ monocytów do miejsc, w których toczy się stan 

zapalny. 

 

W związku z powyższym obrano następujące cele pracy: 

1) Ocena względnego poziomu mRNA genów Nck2, RhoA, Src i CAV1 w grupie 

chorych na RZS oraz porównanie z grupą kontrolną i porównawczą złożoną z chorych 

na chorobę zwyrodnieniową stawów. 

2) Ocena zależności poziomów ekspresji badanych genów z wybranymi 

laboratoryjnymi i klinicznymi parametrami aktywności RZS. 

3) Ocena zależności ekspresji CCL2 od poziomu ekspresji CAV1 w synowiocytach typu 

B.  
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3. MATERIAŁY I METODY 

3.1. Materiały 

3.1.1. Materiał biologiczny 

Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Komisji Bioetycznej przy 

Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (Załącznik 1). 

Ekspresję genów przeanalizowano łącznie u 111 osób. W badaniu wzięły udział 

osoby pełnoletnie bez cech ostrej infekcji bakteryjnej lub wirusowej. 

Krew do badań pozyskano od włączonych kolejno do badania 51 chorych na 

RZS: 37 kobiet i 14 mężczyzn. Kryteriami wykluczenia z badania były oznaki 

zakażenia, współistnienie innej niż RZS układowej choroby tkanki łącznej i wystąpienie 

choroby nowotworowej. 

Grupę kontrolną (GK) stanowiło 49 zdrowych osób (34 kobiety i 15 mężczyzn), 

z negatywnym wywiadem w kierunku chorób autoimmunologicznych, będących 

honorowymi dawcami krwi w Regionalnym Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa 

w Poznaniu. Mediana ich wieku wynosiła 43 (7). 

Grupę porównawczą dla grupy badanych stanowiło 11 chorych na chorobę 

zwyrodnieniową stawów (ChZS) (9 kobiet i 2 mężczyzn) hospitalizowanych 

w Oddziale Rehabilitacyjnym Szpitala im. Teodora Dunina w Kościanie. Do badania 

zostali zakwalifikowani tylko ci chorzy, u których nie stwierdzano cech uogólnionego 

stanu zapalnego. 

Każdy pacjent został zapoznany z założeniami badania a następnie wyraził 

pisemną zgodę na pobranie i wykorzystanie materiału biologicznego, w tym na 

wykonanie badań genetycznych. 

Płyn stawowy pozyskano od 3 chorych na RZS poprzez nakłucie stawów 

kolanowych ze wskazań terapeutycznych. Chorzy wyrazili pisemną zgodę na pobranie 

płynu stawowego w celu założenia hodowli synowiocytów typu B i wykorzystanie ich 

do badań opisanych w części doświadczalnej. 
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3.1.2. Ocena kliniczna RZS 

Od wszystkich chorych zebrano informacje dotyczące chorób współistniejących, 

przyjmowanych leków, jak również oznaczono OB metodą Westergrena [162] oraz 

stężenie surowiczego CRP metodą wysokoczułą (ang. high-sensitivity CRP, hs-CRP).  

U 42 chorych oceniono liczbę bolesnych (ang. tender joints, TEN28) 

i obrzękniętych (ang. swollen joints, SW28) stawów. Każdorazowo uwzględniano 28 

symetrycznych stawów: stawy barkowe, łokciowe, nadgarstkowe, kolanowe, stawy 

śródręczno–palcowe i międzypaliczkowe bliższe. Do oceny aktywności choroby 

wykorzystano wizualną skalę analogową (ang. visual analog scale, VAS).  

VAS jest prostym narzędziem pozwalającym na subiektywną ocenę danego parametru. 

Jest to graficzny odcinek o długości 100 mm, opisany słownie, prezentujący skrajne 

pozycje na końcach (od minimum po stronie lewej do maksimum po stronie prawej). Na 

skali zaznacza się pionową kreską ( | ) miejsce, które odpowiada stopniowi nasilenia 

badanego parametru. Odległość w mm od początku skali do zaznaczonego miejsca jest 

wynikiem oceny danego parametru (zakres 1-100 mm) [163]. W badaniu użyto skali 

VAS do: 

- oceny natężenia bólu przez pacjenta, 

- oceny nasilenia choroby przez pacjenta, 

- niezależnej oceny stopnia nasilenia choroby przez lekarza.  

Konstrukcję przykładowej skali VAS do oceny nasilenia choroby dokonywanej przez 

pacjenta i lekarza przedstawia Rycina 3. 

 

 

Brak aktywnego Wyjątkowo  

zapalenia stawów       aktywne 

       zapalenie  

       stawów 

   

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

Ponadto obliczono wskaźnik aktywności choroby DAS28 (ang. 28-joints disease 

activity score) zalecany przez EULAR do oceny aktywności RZS oraz pozwalający 

ocenić skuteczność zastosowanego leczenia. Użyty w niniejszej pracy wskaźnik DAS28 

obliczono z uwzględnieniem OB na podstawie wzoru: 
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DAS28-OB=0,56×√      + 0,28×√     + 0,7×     + 0,014×PtGA 

gdzie:  

ln – logarytm naturalny,  

PtGA – ocena aktywności choroby przez pacjenta na skali VAS (ang. Patient Global 

Assessment of Disease Activity) [164].  

Interpretacja wyniku DAS28-OB: 

≤2,6 – remisja  

2,6<DAS28-OB≤3,2 – niska aktywność RZS 

3,2<DAS28-OB≤5,1 – umiarkowana aktywność RZS 

>5,1 – duża aktywność RZS.  

3.1.3. Roztwory i odczynniki chemiczne 

Agaroza (Sigma) 

Akrylamid-Bisakrylamid 29:1 (Bio-Rad) 

Alkohol etylowy 95% (POCh) 

APS-nadsiarczan amonu (Sigma) 

Błękit 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-1β (Sigma) 

Izopropanol (POCh) 

Lipofektamina Lipofectamine2000 (Invitrogen) 

6× Loading Dye Solution (Fermentas) 

Marker wielkości mas GeneRuler™ 100bp DNA Ladder (Fermentas) 

Metanol (Sigma) 

Midori Green (Nippon Genetics Europe) 

Molekularny marker masy białek (Fermentas) 

Ponceau-S (Sigma) 

RIPA-bufor do izolacji białka (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) 

Wywoływacz i utrwalacz (Primax) 

3.1.4. Bufory i barwniki 

PBS - roztwór soli fizjologicznej zbuforowany fosforanem o pH 7,4: 

NaCl [137 mM] + KCl [2,7 mM] + Na2HPO4 [4,3 mM] + KH2PO4 [1,4 mM] 

Bufor TBE 10× stężony: 

Tris Base [88 mM] + kwas borowy [89 mM] + EDTA [2mM] 

Bufor TBS 10×stężony: 

Tris Base [10 mM] + NaCl [1,5 M] 

Bufor TBS-Tween: 

100 ml buforu 10×TBS + 900 ml wody ultraczystej + 1 ml Tween-20 

Bufor glicynowy 10× stężony: 

Tris Base [0,25 M] + glicyna [1.92 M] + SDS [1%] 

Bufor do transferu białek 5× stężony (800 ml): 

15,15 g Tris Base + 72 g glicyny + 1,25 g SDSu 

Bufor do transferu 1×: 

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

Bufor obciążający do białek 3× stężony, pH 6,8: 

4% SDS + 10% β-merkaptoetanol + 20% glicerol + 0,004% błękit bromofenolowy + 

0,125 M Tris HCl 
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3.1.5. Sprzęt jednorazowy 

Końcówki do pipet automatycznych (Eppendorf) 

Naczynia do hodowli in vitro T-25 cm
2
 i T-75 cm

2
 (SPL Life Sciences) 

Pipety Pasteur’a sterylne 3 ml (Medlab) 

Płytki Petri’ego (TPP) 

Probówki polipropylenowe sterylne 1,5 ml (Axygen) 

Probówki polipropylenowe 15 ml i 50 ml (BD Falcon) 

Cienkościenne probówki polipropylenowe 200 µl (Axygen) 

 

3.1.6. Aparatura 

Aparat do archiwizacji żeli (Syngene) 

Aparat do elektroforezy pionowej białek (Bio-Rad) 

Aparat do elektroforezy poziomej (Life Technologies) 

Aparat do ilościowej reakcji PCR w czasie rzeczywistym Rotor Gene 6000 (Corbett 

Life Science) 

Aparat do półsuchego transferu białek Mini Semi Dry Blotting System EPS-B0020 

(EPS-BIO) 

Cieplarka Air-Jacketed DH Autoflow Automatic CO2 Incubator (NuAir) 

Cytometr przepływowy FACScan (Becton Dickinson) 

Komora laminarna HeraSafe (Heraeus) 

Mikroskop odwrócony ECLIPSE TS100 (Nikon) 

Pipety automatyczne (Eppendorf) 

Spektrofotometr BioPhotometer (Eppendorf) 

NanoDrop
® 

ND-1000 (Thermo Scientific) 

Termocykler Mastercycler ep (Eppendorf) 

Mieszadło wirowe Minishaker MS1 (IKA) 

Wirówka EBA 12R (Hettich) 

Zasilacz (Bio-Rad) 
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3.2. Metody doświadczalne 

3.2.1. Izolacja monocytów z krwi obwodowej 

Do izolacji monocytów użyto kuleczek Dynabeads® CD14
+
 (Life Technologies). 

Są to nadparamagnetyczne, sferyczne cząstki polimerowe o takiej samej wielkości, 

mające powierzchnię zdolną do adsorbowania lub sprzęgania bioreaktywnych molekuł 

lub komórek. Są utworzone z polistyrenu i materiału magnetycznego osadzonego 

w równomiernie rozmieszczonych porach. Związki żelaza są zamknięte wewnątrz 

kuleczek przez dodatkową warstwę polimeru [165].  

Izolację monocytów wykonano według poniższych etapów: 

1. Przygotowanie kulek magnetycznych opłaszczonych przeciwciałem anty-CD14: 

Potrzebną ilość kulek Dynabeads® przenoszono do probówki (25 µl zawiesiny 

kuleczek na 1 ml krwi). Do zawiesiny dodawano tę samą objętość buforu 1 (PBS + 

0.1% BSA, pH 7.4). Probówkę umieszczano w statywie magnetycznym na minutę, po 

czym odrzucano supernatant. Probówkę wyjmowano ze statywu i zawieszano przemyte 

kuleczki w buforze 1 w objętości odpowiadającej początkowej objętości pobranych 

kuleczek magnetycznych. 

2. Przygotowanie krwi: 

Krew poddawano obróbce w dniu pobrania. 8 ml krwi obwodowej pobierano do 

probówek z EDTA i rozcieńczano 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 

składników surowicy mogących zredukować wydajność immunomagnetycznej izolacji 

monocytów [165]. Całość wirowano 10 minut przy prędkości 600 × g w temperaturze 

18-25
o
C. Frakcję osocza odrzucano i uzupełniano schłodzonym buforem 2 do 

początkowej objętości. 

3. Pozytywna izolacja komórek CD14
+
: 

Do przygotowanej próbki krwi dodawano odpowiednią ilość kuleczek Dynabeads (25 

µl kulek na 1 ml krwi). Próbki inkubowano przez 20 minut w temperaturze 4
o
C 

łagodnie obracając i przechylając. Następnie umieszczano je w statywie magnetycznym 

na 2 minuty. Supernatant odrzucano, natomiast komórki związane z kulkami 

przemywano 3 razy buforem PBS. Komórki lizowano przy pomocy Trizolu 

i przechowywano w temperaturze -70
o
C do momentu izolacji RNA. 
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3.2.2. Izolacja RNA 

RNA wyizolowano przy użyciu odczynnika Trizol wg metody Chomczyńskiego 

i Sacchi [166]. Do prób z Trizolem dodano po 200 µl chloroformu i intensywnie 

wytrząsano przez około 30 sekund. Próby inkubowano 3 minuty w temperaturze 

pokojowej i wirowano 15 minut przy prędkości 12000 × g w 4ºC. 500 µl fazy wodnej 

zawierającej RNA przeniesiono do nowej probówki, po czym dodano 700 µl 

izopropanolu. Po całonocnym wytrącaniu RNA w -20
o
C próby wirowano 15 minut przy 

prędkości 12000 × g, 4ºC. Izopropanol usunięto a osad przemyto 1 ml schłodzonego 

75% etanolu (przygotowanego z wodą wolną od RNaz), wirując 15 minut 12000 × g, 

4ºC. Supernatant usunięto a osadzony RNA rozpuszczano w 10 µl H2O. 

Pomiaru stężenia RNA i oceny stopnia zanieczyszczenia preparatu białkami (na 

podstawie współczynnika 260/280) dokonano z wykorzystaniem oprogramowania ND-

1000 v. 3.7.1. nanosząc 1 µl rozpuszczonego RNA na podstawkę spektrofotometru 

NanoDrop
® 

ND-1000. Uzyskana wartość 260/280 nm mieściła się najczęściej 

w zakresie 1.8-2.0, co jest typowym wynikiem uzyskanym dla prób RNA, wskazującym 

na wysoką czystość materiału. 

Dodatkowo sprawdzono integralność RNA, przeprowadzając rozdział elektroforetyczny 

w 1,5% żelu agarozowym z dodatkiem barwnika dla kwasów nukleinowych Midori 

Green DNA Stain (Nippon Genetics Europe) w buforze 1 × TBE przy napięciu 

elektrycznym 100 V. Zdjęcie wykonano aparatem Canon PowerShot G10 za pomocą 

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

 

 

 

 

Ryc. 4. Przykładowy obraz rozdziału elektroforetycznego całkowitego RNA. Do 

kieszonek nałożono po 1 µg całkowitego RNA i poddano rozdziałowi 

elektroforetycznemu w żelu agarozowym. Na rycinie oznaczono główne frakcje 

rybosomalnego RNA (rRNA). 
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3.2.3. Reakcja odwrotnej transkrypcji 

Syntezę komplementarnego DNA (cDNA) przeprowadzono za pomocą zestawu 

do odwrotnej transkrypcji QuantiTect Reverse Transcription (Qiagen) według 

następujących etapów: 

1. Przygotowanie mieszaniny eliminującej genomowy DNA z reakcji: 

gDNA Wipeout Buffer 7× 2 µl 

RNA    1 µg 

woda wolna od RNaz  do 12 µl 

14 µl 

2. Dwuminutowa inkubacja w temperaturze 42
o
C 

3. Umieszczenie próbek na lodzie 

4. Przygotowanie mieszaniny z odwrotną transkryptazą: 

RT    1 µl 

RT buffer   4 µl 

RT Random Primer mix 1 µl 

+ RNA    14 µl  

20 µl 

5. 20-minutowa inkubacja w temperaturze 42
o
C 

6. 3-minutowa inkubacja w temperaturze 95
o
C 

7. Zsyntetyzowany cDNA przechowywano w temperaturze -20
o
C do momentu 

przeprowadzenia reakcji PCR w czasie rzeczywistym. 
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3.2.4. Łańcuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR) 

Poziom ekspresji badanych genów oznaczano za pomocą łańcuchowej reakcji 

polimerazy w czasie rzeczywistym (ang. real-time polymerase chain reaction, real-time 

PCR, qPCR). Reakcje przeprowadzano w probówkach cienkościennych 

przeznaczonych do PCR wykonanych z polipropylenu w objętości końcowej 12,5 µl, 

z wykorzystaniem zsyntetyzowanego cDNA, starterów specyficznych dla badanych 

genów (Tabela 2) i zoptymalizowanego zestawu QuantiFast
®
 SYBR Green PCR 

(Qiagen).  

Skład mieszaniny reakcyjnej do amplifikacji transkryptów wybranych genów 

w przeliczeniu na jedną próbę był następujący: 

6,25 µl mieszaniny 2× QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix 

+ 1,25 µl mieszaniny starterów [stężenie końcowe każdego startera dla badanych genów 

wynosiło 1 µM, dla PBGD 0,75 µM] 

+ 3,75 µl wody wolnej od nukleaz 

+ 1,25 µl cDNA 

Profil reakcji qPCR: 

1. Denaturacja wstępna 95ºC, 5 minut 

2. Denaturacja 95ºC, 10 sekund  

3. Przyłączenie starterów i synteza nici komplementarnej 60ºC, 30 sekund   

4. Analiza krzywej topnienia produktów reakcji w celu zweryfikowania specyficzności 

reakcji obejmująca podgrzanie produktów reakcji z 70ºC do 95ºC i ciągłą analizę 

zmiany fluorescencji. 

Każdorazowo przy ustalaniu poziomu monocytarnej ekspresji badanych genów 

w każdej reakcji stosowano kontrolę negatywną bez cDNA oraz kalibrator w celu 

skorygowania rozbieżności powstających pomiędzy przeprowadzanymi z osobna 

reakcjami. Za kalibrator posłużył cDNA pozyskany z hodowanych in vitro pierwotnych 

synowiocytów typu B. Reakcje wykonano w dwóch powtórzeniach. 

Reakcje qPCR przeprowadzano przy użyciu aparatu Rotor-Gene 6000 (Corbett 

Research) i oprogramowania Rotor-Gene 6000 Series Software 1.7. 

Przy projektowaniu par starterów unikano wyboru miejsc hybrydyzacji starterów 

z mogącymi wystąpić polimorfizmami pojedynczego nukleotydu. Startery tworzące 

parę przyłączały się w różnych eksonach lub na ich łączeniu.   

 40 cykli 
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Tabela 2. Charakterystyka starterów użytych do reakcji qPCR 

CAV1 NM_001753 Sensowny (ekson 2) Antysensowny (ekson 3) 

sekwencja (5’→3’) GACCCTAAACACCTCAAC AACCAGTATTTCGTCACAG 

temperatura topnienia 58,7ºC 59ºC 

długość produktu 134 pz 

  

PBGD NM_000190 Sensowny (ekson 11) Antysensowny (ekson 12/13) 

sekwencja (5’→3’) GCCAAGGACCAGGACATC TCAGGTACAGTTGCCCATC 

temperatura topnienia 62ºC 60,4ºC 

długość produktu 160 pz 

  

Src NM_005417 Sensowny (ekson 2) Antysensowny (ekson 3) 

sekwencja (5’→3’) GACCTGTCCTTCAAGAAAG GGATGTAGCCTGTCTGTC 

temperatura topnienia 59,3ºC 60,6ºC 

długość produktu 103 pz 

   

Nck2 NM_001004720 Sensowny (ekson 1) Antysensowny (ekson 2) 

sekwencja (5’→3’) CCCTCGTGAAGAACCTGAAG CACATAGGCGAACTTGACGA 

temperatura topnienia 64,2ºC 64,2ºC 

długość produktu 173 pz 

   

RhoA NM_001664.2 Sensowny (ekson 3) Antysensowny (ekson 4) 

sekwencja (5’→3’) CAGAAAAGTGGACCCCAGAA TGCCTTCTTCAGGTTTCACC 

temperatura topnienia 60,2ºC 58ºC 

długość produktu 147 pz 

   

CCL2 NM_002982 Sensowny (ekson 2) Antysensowny (ekson 3) 

sekwencja (5’→3’) AGAAGAATCACCAGCAGCAAGT GGAATCCTGAACCCACTTC 

temperatura topnienia 61,5ºC 61,7ºC 

długość produktu 102 pz 
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3.2.5. Obliczenie względnej ekspresji badanych genów 

Do określenia względnej ekspresji genów zastosowano metodę opartą na 

tworzeniu krzywej standardowej dla każdej pary użytych starterów z osobna [167]. 

Krzywe standardowe wygenerowano na podstawie qPCR dla pięciu 

sześciokrotnych rozcieńczeń mieszaniny losowo wybranych prób cDNA, 

odpowiadających zakresowi spodziewanych poziomów ekspresji badanych genów. 

Wydajność reakcji, oceniana jako przyrost produktu po każdym jej cyklu, została 

wyliczona automatycznie w oparciu o nachylenie krzywej standardowej wg wzoru: 

 

 𝑦𝑑𝑎𝑗𝑛𝑜ść [%] = (10
(−

1

𝑛𝑎𝑐ℎ𝑦𝑙𝑒𝑛𝑖𝑒 𝑘𝑟𝑧𝑦𝑤𝑒𝑗 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑜𝑤𝑒𝑗
)
− 1)×100% 

Analizy wyników dokonano za pomocą oprogramowania Rotor-Gene 6000 Series 

Software 1.7 oraz programu Excel 2010. 

Ekspresję badanych genów normalizowano względem poziomu ekspresji genu 

referencyjnego PBGD stanowiącego kontrolę endogenną. Wyniki ekspresji genów 

w komórkach CD14
+
 odnoszono dodatkowo do ustalonego kalibratora.  

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

Synowiocyty typu B pozyskano w wyniku założenia hodowli pierwotnej 

komórek obecnych w płynie stawowym pobranym od chorych na RZS według 

dostępnego protokołu [168]. Wysięk stawowy aspirowano ze stawów kolanowych do 

sterylnych probówek z EDTA, następnie rozcieńczano buforem PBS w proporcji 1:2 

i wirowano 10 minut przy prędkości 1500 rpm w temperaturze pokojowej. Osad 

zawieszano w pożywce Eagle’a zmodyfikowanej przez Dulbecco (ang. Dulbecco's 

modified Eagle medium, DMEM) z 10% zawartością bydlęcej surowicy płodowej oraz 

dodatkiem antybiotyku i antymykotyku (10000 U penicyliny/ml, 10 mg 

streptomycyny/ml i 25 μg amfoterycyny B/ml) i inkubowano 24 godziny. Następnego 

dnia odmywano nieadherentne leukocyty wielojądrzaste, limfocyty i monocyty, 

pozostawiając adherentne makrofagi i kolonie formujące synowiocyty typu B 

i hodowano w sterylnych, wentylowanych butelkach T-flask, na pożywce DMEM 

z 10% zawartością bydlęcej surowicy płodowej i dodatkiem antybiotyku-antymykotyku 

w 37ºC w atmosferze wzbogaconej 5% CO2 o 100% wilgotności.  

Z uwagi na fakt, że makrofagi/monocyty wykazują większą oporność na działanie 

trypsyny, zazwyczaj średnio po 3-4 pasażu synowiocyty typu B są dominującą, 

względnie jednorodną populacją komórek [67, 70]. FLS pozyskane z płynu stawowego 

są morfologicznie bardzo podobne do fibroblastów pochodzących z błony maziowej. 

Wykazują również inne cechy fibroblastów pozyskanych z błony maziowej i jest 

wysoce prawdopodobne, że reprezentują subpopulację fibroblastów, które się od niej 

oderwały [42]. 

 

3.2.7. Ocena cytometryczna komórek 

Komórki uzyskane z hodowli pierwotnej poddawano bezpośredniej reakcji 

z zestawem przeciwciał monoklonalnych znakowanych fluorochromem (Tabela 3). 

Dodatkowo wykonano kontrolę izotypową. 

Tabela 3. Przeciwciała wykorzystane do oceny cytometrycznej komórek 

Symbol 

przeciwciała 
Fluorochrom Klon Źródło 

CD14 Pe MφP9 Becton Dickinson (345785) 

CD163 APC 215927 R&D (FAB1607A) 

CD45 APC-Cy7 2D-1 Becton Dickinson (348815) 
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Komórki inkubowano z przeciwciałami w temperaturze pokojowej przez 20 minut bez 

dostępu światła. Następnie dodano około 500 µl roztworu lizującego (FACS lysing 

solution, Becton Dickinson) w rozcieńczeniu 1:10 i ponownie inkubowano 10 minut 

w ciemności. Komórki dwukrotnie przepłukano w roztworze PBS wirując 4 minuty 

1200 × g. Osad komórek zawieszono w około 500 µl PBS i poddano akwizycji 

w cytometrze przepływowym FACScan firmy Becton Dickinson. Każdorazowo 

zbierano 30000 komórek. 

3.2.8. Analiza ekspresji CAV1 w synowiocytach typu B 

Zdolność wyhodowanych in vitro synowiocytów typu B do ekspresji genu CAV1 

sprawdzono jakościowo za pomocą reakcji PCR. 

Reakcja PCR 

Skład mieszaniny reakcyjnej w przeliczeniu na jedną próbkę: 

3,1 µl wody wolnej od nukleaz 

5 µl mieszaniny DreamTaq PCR Master Mix 2× z dodatkiem obciążacza (Fermentas) 

0,4 µl mieszanina starterów (5 µM startera sensownego + 5 µM startera 

antysensownego)  

1,5 µl cDNA  

Profil reakcji: 

1. Denaturacja wstępna 95ºC, 3 minuty 

2. Denaturacja 95ºC, 30 sekund 

3. Przyłączenie starterów 60 ºC, 30 sekund  35 cykli 

4. Synteza nici DNA 72ºC 30 sekund 

5. Synteza końcowa 72ºC 10 minut 

Rozdział elektroforetyczny: 

Rozdział elektroforetyczny przeprowadzono w 2% żelu agarozowym z dodatkiem 

barwnika dla kwasów nukleinowych Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics 

Europe) w buforze 1× TBE przy napięciu 100 V w obecności markera wielkości mas 

100 pz DNA Ladder (Fermentas).  

Po rozdziale żel analizowano w świetle UV i fotografowano (Ryc. 5.). Zdjęcie 

wykonano aparatem Canon PowerShot G10 za pomocą oprogramowania Gene Tools v. 

4.01 (e) (Syngene). 
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Ryc. 5. Rozdział elektroforetyczny produktów reakcji PCR. 

 1 i 2 - gen referencyjny hPBGD 

 3 - marker wielkości DNA 100 pz 

 4 i 5 – gen badany CAV1  

 

 

3.2.9. Optymalizacja warunków transfekcji siRNA 

A) W celu dobrania optymalnych stężeń odczynników do transfekcji 

synowiocytów typu B wykorzystano BLOCK-iT
TM 

Fluorescent Oligo (Invitrogen) oraz 

lipofektaminę (Lipofectamine 2000, Invitrogen). BLOCK-iT
TM 

jest znakowanym 

fluoresceiną dwuniciowym dupleksem RNA o tej samej długości, ładunku i konfiguracji 

co standardowy siRNA. Sekwencja BLOCK-iT
TM 

nie jest homologiczna do żadnego 

z poznanych ludzkich genów. Naładowane dodatnio liposomy powstałe w wyniku 

połączenia lipofektaminy i siRNA pozwalają na fuzję tych kompleksów z negatywnie 

naładowanymi komórkami. 

W momencie osiągnięcia około 80% konfluencji usuwano pożywkę, komórki 

przemywano dwukrotnie jałowym buforem PBS i poddano działaniu roztworu trypsyny 

z EDTA. Gdy połączenia między komórkami zaczynały zanikać, a komórki odrywały 

się od powierzchni butelki, dodawano dwie objętości pożywki hodowlanej z surowicą w 

celu zahamowania aktywności trypsyny. Zawartość pipetowano i przelewano do 

probówki typu Falcon. Komórki wirowano przy prędkości 200 × g przez 5 minut. Po 

wirowaniu usuwano supernatant, a osad komórkowy rozbijano i zawieszano w 10 ml 

buforu PBS. W celu określenia orientacyjnej liczby żywych komórek, pobierano 50 μl 

zawiesiny komórek i mieszano z błękitem trypanu w stosunku 1:1. Komórki liczono 

przy użyciu komory Bürkera z uwzględnieniem liczby żywych komórek. 

Po określeniu średniej liczby komórek, w każdym dołku o powierzchni 9,6 cm
2
 na 

płaskodennej płytce sześciodołkowej umieszczano po 10
5
 synowiocytów zawieszonych 

w 2,5 ml pożywki DMEM. Następnego dnia pożywkę usunięto, komórki przepłukano 

pożywką Opti-MEM i dodano po 2 ml Opti-MEM (Life Technologies) na dołek. 

W osobnych probówkach do 250 µl Opti-MEM dodawano rozcieńczone siRNA 
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BLOCK-iT (stężenia końcowe: 10 nM, 100 nM i 200 nM siRNA). Do drugiej porcji 

pożywki 250 µl dodano odczynnika do transfekcji Lipofectamine®2000 (0,2% lub 

0,4% v/v). Po 5 minutach inkubacji w temperaturze pokojowej rozcieńczone siRNA 

i lipofektaminę połączono, delikatnie wymieszano i inkubowano 20 minut 

w temperaturze pokojowej w celu utworzenia kompleksów lipofektamina-kwas 

nukleinowy. Po 20 minutach do każdego dołka dodano po 500 µl powstałych 

kompleksów w różnych kombinacjach. Następnie komórki hodowano w obecności 

siRNA przez 48 godzin.  

Na podstawie wizualnej oceny intensywności emitowanej fluorescencji zależnej od 

wydajności transfekcji oraz tempa wzrostu badanych komórek wybrano najlepsze 

warunki, w których wyznakowany fluoresceiną BLOCK-iT wnikał do badanych 

komórek. 

 

B) W dalszej kolejności dobrano optymalną dawkę CAV1-siRNA (sc-29241, 

Santa Cruz Biotechnology) obniżającą poziom CAV1. 

Do transfekcji użyto CAV1-siRNA o stężeniu końcowym 10, 50 i 100 nM oraz takie 

same stężenia siRNA kontrolnego siRNA-A (sc-37007, Santa Cruz Biotechnology). 

Transfekcję przeprowadzono wg opisu w punkcie A. 

 

Sekwencja i lokalizacja użytego siRNA w mRNA CAV1 były następujące: 

Sensowna: 5’ AACCAGAAGGGACACACAG 3’ 

Antysensowna: 5’ CUGUGUGUCCCUUCUGGUU 3’ 

5’ EKSON1/EKSON2-starterF-EKSON2/EKSON3-siRNA-EKSON3-starterR-EKSON3 3’ 
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3.2.10. Dobór optymalnej dawki IL-1β pobudzającej ekspresję CCL2 

Ponieważ hodowane in vitro synowiocyty typu B są zdolne do spontanicznej 

produkcji cytokin jedynie przez pierwsze tygodnie hodowli, aby pobudzić w nich 

ekspresję genu CCL2, konieczne jest poddanie ich stymulacji np. IL-1β uważaną za 

czynnik odgrywający główną rolę w rozwoju stanu zapalnego błony maziowej [169]. 

W związku z powyższym synowiocyty typu B inkubowano w pożywce 

z dodatkiem IL-1β w stężeniach 0.1 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml i 10 ng/ml w celu ustalenia 

optymalnej dawki IL-1β zdolnej do pobudzenia ekspresji CCL2. Po upływie 2 godzin 

zebrano nadsącza komórkowe, w których następnie oznaczono stężenie wydzielonej 

chemokiny CCL2, komórki przemyto buforem PBS i lizowano za pomocą Trizolu, 

a następnie określono względną ekspresję CCL2 za pomocą qPCR.  

Stężenie CCL2 w nadsączach uzyskanych z hodowli eksperymentalnej 

oznaczono za pomocą testu ELISA Quantikine Human CCL2/MCP-1 Immunoassay 

(R&D) według następującego protokołu: 

Przygotowanie próbek: 

Nadsącza komórkowe zebrane po inkubacji komórek z IL-1β przechowywano 

w temperaturze -70
o
C. Po rozmrożeniu wirowano 5 minut przy prędkości 900 × g. 

Standard o stężeniu 2000 pg/ml CCL2 rozcieńczono za pomocą odczynnika Calibrator 

Diluent RD5L (1×). Pozostałe standardy przygotowano na podstawie rozcieńczeń 

wyjściowego 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 µl standardów, kontroli negatywnej i badanych nadsączy. 

Płytkę zabezpieczono przed parowaniem folią samoprzylepną a następnie inkubowano 2 

godziny w temperaturze pokojowej. 

Zawartość studzienek opróżniono i przemywano 3 razy po 400 µl buforem 

przemywającym Wash Buffer 1× dokładnie usuwając resztki buforu po każdym cyklu. 

Do każdej studzienki dodano 200 µl koniugatu i inkubowano 1 godzinę w temperaturze 

pokojowej zabezpieczając studzienki folią samoprzylepną.  

Po godzinie powtórzono cykle przemywania. 

Następnie do każdej studzienki dodano po 200 µl roztworu substratu i inkubowano 20 

minut chroniąc płytkę przed światłem.  
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Do każdej studzienki dodano roztwór hamujący reakcję, który powoduje zmianę barwy 

zawartości dołków z niebieskiego na żółty.  

Odczytu dokonano za pomocą czytnika ELx800 (BioTek) przy użyciu oprogramowania 

KCjunior™ Data Analysis przy długości fali 450 nm i fali referencyjnej w zakresie 540-

570 nm.  

Względna ekspresja transkryptu CCL2 została oznaczona za pomocą reakcji qPCR wg 

metod opisanych w punktach od 3.2.2. do 3.2.5. 

 

3.2.11. Przebieg eksperymentu badającego wpływ wyciszenia ekspresji CAV1 na 

ekspresję CCL2 

Do eksperymentów używano komórek pochodzących z 3-10 pasażu. Komórki są 

wówczas bardziej jednorodne niż w pasażu 1-2. Użyty CAV1-siRNA (h) to specyficzny 

dla CAV1 mały interferujący RNA o długości 19-25 nukleotydów. Użyty kontrolny 

siRNA–A nie posiada sekwencji homologicznej do żadnego ludzkiego mRNA.  

Komórki transfekowano zgodnie z opisem w punkcie 3.2.9. z wykorzystaniem 

CAV1-siRNA (50 nM) i kontrolnego siRNA-A (50 nM). W celu sprawdzenia 

wydajności procesu transfekcji, każdorazowo równolegle do prowadzonych transfekcji 

komórki transfekowano siRNA znakowanym fluoresceiną BLOCK-iT i oceniano 

w mikroskopie fluorescencyjnym. 

Ze uwagi na fakt, że we wstępnych doświadczeniach zaobserwowano wzrost 

ekspresji wyciszanego genu pod wpływem IL-1 β, po 48 godzinach komórki 

poddawano ponownej transfekcji. Następnie komórki transfekowane oraz 

nietransfekowane inkubowano w obecności IL-1β rozcieńczonej w Opti-MEM 

w stężeniu 1 ng/ml w celu wzbudzenia ekspresji CCL2. Równolegle inkubowano 

komórki w Opti-MEM bez dodatku IL-1β. Po upływie 2 godzin pożywkę zbierano, 

komórki lizowano Trizolem w celu izolacji RNA lub buforem RIPA służącym do 

izolacji białek. Próby przechowywano w -70
o
C do momentu wykonania analiz. 

W zebranym materiale biologicznym oceniono ekspresję CAV1 i CCL2. Eksperyment 

wykonano trzykrotnie w trzech niezależnych powtórzeniach na komórkach 

pochodzących od trzech pacjentów. 
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3.2.12. Analiza Western blotting 

3.2.12.1. Izolacja i pomiar stężenia białek 

Izolację białek przeprowadzono przy użyciu buforu RIPA. Do uzyskanego osadu 

komórkowego podawano 11,25 µl buforu RIPA i intensywnie pipetowano. Dodatkowo, 

by uchronić białka przed degradacją, dodawano 1,25 µl inhibitora proteaz (Sigma). 

Całość inkubowano na lodzie przez 60 minut a następnie wirowano 10 minut 10000 × g, 

po czym mierzono stężenie białka. Pomiaru stężenia ogólnej ilości białka 

w poszczególnych próbach dokonano metodą Bradford [170]. W metodzie tej 

wykorzystuje się zjawisko przesunięcia maksimum absorpcji roztworu barwnika – 

błękitu brylantowego Coomassie G-250 z 465 nm do 595 nm po związaniu 

z białkowymi resztami argininy, co wiąże się ze zmianą barwy z brunatnej na błękitną. 

Do oznaczenia stężenia białka dla jednej próby należało przygotować: 

- 125 µl 2 × stężonego odczynnika Bradford (Bio-Rad), 

- 123,75 µl wody ultraczystej, 

- 1,25 µl badanej próby zawierającej białko umieszczone w buforze RIPA. 

Próba ślepa zawierała 125 µl 2 × stężonego odczynnika Bradford, 123,75 µl wody 

ultraczystej i 1,25 µl buforu RIPA. 

Absorbancję mierzono na spektrofotometrze przy użyciu sterylnych kuwet UVette 

(Eppendorf). Aby wyznaczyć stężenie białka w badanych próbach, wykonano krzywą 

kalibracyjną przy użyciu szeregu rozcieńczeń surowiczej albuminy bydlęcej (ang. BSA-

bovine serum albumin). 

3.2.12.2. Rozdział elektroforetyczny białek 

Rozdział elektroforetyczny białek przeprowadzono w 12% żelu 

poliakryloamidowym z dodatkiem dodecylosiarczanu (IV) sodu wg systemu Laemmli 

[171]. Do kieszonek nakładano marker wielkości PageRuler Plus Prestained Protein 

Ladder (Fermentas), próbę zawierającą 20-30 µg białka zawieszonego w buforze RIPA, 

10 µl buforu obciążająco-denaturującego Laemmli 3× i uzupełnioną wodą ultraczystą 

do końcowej objętości 18 µl. Tak przygotowane próby denaturowano przed rozdziałem 

w 99
o
C 5 minut, chłodzono i nakładano na żel. Do pustych kieszonek nakładano 

rozcieńczony bufor obciążająco-denaturujący w celu równomiernego obciążenia 

wszystkich kieszonek, zapewniając w ten sposób prawidłowy rozdział prób. Rozdział 

prowadzono w 1× buforze glicynowym przy pomocy aparatu do elektroforezy pionowej 
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firmy Bio-Rad przez godzinę początkowo przy napięciu 100 V, następnie po przejściu 

prób przez żel zagęszczający przy napięciu 150 V.  

 

Tabela 4. Żele poliakryloamidowe do elektroforezy białek 

Składnik żelu 12% żel rozdzielający 5% żel zagęszczający 

Woda ultraczysta 2,08 ml 1,095 ml 

PAA 40% 1,44 ml 225 µl 

1 M Tris-HCl (pH 8.8) 1,2 ml - 

0,375 M Tris-HCl (pH 6.8) - 450 µl 

SDS 10% 48 µl 18 µl 

APS 10% 24 µl 9 µl 

TEMED 7,2 µl 2,71 µl 

 

 

3.2.12.3. Półsuchy transfer białek na membranę 

Na 10 minut przed końcem elektroforezy bibuły i membranę z fluorku 

poliwinylidenu aktywowaną metanolem moczono w rozcieńczonym buforze do 

transferu. Po zakończeniu rozdziału elektroforetycznego dokonano półsuchego transferu 

białek na membranę przy użyciu aparatu do transferu półsuchego. Transfer prowadzono 

przez 50 minut przy napięciu elektrycznym około 13 V i natężeniu prądu elektrycznego 

rzędu 300-400 mA. Po transferze membranę z białkami wybarwiono 0,1% roztworem 

Ponceau-S w celu uwidocznienia frakcji białek. Barwnik usunięto a membranę 

przepłukano dwukrotnie wodą ultraczystą i przecięto na wysokości 30 kDa w celu 

jednoczesnego uwidocznienia obu badanych białek. Membrany blokowano przez noc 

w 4
o
C w roztworze 5% odtłuszczonego mleka rozpuszczonego w buforze TBS-T. 
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3.2.12.4. Inkubacja z przeciwciałami 

Po blokowaniu membranę płukano trzykrotnie buforem TBS-T, a następnie 

inkubowano 2 godziny w temperaturze pokojowej z przeciwciałem I-rzędowym przeciw 

CAV1 w 2% odtłuszczonym mleku rozpuszczonym w buforze TBS-T, rozcieńczonym 

w proporcji 1:5000. Następnie membranę płukano 3 razy po 10 minut buforem TBS-T 

i inkubowano w temperaturze pokojowej z przeciwciałem II-rzędowym sprzężonym 

z peroksydazą chrzanową, rozcieńczonym w 2% odtłuszczonym mleku w proporcji 

1:20000. Część membrany z białkami o masie większej niż 30 kDa inkubowano 

z przeciwciałem przeciw β-aktynie sprzężonym z peroksydazą chrzanową 

rozcieńczonym w 2% odtłuszczonym mleku w proporcji 1:3000. Nadmiar przeciwciał 

usunięto, płucząc dwukrotnie po 10 minut buforem TBS-T oraz przez dwukrotne 5-

minutowe płukanie buforem 1 × TBS.  

Do detekcji użyto odczynników SuperWest/Femto. Do wizualizacji wyników 

wykorzystano klisze rentgenowskie niebieskoczułe. Czas naświetlania wyznaczono 

eksperymentalnie (10-60 sekund). Zmiany w ekspresji białka oceniono na podstawie 

intensywności zaczernienia kliszy, wywołanej reakcją katalizowaną przez peroksydazę 

chrzanową sprzężoną z przeciwciałem II-rzędowym (lub sprzężonym z peroksydazą 

chrzanową przeciwciałem dla β-aktyny) za pomocą oprogramowania ImageJ.  

Ilość białka normalizowano względem sygnału otrzymanego dla β-aktyny jako białka 

referencyjnego. 

 

Tabela 5. Przeciwciała wykorzystane do analizy Western blotting 

Białko Przeciwciało I-rzędowe Przeciwciało II-rzędowe 

CAV1   

21 kDa 

anty-CAV1, kozie poliklonalne 0.5 

mg/ml, peptyd C-

DELSEKQVYDAH (AP16383PU-

N, Acris)  

ośle anty-kozie poliklonalne IgG 

sprzężone z peroksydazą chrzanową 

0.4 mg/ml (sc-2033, Santa Cruz 

Biotechnology) 

β-aktyna 

43 kDa 

Actin I-19 HRP, kozie poliklonalne 

IgG sprzężone z peroksydazą 

chrzanową (sc-1616, Santa Cruz 

Biotechnology) 
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3.2.13. Analiza statystyczna wyników 

Do analizy statystycznej wykorzystano programy Excel 2010, GraphPad Prism6 

oraz STATISTICA, wersja 10.0 (www.statsoft.com). 

Dane dotyczące grup badanych przedstawiono w postaci mediany i rozstępu 

międzykwartylowego (ang. interquartile range, IQR) będącego różnicą między trzecim 

i pierwszym kwartylem. Normalność rozkładu zmiennych ciągłych dotyczących 

badanych grup sprawdzano za pomocą testu Shapiro-Wilka. W przypadku niespełnienia 

kryteriów rozkładu normalnego, do sprawdzenia różnic w obrębie trzech grup 

stosowano analizę wariancji ANOVA Kruskala-Wallis’a, a następnie wykonano analizę 

post hoc stosując wielokrotne porównania średnich rang badanych grup. Dla grup 

o rozkładach normalnych i jednorodnych wariancjach (testowanych testem Levene’a) 

stosowano analizę ANOVA z testem post hoc Tukey’a. W zależności od typu rozkładu 

zmienne ilościowe poddano analizie korelacji Pearsona lub nieparametrycznej korelacji 

rang Spearmana. 

W części doświadczalnej pracy używano jedno- lub dwuczynnikowej analizy 

wariancji (ANOVA). W celu dokonania porównań między grupami wykonano analizę 

post hoc:  

- dla porównań w odniesieniu do ustalonej grupy kontrolnej używano testu Dunnett’a,  

- dla porównań między wszystkimi grupami zastosowano test HSD Tukey’a, 

- dla wielokrotnych porównań w dwuczynnikowej ANOVA użyto testu Šídák’a. 

Wyniki istotne statystycznie oznaczono w następujący sposób: 

* 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] 

Płeć K/M 

Czas trwania choroby [lata] 

BMI [kg/m2] 

55 (8) 

37/14 

7 (8) 

25,35 (5,02) 

Schorzenia współistniejące, n (%) 

Nadciśnienie tętnicze 

Choroby tarczycy 

Hiperlipidemia 

Choroba zwyrodnieniowa stawów kręgosłupa 

Osteoporoza 

Cukrzyca 

Przewlekłe zapalenie błony śluzowej żołądka 

Zakrzepowe zapalenie żył głębokich 

Zespół cieśni nadgarstka 

Anemia 

Astma 

Choroba niedokrwienna serca 

Kamica nerkowa  

Paluch koślawy 

 

17 (33,33) 

9 (17,65) 

9 (17,65) 

5 (9,8) 

4 (7,84) 

2 (3,92) 

2 (3,92) 

2 (3,92) 

2 (3,92) 

1 (1,96) 

1 (1,96) 

1 (1,96) 

1 (1,96)  

1 (1,96) 

Przyjmowane leki 

Metotreksat, n (%) 

Dawka przyjmowanego metotreksatu [mg/tydzień] 

Glukokortykoidy, n (%) 

NLPZ, n (%) 

Sulfasalazyna, n (%) 

 

44 (86,28) 

15 (5) 

33 (64,71) 

45 (88,24) 

1 (1,96) 

Parametry laboratoryjne i kliniczne RZS 

OB (norma do 20 mm/h) 

CRP (norma do 5 mg/l) 

Liczba obrzękniętych stawów (0-28) 

Liczba bolesnych stawów (0-28) 

Aktywność choroby w skali VAS lekarza [mm] 

Aktywność choroby w skali VAS pacjenta [mm] 

Ból w skali VAS [mm] 

DAS28-OB 

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

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

 

30 (24) 

12,9 (16,65) 

9 (10) 

15 (13) 

48 (37) 

58,5 (34) 

55,5 (42)  

6,25 (1,83) 

 

 

O ile nie wskazano inaczej, dane przedstawiają medianę (IQR). 

VAS – wizualna skala analogowa, OB – odczyn Biernackiego, CRP - białko C-reaktywne, BMI – 
wskaźnik masy ciała (ang. body mass index) 
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Tabela 7. Charakterystyka grupy chorych na ChZS 

Chorzy na ChZS 

Wiek [lata], mediana (IQR) 

Płeć K/M 

62 (5) 

9/2 

Choroba zwyrodnieniowa, n (%) 

- kręgosłupa 

- stawów kolanowych 

- stawów biodrowych 

 

9 (81,81) 

2 (18,18) 

1 (9,09) 
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4.2. Ocena ekspresji wybranych genów w komórkach CD14
+
 

4.2.1. Analiza względnej ekspresji transkryptu genów Nck2, RhoA, Src i CAV1 

w komórkach CD14
+
 u chorych na RZS, grupie kontrolnej oraz u chorych na 

chorobę zwyrodnieniową stawów 

 Ekspresję badanych genów w monocytach CD14
+
 oceniono za pomocą reakcji 

qPCR i normalizowano względem genu referencyjnego PBGD oraz ustalonego 

kalibratora. Wyniki wyrażone w postaci logarytmów dziesiętnych przedstawiają Tabela 

8 oraz Ryciny 6-9. 

Tabela 8. Względne poziomy transkryptów badanych genów w monocytach CD14
+
 

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

lo
g

[S
rc

/P
B

G
D

] 

Minimum 

Średnia±SD  

Mediana (IQR) 

Maksimum 

1,653 

2,228±0,358 

2,224 (0,501) 

3,352 

1,083 

2,158±0,368 

2,242 (0,565) 

2,710 

1,463 

2,030±0,381 

1,834 (0,681) 

2,540 

0,239 

IQR - rozstęp międzykwartylowy, *ANOVA Kruskala-Wallisa z wielokrotnym porównaniem średnich 

rang, #ANOVA, test post hoc Tukey’a, SD - odchylenie standardowe 

 

  RZS GK ChZS p 

lo
g
[N

ck
2
/P

B
G

D
] 

Minimum 

Średnia±SD 

Mediana (IQR) 

Maksimum 

1,187 

2,109±0,420 

2,114 (0,599) 

3,136 

1,119 

1,961±0,415 

2,054 (0,584) 

2,676 

0,772 

1,262±0,360 

1,206 (0,622) 

1,899 

<0,001* 

RZS vs.  

ChZS 
 

<0,001* 

GK vs. 

ChZS 

lo
g
[R

h
o
A

/P
B

G
D

] 

Minimum 

Średnia±SD  

Mediana (IQR) 

Maksimum 

1,849 

2,270±0,240 

2,258 (0,382) 

2,836 

1,826 

2,475±0,324 

2,518 (0,388) 

3,022 

1,699 

2,088±0,217 

2,088 (0,165) 

2,491 

0,001# 

RZS vs. 

GK 
 

<0,001# 

GK vs. 

ChZS  

lo
g

[C
A

V
1

/P
B

G
D

] 

Minimum 

Średnia±SD 

Mediana (IQR) 

Maksimum 

0,163 

2,631±0,791 

2,590 (0,752) 

4,897 

1,314 

2,475±0,478 

2,449 (0,516) 

3,721 

1,984 

2,547±0,295 

2,473 (0,362) 

3,028 

 

0,458 
 



 

58 
 

 

Ryc. 6. Względna ekspresja genu Nck2 na poziomie transkryptu w monocytach 

CD14
+
 u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobę 

zwyrodnieniową stawów (ChZS). Różnice pomiędzy średnimi rang określono testem 

nieparametrycznym ANOVA Kruskala-Wallis’a, a następnie przeprowadzono 

wielokrotne porównania średnich rang badanych grup. 

 

Ryc. 7. Względna ekspresja genu RhoA na poziomie transkryptu w monocytach 

CD14
+
 u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobę 

zwyrodnieniową stawów (ChZS). Rozkłady zmiennej porównano testem 

jednoczynnikowej ANOVA, a następnie dokonano porównań par średnich testem post 

hoc Tukey’a.  

RZS vs. ChZS p<0,001 
GK vs. ChZS p<0,001 

RZS vs. GK p=0,001  
ChZS vs. GK p<0,001 
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Ryc. 8. Względna ekspresja genu Src na poziomie transkryptu w monocytach 

CD14
+
 u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobę 

zwyrodnieniową stawów (ChZS). Rozkłady zmiennych porównano testem 

jednoczynnikowej ANOVA. 

 

 

Ryc. 9. Względna ekspresja genu CAV1 na poziomie transkryptu w monocytach 

CD14
+
 u chorych na RZS, w grupie kontrolnej (GK) oraz u chorych na chorobę 

zwyrodnieniową (ChZS). Różnice pomiędzy średnimi rang określono testem 

nieparametrycznym ANOVA Kruskala-Wallisa. 

  

p=0,239 

p=0,458 
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4.2.2. Analiza korelacji między względnymi poziomami transkryptu badanych 

genów w badanych grupach  

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

Tabela 9. Analiza korelacji między względnymi poziomami transkryptu badanych 

genów we wszystkich badanych grupach ( ) oraz tylko w grupie chorych na RZS 

( ). 

CAV1 
ρ Spearmana=-0,209 

p=0,142 

ρ Spearmana=0,353 

p=0,011 

ρ Spearmana=0,012 

p=0,936 

ρ Spearmana=-0,087 
p=0,369 

Src 
ρ Spearmana=0,015 

p=0,915 
r Pearsona=0,300 

p=0,032 

ρ Spearmana=0,154 

p=0,110 

ρ Spearmana=0,442 

p<0,001 
Nck2 

ρ Spearmana=0,223 

p=0,116 

ρ Spearmana=0,062 

p=0,524 

r Pearsona=0,046 

p=0,634 

ρ Spearmana=0,227 

p=0,017 
RhoA  

 

 

Ryc. 10. Graficzna prezentacja zależności między względnymi poziomami 

transkryptu badanych genów w monocytach CD14
+
 we wszystkich badanych 

grupach. Naniesione punkty przedstawiają dane surowe odpowiadające logarytmom 

dziesiętnym względnych poziomów ekspresji ustalonych za pomocą qPCR. 
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Ryc. 11. Graficzna prezentacja zależności między względnymi poziomami 

transkryptu badanych genów w monocytach CD14
+
 u chorych na RZS. Naniesione 

punkty przedstawiają dane surowe odpowiadające logarytmom dziesiętnym względnych 

poziomów ekspresji ustalonych za pomocą qPCR. 
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4.2.3. Analiza ekspresji transkryptu CAV1 w synowiocytach typu B oraz 

w monocytach 

Analizując wyniki uzyskane w reakcji qPCR dostrzeżono znaczną różnicę 

w ekspresji CAV1 w monocytach CD14
+
 w porównaniu z poziomem ekspresji obecnym 

w synowiocytach. Ekspresja CAV1 w materiale pozyskanym z synowiocytów typu B 

(4,027±0,254) była znacznie wyższa (p<0,001) niż w monocytach (-0,194±0,279).  

 

 

Synowiocyty typu B Monocyty CD14+
-2

0

2

4

6

lo
g

 [
C

A
V

1
/P

B
G

D
]

 

Ryc. 12. Porównanie ekspresji CAV1 na poziomie transkryptu w monocytach 

i synowiocytach pozyskanych od osób chorych na RZS. A) Prezentacja przyrostu 

fluorescencji w trakcie qPCR. B) Znormalizowana względna ekspresja mRNA CAV1 

w obu typach komórek. Wykres przedstawia średnie zlogarytmowane wartości 

ekspresji±SD. Test t-Studenta, n=6, p<0,001.  

A) 

Synowiocyty typu B Monocyty 

B) 
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4.3. Analiza korelacji między względnymi poziomami transkryptu badanych 

genów a klinicznymi i laboratoryjnymi markerami aktywności RZS 

Na podstawie analizy korelacji wykazano szereg zależności dotyczących 

względnych poziomów transkryptu genów Src, Nck2, RhoA oraz klinicznych 

i laboratoryjnych wskaźników aktywności RZS. Wybrane zależności przedstawia 

Tabela 9. i Ryciny 12-15. 

Tabela 10. Wyniki analizy korelacji rang Spearmana i korelacji liniowej Pearsona* 

między względnymi poziomami transkryptu badanych genów oraz klinicznymi 

i laboratoryjnymi parametrami RZS w grupie chorych 

Zmienna 1 Zmienna 2 

Współczynnik  

korelacji  p 

Nck2  
ból w skali VAS 0,361 0,019 

DAS28-OB 0,377* 0,014 

RhoA OB 0,369 0,008 

Src 
czas trwania choroby -0,283 0,045 

liczba obrzękniętych stawów 0,287 0,050 

liczba bolesnych 
stawów 

liczba obrzękniętych stawów 0,722 <0,001 

ból w skali VAS 0,433 0,004 

aktywność choroby w skali VAS wg pacjenta 0,318 0,040 

aktywność choroby w skali VAS wg lekarza 0,377 0,014 

DAS28-OB 0,779 <0,001 

liczba 

opuchniętych 
stawów 

ból w skali VAS 0,380 0,013 

aktywność choroby w skali VAS wg lekarza 0,738 <0,001 

DAS28-OB 0,810 <0,001 

ból w skali VAS 

aktywność choroby w skali VAS wg pacjenta 0,833* <0,001 

aktywność choroby w skali VAS wg lekarza 0,365 0,017 

DAS28-OB 0,561* <0,001 

aktywność 

choroby w skali 

VAS wg 
pacjenta  

aktywność choroby w skali VAS wg lekarza 0,338 0,028 

surowicze stężenie CRP 0,329 0,033 

DAS28-OB 0,508* <0,001 

aktywność 

choroby w skali 

VAS wg lekarza 

OB 0,417 0,006 

surowicze stężenie CRP 0,475 0,002 

DAS28-OB 0,653 <0,001 

DAS28-OB  
surowicze stężenie CRP 0,592 <0,001 

OB 0,549 <0,001 

OB  surowicze stężenie CRP 0,621 <0,001 
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Ryc. 13. Graficzna prezentacja zależności między bólem wyrażonym w VAS 

a względnymi poziomami transkryptu genu Nck2 w monocytach CD14
+
 u chorych 

na RZS. 
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Ryc. 14. Graficzna prezentacja zależności między DAS28-OB a względnymi 

poziomami transkryptu genu Nck2 w monocytach CD14
+
 u chorych na RZS. 
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Ryc. 15. Graficzna prezentacja zależności między wartościami OB a względnymi 

poziomami transkryptu genu RhoA w monocytach CD14
+
 u chorych na RZS. 
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Ryc. 16. Graficzna prezentacja zależności między czasem trwania choroby 

a względnymi poziomami transkryptu genu Src w monocytach CD14
+
 u chorych 

na RZS.  
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4.4. Część doświadczalna 

4.4.1. Pierwotne linie synowiocytów typu B 

W wyniku hodowli in vitro komórek obecnych w płynach stawowych 

pochodzących od chorych na RZS, po 3. pasażu uzyskano populację synowiocytów 

typu B. Komórki charakteryzowały się typowym dla fibroblastów wrzecionowatym 

kształtem oraz rosły w sposób zależny od podłoża. Analiza cytometryczna z wybranym 

zestawem przeciwciał nie wykazała ekspresji molekuł charakterystycznych dla linii 

mielomonocytarnej i leukocytów.  

 

 

 

Ryc. 17. Synowiocyty typu B uzyskane z płynu stawowego. Zdjęcie wykonane 

aparatem Sony Cyber-shot DSC-W55 w mikroskopie odwróconym Nikon ECLIPSE 

TS100 (okular 10×, obiektyw 20×/0,40). 
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4.4.2. Wyniki optymalizacji warunków transfekcji 

A) W wyniku transfekcji komórek oligomerem BLOCK-iT i oceny w mikroskopie 

fluorescencyjnym określono wydajność transfekcji.  

Intensywny sygnał fluorescencyjny emitowany głównie z jąder komórkowych niemal 

wszystkich komórek (Ryc. 19.) wskazał na wysoką wydajność transfekcji już przy 

użyciu najniższego stężenia sprzęgniętego z fluoresceiną oligomeru dsRNA (10 nM) 

oraz stężenia lipofektaminy 0,2% v/v. 

 

 

Ryc. 18. Obraz mikroskopowy synowiocytów typu B uzyskany 48 godzin po 

transfekcji BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo. Zdjęcia wykonane aparatem NIKON 

E4500 w mikroskopie fluorescencyjnym Hund Wetzlar H600 w obiektywie 40/0,65 (A) 

oraz 10/0,25 (B). Intensywny sygnał pochodzący z jąder komórkowych wskazuje na 

wysoką wydajność transfekcji synowiocytów typu B użytym znakowanym fluoresceiną 

oligomerem dsRNA (10 nM) oraz lipofektaminą (0,2% v/v). 

 

 

B) Po 48 godzinach transfekowania komórek CAV1-siRNA lub kontrolnym siRNA 

zaobserwowano ponad 90% obniżenie poziomu ekspresji CAV1 dla użytych stężeń 

siRNA (10, 50 i 100 nM) w odniesieniu do transfekcji kontrolnym siRNA (p<0,001). 

Ekspresja CAV1 w stadium potranslacyjnym jest regulowana głównie poprzez 

ubikwitynację i degradację w lizosomach, co wpływa na bardzo wolne tempo 

degradacji CAV1 [172]. Intensywność prążków uwidocznionych na kliszy 

rentgenowskiej normalizowano względem β-aktyny. Wskazano na obniżenie średnio 

o około 32%, 58% i 54% (dla kolejno użytych stężeń siRNA) poziomu białka CAV1 

(zarówno izoformy α i β) w odniesieniu do komórek transfekowanych kontrolnym 

siRNA. Do dalszych analiz używano siRNA w stężeniu 50 nM. 

  

A B 
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B)     

        
  

Ryc. 19. Optymalizacja warunków transfekcji synowiocytów. Synowiocyty typu B 

transfekowano CAV1-siRNA o stężeniu końcowym 10 nM, 50 nM i 100 nM. Względny 

poziom transkryptu CAV1 określono za pomocą qPCR normalizując wyniki względem 

genu referencyjnego PBGD (A). Metodą Western blot wykryto białko CAV1 oraz β-

aktynę użytą jako białko referencyjne. Do pomiaru densytometrycznego prążków 

wykorzystano oprogramowanie ImageJ (B). Wykres przedstawia średnie±SD. Różnice 

między średnimi analizowano za pomocą dwuczynnikowej ANOVA i testu post hoc 

Šídák’a, n=3, *** p<0,001. 

4.4.3. Wyniki optymalizacji dawki IL-1β pobudzającej ekspresję CCL2 

W wyniku analizy poziomu transkryptu CCL2 oraz oceny stężenia wydzielonej 

chemokiny CCL2 w pożywce do eksperymentu wybrano IL-1β o stężeniu końcowym 1 

ng/ml. Pod wpływem tego stężenia zaobserwowano bowiem około 139-krotny wzrost 

stężenia CCL2 w pożywce (204,46 ng/ml±5,83) w porównaniu do hodowli kontrolnej 

(p<0,001) oraz około 35-krotny wzrost na poziomie transkryptu (31,23±8,85) 

(p<0,001). Nie zaobserwowano liniowego wzrostu poziomu CCL2 w sposób zależny od 

dawki IL-1β. 
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Ryc. 20. Dobór optymalnej dawki IL-1β pobudzającej ekspresję CCL2 

w synowiocytach typu B. Dzień przed planowanym eksperymentem, na płytkach 6-

dołkowych umieszczono po 10
5
 komórek zawieszonych w pożywce DMEM bez 

dodatku surowicy. Następnego dnia komórki poddano 2-godzinnej inkubacji z IL-1β 

w dawkach 0,1 ng/ml, 1 ng/ml, 5 ng/ml i 10 ng/ml w celu ustalenia optymalnej dawki 

IL-1β zdolnej do pobudzenia ekspresji CCL2. Wykresy przedstawiają krzywą 

standardową zastosowaną w teście ELISA do wyliczenia stężenia CCL2 (A), względny 

poziom transkryptu genu CCL2 oznaczony za pomocą qPCR (B) i stężenie CCL2 

w pożywce pohodowlanej oznaczone testem ELISA (C). Różnice między średnimi 

analizowano testem ANOVA i testem post hoc Dunnett’a zaznaczając istotność 

statystyczną w stosunku do kontroli. Wykresy przedstawiają średnie±SD, n=3, * 

p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001.  
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4.4.4. Ekspresja CCL2 w odpowiedzi na zredukowaną ekspresję CAV1 

w synowiocytach typu B 

W celu sprawdzenia wpływu CAV1 na ekspresję CCL2, synowiocyty typu B 

poddano dwukrotnej transfekcji CAV1-siRNA, a następnie inkubowano 2 godziny z IL-

1β w celu wzbudzenia ekspresji CCL2. Testem ELISA oznaczono stężenie CCL2 

w pożywce po inkubacji z IL-1β. Z komórek wyizolowano RNA i białko do oceny 

ekspresji CAV1 i CCL2 technikami qPCR oraz Western blot. Zaobserwowano: 

A) obniżony o około 90% poziom transkryptu CAV1 (0,10±0,03) w komórkach 

transfekowanych CAV1-siRNA w stosunku do komórek nie poddanych transfekcji 

(1,00±0,12) (p<0,001). W stosunku do komórek transfekowanych kontrolnym siRNA 

(0,52±0,19) odnotowano około 81% spadek ekspresji CAV1 (p<0,001). Użyte startery 

pozwalały na ocenę poziomu obu wariantów mRNA genu CAV1. 

B) obniżony o około 70% poziom białka w porównaniu do komórek 

nietransfekowanych lub transfekowanych kontrolnym siRNA. Ponadto, na skutek 

inkubacji z IL-1β zaobserwowano, podobnie jak w przypadku transkryptu, około 2-

krotny wzrost poziomu CAV1, co było zgodne z wcześniejszymi doniesieniami 

o indukowanej IL-1β ekspresji CAV1 [173, 174]. Efekt ten był widoczny szczególnie 

na izoformie α. 

C) osłabiony średnio o 58,11% wzrost poziomu transkryptu CCL2 w stosunku do 

komórek niepoddanych transfekcji (1,00±0,22) (p<0,001) oraz słabszy o około 49% 

poziom transkryptu CCL2 (p<0,001) w porównaniu do komórek transfekowanych 

kontrolnym siRNA (0,82±0,23). W odniesieniu do komórek nieinkubowanych z IL-1β 

(0,10±0,07) zaobserwowano średnio około 4,23-krotny wzrost poziomu transkryptu 

w komórkach transferowanych CAV1-siRNA (0,42±0,14) w porównaniu do 10,1- 

i 8,24-krotnych wzrostów odpowiednio dla komórek nietransfekowanych 

i transfekowanych kontrolnym siRNA. 

D) średnio 7,5-krotny wzrost stężenia CCL2 w próbie kontrolnej (26,27±16,56 pg/ml) 

w stosunku do komórek nietransfekowanych (186,61±48,05 pg/ml) (p<0,001) lub 

transfekowanych kontrolnym siRNA (206,00±46,73 pg/ml) (p<0,001) oraz średnio 

6,16-krotny w komórkach transfekowanych CAV1-siRNA (191,96±16,95 pg/ml) 

(p<0,001). Nie zaobserwowano istotnego statystycznie zmniejszonego stężenia CCL2 

wydzielanego przez komórki ze zmniejszoną ekspresją CAV1. 

Barwienie błękitem trypanu nie wykazało wpływu przeprowadzonej transfekcji na 

żywotność synowiocytów. 
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Ryc. 21. Wpływ wyciszenia ekspresji CAV1 na ekspresję CCL2 w synowiocytach 

typu B. Dzień przed planowanym eksperymentem, na płytkach 6-dołkowych 

umieszczono po 10
5
 komórek zawieszonych w pożywce DMEM bez dodatku surowicy. 

Następnego dnia część komórek transfekowano CAV1-siRNA lub kontrolnym siRNA. 

Po 48 godzinach hodowli komórki poddawano ponownej transfekcji. Następnie 

inkubowano je z IL-1β w celu pobudzenia ekspresji CCL2. Poziom transkryptu CAV1 

w komórkach oceniono za pomocą qPCR (A) oraz Western blot (B). Poziom 

transkryptu CCL2 oceniono za pomocą qPCR (C) a testem ELISA oznaczono poziom 

wydzielonego do pożywki białka (D). Wykresy przedstawiają średnie±SD 

z doświadczeń wykonanych na każdej z trzech linii w co najmniej trzech niezależnych 

powtórzeniach. Różnice między średnimi analizowano za pomocą testu ANOVA i testu 

post hoc Tukey’a. ** p<0,01, *** p<0,001.  
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5. DYSKUSJA 

W pierwszej części pracy określono poziomy transkryptów genów Nck2, RhoA, 

Src i CAV1 w monocytach CD14
+
. O wyborze tej populacji komórek zdecydował jej 

istotny udział w patogenezie przewlekłego procesu zapalnego występującego w RZS 

[102]. 

Funkcje cytoszkieletu aktynowego są bardzo zróżnicowane. Wiele doniesień 

ukazuje jedynie jego funkcjonalną rolę, bez wskazywania konkretnych mechanizmów 

molekularnych, za pomocą których dochodzi w komórce do reakcji na dane bodźce 

[116]. Szczególnie ważną rolę cytoszkieletu aktynowego podkreśla się w aktywacji 

monocytów zachodzącej pod wpływem związania chemoatraktantów. Wiśniewski 

i wsp. wykazali, że w krwi pełnej będącej naturalnym środowiskiem monocytów, pod 

wpływem chemokiny CCL2 dochodzi do zmiany kształtu tych komórek będącej 

skutkiem aktywacji procesu polimeryzacji i depolimeryzacji aktyny oraz reorganizacji 

cytoszkieletu, które są jednymi z elementów odpowiedzi chemotaktycznej. 

Jednocześnie stwierdzono, że odpowiedź na inne chemoatraktanty, tj. MIP-1α 

i RANTES była niedostrzegalna, co może wynikać z różnic w ekspresji odpowiednich 

im receptorów będących cechą osobniczą [175].  

5.1. Ocena poziomów transkryptu wybranego zestawu genów w komórkach CD14
+
 

W wyniku przeprowadzonych badań wykazano podwyższony poziom 

transkryptu Nck2 w monocytach osób chorych na RZS. Różnica ta była istotna 

statystycznie jedynie w odniesieniu do nielicznej grupy utworzonej z chorych na ChZS. 

W związku z brakiem istotnych różnic między chorymi na RZS a osobami zdrowymi, 

nie można wnioskować o podwyższonym poziomie Nck2 jako o parametrze typowym 

dla RZS.  

Dostępna literatura nie podaje zbyt wielu informacji dotyczących poziomu 

ekspresji Nck2 w monocytach. Tym bardziej wyniki badań odnoszące się do materiału 

pozyskanego od chorych na RZS są na chwilę obecną raczej jednostkowe.  

Informacje dostępne w bazie NCBI GEO Profiles [176] wskazują na 

zwiększenie ekspresji genu Nck2 w monocytach w odpowiedzi na inkubację z LPS 

(GEO: GDS1407) [177] oraz na zmniejszenie jego ekspresji w odpowiedzi na terapię 

anty-TNF-α zastosowaną u chorych na RZS (GEO: GDS2952). W makrofagach 

pochodzących z płynów stawowych, pobranych od pięciu chorych na RZS, stwierdzono 
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podwyższony poziom ekspresji Nck2 w porównaniu do makrofagów pozyskanych 

z materiału kontrolnego (GEO: GDS3192) [178]. Wydaje się zatem, że wystąpienie 

różnicy w ekspresji Nck2 zależy w pewnym względzie od stopnia dojrzałości 

monocytów. 

Chociaż powyższe informacje pochodzą jedynie z mikromacierzy 

przystosowanych do analizy transkryptomicznej i dotyczą nielicznych prób, można 

zaobserwować pewną prawidłowość w ekspresji Nck2, która odpowiada wzorcom 

ekspresji genów charakterystycznych dla procesu zapalnego. Podobne wnioski 

nasuwają się po przestudiowaniu najnowszych wyników badań uzyskanych przez 

Thamilarasan i wsp., którzy ośmioosobowej grupie chorych na stwardnienie rozsiane 

podali octan glatirameru będący immunomodulatorem stosowanym w terapii 

stwardnienia rozsianego. Już po pierwszym dniu odnotowano istotny statystycznie 

spadek ekspresji transkryptu genu Nck2 w monocytach (p=0,017) [179], co może 

dodatkowo potwierdzać przypuszczenia o prozapalnych właściwościach białka Nck2. 

Analiza poziomu transkryptu genu RhoA wykazała istotny statystycznie niższy 

poziom mRNA u chorych na RZS w porównaniu do osób zdrowych. W odniesieniu do 

grupy chorych na ChZS poziom ten był nieznacznie wyższy.  

Na udział białek Rho w procesach charakterystycznych dla rozwoju RZS 

wskazują doniesienia o istotnej roli RhoA oraz czynników wymiany nukleotydów 

w kontrolowaniu procesu zapalnego i immunomodulacji, jak również w aktywacji [180] 

oraz proliferacji synowiocytów fibroblastycznych [181]. Ekspresja RhoA w monocytach 

CD14
+
 chorych na RZS nie była do tej pory oznaczana.  

Uzyskane wyniki nie wpisują się w ogólnie przyjęty model funkcji genu RhoA, 

w którym oprócz wymaganej aktywnej formy białka, można by również oczekiwać 

znacząco wyższych poziomów transkryptu w komórkach tak aktywnych 

w charakterystycznym dla RZS procesie zapalnym jakimi są monocyty. Lecz okazuje 

się, że poziom białka RhoA może być wyższy pomimo uzyskanych niższych poziomów 

transkryptu, co potwierdzają wyniki uzyskane przez Pu i wsp. dotyczące ekspresji RhoA 

w przerzutowym raku nerki [182]. Wydaje się, że w przypadku wystąpienia 

podwyższonego poziomu białka RhoA, zahamowanie ścieżki RhoA/ROCK ulegającej 

w monocytach aktywacji pod wpływem CCL2 może prowadzić do redukcji napływu 

monocytów do miejsc zapalnych oraz nieść korzyści w leczeniu chorób 

autoimmunologicznych i alergii [183, 184]. Ocena poziomu białka RhoA w monocytach 
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CD14
+
 u chorych na RZS okazuje się być w tym przypadku kluczowa. 

Aktywność RhoA stanowi ważny czynnik warunkujący ruch komórek. Należy 

jednak mieć na uwadze, że w przeciwieństwie do komórek, których wzrost jest 

uwarunkowany obecnością podłoża, w krążących monocytach nie powstają włókna 

naprężeniowe kontrolowane przez RhoA [117, 185]. Zatem RhoA oraz inne geny mogą 

odznaczać się odmiennym charakterem ekspresji, zależnym od rodzaju komórek. Nie 

wyklucza się jednak, że w obu przypadkach zarówno forma aktywna (związana z GTP) 

jak i nieaktywna RhoA może hamować migrację komórek na drodze zupełnie 

odmiennych mechanizmów. W przypadku formy nieaktywnej dzieje się to zgodnie 

z założeniami dotyczącymi kierunku działania białka RhoA. Natomiast zbyt aktywna 

forma może wzmagać adhezję i zakłócać polaryzację komórek, co może wpływać 

negatywnie na ich poruszanie się. Generalnie uważa się, że w przypadku migracji 

komórek musi być zachowany pewien optymalny poziom RhoA i stopień jego 

aktywacji, natomiast zmiany w morfologii komórek nie zawsze przekładają się na 

możliwość przemieszczania się komórki [186, 187]. Opinie badaczy dotyczące funkcji 

RhoA pozostają podzielone. W badaniu Heasman i wsp. komórki T z obniżoną 

ekspresją RhoA nie tworzyły szerokiego lamellipodium na komórkach śródbłonka i nie 

wykazywały cech spolaryzowania. Komórki te charakteryzował także wydłużony 

„ogon” i trudności z oderwaniem się od podłoża. Jednocześnie zasugerowano, że 

aktywacja RhoA w poszczególnych etapach diapedezy jest regulowana niezależnie 

przez różne czynniki wymiany nukleotydów w zależności od unikalnego 

mikrośrodowiska [188]. Z drugiej strony, badania przeprowadzone na komórkach 

szczurzych wykazały, że inhibicja RhoA skutkuje osłabionym ruchem komórek 

o słabszym przyleganiu do podłoża, tj. komórki T i makrofagi [189]. W obliczu tych 

doniesień ciężko jednoznacznie określić funkcję genu RhoA w kontrolowaniu ruchów 

monocytów w RZS. 

Okazuje się, że RhoA posiada dwojaką naturę również w regulacji ekspresji 

cytokin. Białko RhoA jest znane z regulacji ekspresji innych genów poprzez czynniki 

transkrypcyjne, tj. NF-κB czy ROCK (ang. Rho-associated protein kinase). Nakayama 

i wsp. przeprowadzili badania, w których wykazano zdolność RhoA do indukcji 

ekspresji cytokin zapalnych m.in. CCL2 w adipocytach 3T3-L1 [190]. Natomiast 

w neutrofilach znajdujących się w stanie spoczynku, RhoA hamuje ekspresję TNF-α 

i zależną od NF-κB ekspresję chemokin CXC i CC [191].  
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W pracy wykazano słabą, lecz istotną statystycznie zależność między 

poziomami transkryptów genów Nck2 oraz RhoA w monocytach CD14
+
 u wszystkich 

badanych osób. Być może zależność ta wynika z udziału produktów białkowych obu 

genów w podobnych procesach sterujących dynamiką cytoszkieletu aktynowego. Na 

poziomie funkcjonalnym, białka adaptorowe Nck oddziałują z różnymi molekułami 

efektorowymi i, wpływając na aktywność RhoA w szczególności poprzez 

proteasomalną degradację Nck1, uczestniczą w reorganizacji cytoszkieletu [192].  

Analiza ekspresji Src na poziomie transkryptu nie wykazała istotnych 

statystycznie różnic między analizowanymi grupami. 

W badaniu, w którym ustalano profil ekspresji genów w błonie maziowej 

pozyskanej od chorych na RZS, wykazano podwyższony poziom transkryptu Src 

w porównaniu do zdrowej tkanki (GEO: GDS1857) [193]. Przekładając to na 

aktywność jaką wykazuje białko Src, może to mieć związek ze wzmożoną angiogenezą 

[194] lub nasilonymi podziałami komórkowymi, które prowadzą do pogrubienia błony 

maziowej [195]. Brakuje natomiast analogicznych danych dotyczących poziomu 

ekspresji Src w monocytach pozyskanych od chorych na RZS. Wiadomo, że ekspresja 

kinaz tyrozynowych z rodziny Src może być indukowana czynnikami prozapalnymi 

a migracja monocytów/makrofagów do ognisk zapalnych wiąże się w dużym stopniu 

z ich wzmożoną aktywnością [54]. Src wraz z innymi białkami z rodziny Src bierze 

także udział w odpowiedzi immunologicznej i zwiększeniu produkcji cytokin 

prozapalnych w RZS [196].  

Chociaż wiadomo, że reorganizacja cytoszkieletu jest w sposób bezpośredni 

zależna od kinaz Src, jednocześnie opisuje się działający w drugą stronę układ, 

w którym wszelkie zmiany w cytoszkielecie mogą decydować o przekazywaniu 

sygnałów w komórkach z udziałem Src [197]. Src wpływa w szeroko pojętym 

znaczeniu na aktywność komórek w odpowiedzi zapalnej poprzez interakcje z wieloma 

receptorami i ligandami, a poprzez regulację zmian w cytoszkielecie aktynowym 

dopasowuje zmiany morfologiczne w zależności od otrzymanego sygnału prowadząc do 

fagocytozy, chemotaksji bądź adhezji makrofagów [134]. Kumar i wsp. wykazali, że 

aktywna forma Src w prawidłowych monocytach warunkuje ich chemotaksję wywołaną 

m.in. rozpuszczalną selektyną E [198] lub RANK [199]. Zatem wyższy poziom 

ekspresji Src wraz z towarzyszącą wzmożoną aktywnością tego białka mógłby 
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w pewnym stopniu wskazywać na aktywację monocytów obecnych w świetle naczyń 

krwionośnych jeszcze zanim doszłoby do diapedezy. 

Wiele chorób zapalnych zależy w dużym stopniu od aktywacji makrofagów 

a zahamowanie aktywności Src może się okazać korzystne w schorzeniach mających 

z nimi związek [134]. Chociaż etiologia RZS wciąż pozostaje nieznana, wyniki 

ostatnich badań upatrują w osteoklastach potencjalny cel terapeutyczny a zahamowanie 

napływu ich komórek prekursorowych - monocytów oraz ograniczenie ich aktywności, 

m.in. poprzez modyfikację ścieżek sygnałowych zależnych od Src, może dodatkowo 

zapobiec niszczeniu tkanki kostnej, stanowiąc tym samym nowe podejście w terapii 

przeciwko RZS. Pomimo wyraźnego udziału Src w migracji monocytów, wciąż nie 

wyjaśniono czy katalityczna aktywacja Src jest również niezbędna do funkcjonowania 

osteoklastów powstających z monocytów [199, 200].  

Wykazano również słabą, lecz istotną statystycznie zależność poziomu 

transkryptu Src od RhoA w grupie chorych na RZS. Na poziomie funkcjonalnym białek 

stwierdzono, że aktywowana przez integryny kinaza Src przyczynia się do hamowania 

aktywności Rho poprzez fosforylację i aktywację białka przyspieszającego hydrolizę 

GTP– p190RhoGAP [201]. Analiza ta nie uwzględniała jednak poziomów ekspresji Src 

i RhoA, a niejednoznacznie określona rola RhoA w migracji komórek uniemożliwia 

interpretację tej zależności.  

W niniejszej pracy wykazano podwyższony poziom monocytarnej ekspresji 

genu CAV1 u chorych na RZS. Uzyskany wynik, choć nieistotny statystycznie, może 

mieć związek z prozapalnym charakterem tego genu.  

Przy oznaczaniu ekspresji CAV1 w komórkach krwi początkowo podważano 

celowość takich badań. Podczas gdy jedno z doniesień naukowych mówi o braku 

ekspresji kaweolin w komórkach krwi osób zdrowych [202], ostatecznie ustalono, że 

CAV1 ulega ekspresji tylko w komórkach linii mieloidalnej (m.in. w granulocytach 

i monocytach) a nie limfoidalnej, z jednoczesnym ustaleniem wyjątków dla komórek 

układu odpornościowego w zależności od stanu aktywacji i dojrzałości komórki jak to 

ma miejsce w przypadku białaczki z komórek T [203]. W rzeczywistości okazuje się, że 

CAV1 ulega ekspresji w monocytach, ale poziom ten jest znacznie niższy niż 

w synowiocytach pozyskanych od chorych na RZS, co wykazano dodatkowo 

w niniejszej pracy. Może to mieć związek z nadzwyczaj licznymi kaweolami 

obserwowanymi głównie w komórkach śródbłonka, mięśni gładkich naczyń 
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krwionośnych, adipocytach i fibroblastach [203, 204]. 

Dotychczasowe badania wskazują istotny udział podwyższonego poziomu 

CAV1 m.in. w procesie różnicowania monocytów do makrofagów [205], co ma duże 

znaczenie w rozwoju procesu zapalnego w RZS. W przypadku neutrofilów obniżony 

poziom CAV1 osłabia ich mobilność [206], natomiast całkowity brak CAV1 hamuje 

napływ leukocytów oraz zmienia profil komórek T na przeciwzapalny w miażdżycy 

[207]. W komórkach śródbłonka aorty pochodzenia bydlęcego (ang. bovine aortic 

endothelial cells, BAEC) sytuacja wygląda zupełnie na odwrót. Obniżenie ekspresji 

Cav1 za pomocą siRNA powoduje w nich istotne zmiany w strukturze cytoszkieletu 

związane ze wzmożonym formowaniem się lamellipodiów, sprzyjając 

intensywniejszym ruchom migracyjnym tych komórek [208].  

Kaweole jako rodzaj tratw lipidowych, koordynują przekazywanie sygnałów. 

Odbywa się to za pośrednictwem skumulowanych w nich białek adaptorowych 

oddziałujących na kolejne molekuły sygnałowe [209]. Wydaje się, że białko CAV1 

budujące kaweole odgrywa paradoksalną funkcję w przekazywaniu sygnałów. Dzieje 

się tak ponieważ wiąże ono i hamuje aktywność wielu receptorów bądź enzymów, które 

aby ulec aktywacji tak czy inaczej muszą się najpierw znaleźć w obrębie kaweoli [155].  

Mimo że CAV1 oddziałuje z wieloma białkami koordynującymi reorganizację 

cytoszkieletu aktynowego, a w szczególności GTPazami z rodziny białek Rho, to jego 

dokładna rola w kontrolowaniu tego procesu wciąż wymaga dodatkowych wyjaśnień 

[210]. Prace dotyczące komórek nowotworowych wskazują, że CAV1 utrzymuje RhoA 

w obrębie kaweoli, a fosforylacja CAV1 na tyrozynie 14 za pośrednictwem kinazy Src 

sprzyja aktywacji RhoA. Duże znaczenie w regulacji aktywności RhoA nadaje się więc 

szczególnie izoformie α CAV1 [211].  

Obecny stan wiedzy nie określa jednoznacznie charakteru tego genu w rozwoju 

procesu zapalnego. Zgodnie z wcześniejszymi doniesieniami, w części doświadczalnej 

pracy zauważono, że IL-1β indukuje ekspresję CAV1 w synowiocytach typu B zarówno 

na poziomie transkryptu jak i białka. Podwyższony poziom mRNA CAV1 odnotowali 

również Takizawa i wsp. w fibroblastach dziąsłowych inkubowanych z IL-1β, którzy 

w wycinkach pobranych od osób z zapalną chorobą przyzębia zaobserwowali obecność 

jednojądrowych komórek układu odpornościowego, co przemawia za udziałem CAV1 

w rozwoju procesu zapalnego [212].  

O jego właściwościach prozapalnych może świadczyć również fakt, że 

stosowanie niektórych inhibitorów cyklooksygenazy 2 aktywowanej czynnikami 
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indukującymi stan zapalny wpływa na zmniejszenie ekspresji CAV1 [213].  

Catalán i wsp. wykazali silną korelację ekspresji CAV1 ze stężeniem CRP 

u osób z BMI wskazującym na nadwagę. Odnotowali również silną korelację ekspresji 

CAV1 z poziomem CCL2 w tkance tłuszczowej podskórnej i trzewnej. Okazuje się, że 

przy otyłości i insulinooporności dochodzi do przewlekłej aktywacji układu 

odpornościowego, która, podobnie jak w RZS, objawia się zaburzeniami produkcji 

cytokin, wzmożoną syntezą białek ostrej fazy i aktywacją prozapalnych ścieżek 

przekazywania sygnału [214].  

W badaniu przeprowadzonym na makrofagach pęcherzykowych z obniżoną 

ekspresją genu CFTR, którego nieprawidłowy produkt wywołuje mukowiscydozę, 

wykazano dwukrotnie wyższy poziom CAV1 kształtujący prozapalny fenotyp tych 

komórek [215]. Z drugiej strony istnieją doniesienia o obniżonym poziomie CAV1 

w komórkach o tych samych cechach, który może podtrzymywać stan zapalny 

z powodu zaburzeń w lokalizacji oksygenazy hemowej 1 [216].  

Sytuacja przedstawia się podobnie w pęcherzykowych i otrzewnowych 

makrofagach mysich, w których obniżona ekspresja Cav1 wzmaga indukowaną LPS 

produkcję cytokin prozapalnych, tj. TNF-α i IL-6 [217, 218]. 

W opozycji do przedstawionego prozapalnego charakteru CAV1 pozostają 

również wyniki badań dotyczących łuszczycy, będącej, podobnie jak RZS, przewlekłą 

chorobą zapalną wynikającą z nieprawidłowości w pracy układu immunologicznego. 

U chorych na łuszczycę wykazano bowiem znacznie niższą ekspresję CAV1 

w komórkach skóry pobranych z miejsc ze zmianami łuszczycowymi w porównaniu do 

wycinków pobranych ze zdrowych fragmentów skóry. Dodatkowo zaobserwowano 

odwrotną korelację między ekspresją CAV1 a nadmierną proliferacją keratynocytów 

oraz angiogenezą. Uznaje się, że w łuszczycy regulacja pracy komórek układu 

immunologicznego odbiega od powszechnego schematu, a obniżony poziom ekspresji 

CAV1 tłumaczy się tu wpływem niektórych interleukin, TNF-α i interferonu [219]. 

Podobny wynik uzyskano również w monocytach i neutrofilach izolowanych 

z krwi chorych na twardzinę układową [220]. U pacjentów obserwowano znaczne 

obniżenie poziomu ekspresji CAV1 również w zajętych przez chorobę płucach 

i w skórze [221]. 

Funkcje komórek warunkowane aktywnością cytoszkieletu aktynowego są 

w ostatnich latach często badanymi procesem. Trzeba jednak mieć na uwadze fakt, że 
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przylegające fibroblasty i krążące leukocyty wykazują odmienną strukturę w stanie 

spoczynku, co uniemożliwia ujednolicenie wyników badań dla obu rodzajów komórek 

[222]. Analiza ekspresji wybranych genów wyrażona poziomem transkryptu nie 

wskazuje ich związku z RZS. Rozpatrując uzyskane wyniki w kontekście aktywacji 

komórek zapalnych, tj. monocyty CD14
+
 można przypuszczać, że reorganizacja 

cytoszkieletu aktynowego, skutkująca m.in. migracją komórek i podtrzymywaniem 

przewlekłego stanu zapalnego jest uwarunkowana bądź innymi genami, bądź formą 

aktywną produktów badanych genów, które stanowią elementy szlaku przekazywania 

sygnału w komórkach. 

5.2. Analiza korelacji między względnymi poziomami transkryptu Nck2, RhoA i Src 

a klinicznymi i laboratoryjnymi markerami aktywności RZS 

W wyniku analizy korelacji wykazano słabe, lecz istotne statystycznie 

zależności między poziomami transkryptu genu Nck2 a natężeniem bólu wyrażonym 

w VAS i wskaźnikiem aktywności RZS DAS28-OB. Można tu mówić jedynie 

o pewnym trendzie w kierunku wzrastającego poziomu transkryptu genu Nck2 

towarzyszącego nasileniu wymienionych parametrów aktywności choroby, 

prawdopodobnie związanego z prozapalnym charakterem tego genu opisanym 

w rozdziale 5.1. Wymaga to jednak walidacji na znacznie większej i bardziej 

zróżnicowanej pod względem aktywności choroby grupie chorych na RZS.  

W niniejszej pracy wykazano także słabą, lecz wysoce istotną statystycznie 

zależność między poziomem transkryptu genu RhoA a OB. Znaczenie tej zależności nie 

jest jasne. O ile OB jest niezwykle wartościowym parametrem służącym do oceny 

procesu zapalnego, o tyle trudna okazuje się interpretacja takiej korelacji, zważywszy 

na obniżony poziom transkryptu RhoA w badanej grupie chorych na RZS oraz brak 

istotnej korelacji ekspresji RhoA z DAS28-OB. Dostępna literatura podaje 

występowanie korelacji ekspresji RhoA w makrofagach i komórkach T ze stopniem 

aktywności choroby w eksperymentalnym autoimmunologicznym zapaleniu nerwów 

u szczurów [189]. Inny przykład, dotyczący raka piersi, wskazuje korelację między 

poziomem ekspresji RhoA w krążących limfocytach a ekspresją oznaczoną 

w bioptatach. W związku z tym, że poziom limfocytarnego RhoA odzwierciedlał 

w dużym stopniu zmiany typowe dla miejsc zmienionych nowotworowo, autorzy tej 

publikacji zasugerowali nawet możliwość wykorzystania limfocytów jako substytutu 

bioptatów [223]. 
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W wykonanej analizie korelacji znaleziono słabą negatywną zależność między 

poziomem transkryptu Src a czasem trwania choroby. 86,28% włączonych do badania 

chorych na RZS otrzymywało metotreksat, który hamuje zapalenie i redukuje poziom 

obecnych w surowicy cytokin zapalnych [224-226]. Z drugiej strony, mając na uwadze 

fakt, że zdecydowana większość pacjentów wykazywała dużą aktywność choroby 

(71,43% chorych z DAS28-OB>5,1), przyczyna powstałej zależności może również 

tkwić w uruchamianych dodatkowo mechanizmach prozapalnych, wykorzystujących 

w większym stopniu inne kinazy tyrozynowe z rodziny Src. Właściwe byłoby zatem 

przeprowadzenie podobnego badania, skoncentrowanego na chorych na RZS, u których 

rozpoznanie byłoby na tyle świeże, że pozwalałoby na ocenę ekspresji Src przed 

podjęciem jakiejkolwiek terapii przeciwzapalnej. 

W związku z brakiem podobnych wyników w literaturze, trudno ocenić 

praktyczne znaczenie zaobserwowanych zależności. 

5.3. Analiza wpływu CAV1 na indukowaną IL-1β ekspresję CCL2 w synowiocytach 

typu B pochodzących z płynu stawowego 

Przeprowadzone doświadczenie miało na celu określenie czy CAV1 jako 

molekuła biorąca udział w przekazywaniu sygnałów wewnątrzkomórkowych wpływa 

na indukowaną IL-1β ekspresję chemokiny CCL2 w synowiocytach typu B 

pochodzących z płynu stawowego. W wyniku zmniejszenia ekspresji CAV1 za pomocą 

siRNA zaobserwowano, że w warunkach eksperymentu, istotnie statystycznie 

ograniczenie wzrostu poziomu transkryptu genu CCL2 nie przekładało się na poziom 

CCL2 wydzielonego przez synowiocyty typu B.  

Dotychczas nie opublikowano podobnych prac mówiących o zależności 

ekspresji chemoatraktantów od CAV1 w materiale pozyskanym od chorych na RZS.  

Powszechnie uważa się, że białko CAV1 wpływa hamująco na cząsteczki 

sygnałowe ze względu na możliwość hamowania aktywności kinaz [227]. Podobnie 

zakładali Li i wsp. w badaniu dotyczącym zapalenia siatkówki. Wykazano jednak, że 

u myszy z wyciszoną ekspresją CAV1, poziom chemoatraktantów będących efektorami 

szlaku transdukcyjnego TLR4, tj. CCL2, CXCL1, IL-6 i IL-1β był znacznie niższy niż 

w materiale kontrolnym. Tym samym stwierdzono, że ekspresja CAV1 może nasilać 

procesy zapalne [228] przyczyniając się do wzmożonego napływu leukocytów. Podczas 

gdy TRL1-6 są wykrywane w synowiocytach typu B, szczególnie TLR 2-4 są 

przeważającymi funkcjonalnymi TLR w tych komórkach, a staw objęty stanem 
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zapalnym oraz jego otoczenie są źródłem wielu potencjalnych ligandów TLR [229], 

które wraz z CAV1 mogą odpowiadać za ekspresję molekuł prozapalnych. 

Majkova i wsp. wykazali, że obniżenie poziomu CAV1 niemal całkowicie 

zapobiega indukcji ekspresji CCL2 pod wpływem 3,3',4,4'-tetrachlorobifenylu (PCB77) 

w komórkach śródbłonka. Wyniki te potwierdzono w warunkach in vivo w badaniu 

przeprowadzonym na myszach LDL
-/-

/Cav1
-/-

, którym podano PCB77. Podobny wzór 

ekspresji zaobserwowano także dla IL-6 zarówno na poziomie mRNA jak i białka 

obecnego w osoczu, co sugeruje, że CAV1 może być wspólnym regulatorem 

odpowiedzi zapalnej indukowanej przez toksyczne właściwości PCB77, mogącego 

zwiększać ryzyko rozwoju miażdżycy. Wykazano również, że ekspresja CCL2 

pobudzana PCB77 zachodziła w sposób zależny od kinaz aktywowanych mitogenami 

(ang. mitogen-activated protein kinase, MAPK) p38 oraz JNK (ang. c-Jun amino-

terminal kinase). Powyższe wyniki sugerują, że funkcjonalne kaweole są niezbędne do 

pobudzenia ekspresji CCL2 [230].  

Zupełnie odwrotną do prezentowanych powyżej zależności odnotowali Gardner 

i wsp. W badaniu nad hepatotoksycznością paracetamolu wykazano podwyższoną 

ekspresję CCL2 w wątrobie pozyskanej od myszy Cav-1
-/-

, co powiązano z napływem 

monocytów i indukcją procesów naprawczych sterowanych makrofagami M2 

o fenotypie przeciwzapalnym [231]. 

W mysich komórkach pęcherzykowych płuc typu 1 wykazano, że wywołany 

nadekspresją CAV1 znaczny wzrost poziomu p38MAPK jak i jej fosforylacji, a także 

wzrost poziomu NF-κB indukuje ekspresję cytokin zapalnych. Tym samym 

dowiedziono, że CAV1 jest ważnym aktywatorem procesu zapalnego [151]. Na 

podstawie badań molekularnych dotyczących obszaru promotorowego CCL2 

zidentyfikowano pewne elementy regulatorowe cis oraz czynniki trans zaangażowane 

w regulację ekspresji tego genu. Udowodniono, że dwa miejsca wiążące NF-κB 

zlokalizowane około 2,6 kpz od miejsca inicjacji transkrypcji odgrywają istotną rolę 

w indukcji transkrypcji CCL2 w odpowiedzi na IL-1β i TNF-α [98]. To wyjaśniałoby po 

części zaobserwowane w pracy zahamowanie transkrypcji CCL2 w komórkach ze 

zmniejszoną ekspresją CAV1.  

Powyższe doniesienia dotyczą jedynie modeli zwierzęcych. Analizując je można 

stwierdzić, że ekspresja genu CCL2 jest istotnie uwarunkowana ekspresją CAV1, ale 

otrzymane w niniejszej pracy wyniki nasuwają przypuszczenia, że ostateczny poziom 

CCL2 wydzielonego przez wykorzystane w pracy komórki ustalany jest na poziomie 
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procesów potranslacyjnych. W dalszych badaniach należałoby przeprowadzić podobne 

doświadczenie na synowiocytach typu B z trwale wyciszoną ekspresją CAV1 by 

sprawdzić, czy podobnie jak we wcześniejszych doniesieniach jedynie całkowity brak 

ekspresji tego genu gwarantuje zahamowanie ekspresji CCL2 pod wpływem 

induktorów. Warto byłoby również sprawdzić czy dysproporcje w poziomie transkryptu 

i wydzielonego białka CCL2 nie wynikają przypadkiem z obecności w synowiocytach 

pewnych niepoznanych dotąd regulatorów sterowanych aktywnością poszczególnych 

izoform CAV1. Chociaż już dawno sugerowano istnienie co najmniej dwóch odrębnych 

populacji kaweoli w obrębie jednej komórki warunkowanych obecnością obu izoform 

CAV1, to publikowane prace nie rozgraniczają ich funkcji [232]. Uważa się, że forma 

CAV1α jest bardziej wydajna w tworzeniu kaweoli a jej fosforylacja na tyrozynie 14 

ułatwia wiązanie zarówno induktorów jak i białek efektorowych w szlaku 

sygnalizacyjnym [148]. Z kolei CAV1β wydaje się być formą dominującą i bardziej 

stabilną w synowiocytach typu B, a w warunkach in vivo jako jedyna ulega fosforylacji 

na serynie i może być wydzielana poza komórkę. Proporcje między obiema izoformami 

mogą być regulowane na poziomie transkrypcji, a rozróżnienie ich funkcji wydaje się 

ważnym zagadnieniem w procesie regulacji wielu procesów komórkowych [233]. 

Odkrycie zjawiska interferencji RNA stało się nie tylko skutecznym narzędziem 

w poznawaniu mechanizmów biologicznych, ale dało również początek badaniom nad 

lekami nowej generacji wykorzystującym cząsteczki siRNA do wyciszania genów 

o wzmożonej ekspresji, których produkty nie są wydzielane poza komórkę a odgrywają 

kluczową rolę w patogenezie chorób. W RZS stanowi to nowe podejście w terapii, które 

zakłada długotrwałe działanie leku w dokładnie określonych stawach [65]. 

Zrozumienie mechanizmów regulujących funkcje genów biorących udział 

w patogenezie RZS może stanowić alternatywę dla leków biologicznych celujących 

w indywidualne cytokiny. Jednak obok przywrócenia równowagi w ekspresji cytokin 

pro- i przeciwzapalnych w organizmie, w proponowanych nowych strategiach leczenia 

wykorzystujących terapię genową uwzględnia się również precyzyjne celowanie 

w określone geny lub geny będące kluczowymi regulatorami wielu mechanizmów 

w komórkach istotnych w patogenezie RZS. Ostatecznie ma to na celu doprowadzenie 

m.in. do „genetycznej synowektomii”, zakłócenia przekazywania sygnału na ścieżkach 

sygnałowych istotnych z terapeutycznego punktu widzenia, hamowania angiogenezy 

i procesów związanych z degradacją macierzy zewnątrzkomórkowej [65]. 
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6. WNIOSKI 

1. Na poziomie transkryptu nie dostrzega się związku RhoA z trendem wyznaczonym 

przez aktywną postać produktu białkowego regulującą dynamikę cytoszkieletu 

aktynowego.  

2. Nie wyklucza się, że ekspresja badanych genów może być uwydatniona dopiero przy 

opuszczaniu przez monocyty światła naczynia krwionośnego. 

3. Ze względu na ograniczoną liczbę publikacji dotyczących Nck2, przeanalizowanie 

ekspresji tego genu w innych chorobach zapalnych może znacznie przybliżyć profil 

ekspresji tego genu. 

4. Przypuszcza się, że słabe zależności między względnymi poziomami mRNA genów 

Nck2, RhoA i Src a niektórymi parametrami aktywności RZS mogą mieć związek z 

prozapalnym charakterem produktów białkowych tych genów. 

5. Ograniczenie ekspresji genu CAV1 w synowiocytach typu B pochodzących z płynu 

stawowego wpływa na poziom transkryptu CCL2, ale nie decyduje o poziomie 

wydzielonego produktu białkowego. 
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7. STRESZCZENIE 

Reumatoidalne zapalenie stawów (RZS) dotyczy ok. 1% populacji i jest 

zaliczane do najczęściej występujących schorzeń autoimmunologicznych. Pod 

wpływem białek chemotaktycznych (m.in. CCL2), wydzielanych przez komórki błony 

maziowej, dochodzi do warunkowanej reorganizacją cytoszkieletu aktynowego 

aktywacji monocytów. Skutkuje to m.in. produkcją cytokin prozapalnych i ich 

napływem do stawów, napędzającym przewlekły stan zapalny błony maziowej. 

Następstwem tych procesów jest często stopniowa i nieodwracalna destrukcja stawów. 

Cele pracy obejmowały: (1) określenie względnego poziomu transkryptu genów 

Nck2, RhoA, Src i CAV1 w monocytach CD14
+
 u chorych na RZS (n=51) i porównanie 

z wynikami uzyskanymi dla grupy kontrolnej (GK, n=49) i grupy porównawczej, 

utworzonej z chorych na chorobę zwyrodnieniową stawów (ChZS) (n=11); (2) 

przeprowadzenie analizy korelacji poziomów transkryptu badanych genów 

z laboratoryjnymi i klinicznymi parametrami aktywności RZS; (3) określenie wpływu 

CAV1 na indukowaną IL-1β ekspresję genu CCL2 w synowiocytach typu B 

pochodzących z płynów stawowych pobranych od chorych na RZS.  

Względną ekspresję wybranych genów oceniono za pomocą łańcuchowej reakcji 

polimerazy w czasie rzeczywistym (qPCR). U chorych na RZS zaobserwowano 

znacznie wyższy poziom transkryptu genu Nck2 (p<0,001 vs. ChZS) oraz niższy RhoA 

(p=0,001 vs. GK). Poziomy Src oraz CAV1 były wyższe u chorych na RZS, jednak 

różnice te nie były istotne statystycznie. Ponadto znaleziono istotne statystycznie 

zależności między poziomem transkryptu Nck2 a DAS28-OB (r=0,377, p=0,014) 

i bólem wyrażonym w VAS (r=0,361, p=0,019), ekspresją RhoA a OB (r=0,369, 

p=0,008), jak również między poziomem Src a czasem trwania choroby (r=-0,283, 

p=0,045). 

W wyniku hodowli in vitro komórek obecnych w płynach stawowych uzyskano 

populację synowiocytów typu B. Ekspresję CAV1 zmniejszono przy użyciu siRNA. 

Poziom ekspresji genów CAV1 i CCL2 oceniano na poziomie transkryptu reakcją 

qPCR, poziom CCL2 mierzono testem ELISA a CAV1 metodą Western blot. 

Zmniejszenie ekspresji CAV1 osłabiło transkrypcję genu CCL2 indukowaną IL-1β 

około 2-krotnie (p<0,001) w porównaniu do komórek nie poddanych transfekcji lub 

transfekowanych kontrolnym siRNA. Poziom białka CCL2 wydzielanego przez 

stymulowane komórki nie różnił się istotnie. 
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Pomimo znalezionych zależności między poziomami mRNA badanych genów 

a niektórymi parametrami aktywności RZS, nie stwierdzono wspólnego wzoru ekspresji 

na poziomie transkryptu, charakterystycznego dla procesu zapalnego. Może to mieć 

związek z prozapalną aktywnością jedynie produktów białkowych tych genów. 

Stwierdzono, że ograniczenie ekspresji CAV1 w synowiocytach typu B pochodzących 

z płynu stawowego wpływa na poziom transkryptu CCL2, ale nie decyduje o poziomie 

wydzielonego produktu białkowego. 

 

Pojęcia kluczowe: reumatoidalne zapalenie stawów, 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-1β-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 (qPCR). 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 qPCR, 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-1β-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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