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Streszczenie

Zwiekszona neowaskularyzacja btony maziowej jest jednym z istot-
nych elementéw patomechanizmu rozwoju reumatoidalnego zapa-
lenia stawéw (RZS). Jednym z czynnikdw majacych znaczenie
w przebiegu tego procesu jest produkcja wolnych rodnikéw tleno-
wych, ktére wptywaja zaréwno na proces neowaskularyzacji, jak
i na metabolizm endotelialnych komérek progenitorowych. Zabu-
rzenia zwigzane z produkcja wolnych rodnikéw tlenowych w prze-
biegu zapalenia mogg by¢ wiec nie tylko bezposrednia przyczyng
uszkodzen obserwowanych w przebiegu RZS, lecz takze czynnikiem
wptywajacym na przebieg choroby. W niniejszej publikacji przedsta-
wiono stan aktualnej wiedzy na temat procesu neowaskularyzacji,
ze szczegdlnym omoéwieniem znaczenia potencjatu redoks.

Neowaskularyzacja btony maziowe;j
w reumatoidalnym zapaleniu stawéw

Rozwdj reumatoidalnego zapalenia stawow (RZS)
jest zwigzany ze zwiekszona waskularyzacja btony mazio-
wej. Do powstawania nowych naczyn dochodzi w wyniku
procesu angiogenezy, polegajacego na powstawaniu
nowych wtosniczek z juz istniejacych wtosowatych naczyn
krwionosnych, oraz neowaskularyzacji, polegajacej na
rozwoju naczynek krwionosnych z niezréznicowanych
endotelialnych komérek progenitorowych. Czynniki pro-
angiogenne moga by¢ produkowane i wydzielane przez wie-
le typow komaérek obecnych w btonie maziowej. Czynni-
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Increased neovascularization of synovium is a significant element
of pathogenesis of rheumatoid arthritis (RA). One of the factors
that influence the course of the pathological process is production
of reactive oxygen species which influence both the neovascular-
ization process and endothelial progenitor cells metabolism.
Abnormalities in production of reactive oxygen species in the
course of inflammation may be not only a cause of damage
observed in RA, but also one of the factors affecting the course of
disease. This publication presents the current state of knowledge
about the process of neovascularization, with particular discus-
sion of the importance of redox potential.

ki te aktywuja komorki srédbtonka, co prowadzi do
wydzielania przez nie enzymoéw proteolitycznych powo-
dujacych degradacje btony podstawnej srodbtonka oraz
macierzy pozakomoérkowej. Dochodzi do zwiekszenia
przepuszczalnosci Sciany naczynia, dzieki czemu komor-
ki srédbtonka rozpoczynaja migracje, penetrujac nowe miej-
sca. Komorki te ulegaja szybkim podziatom, kolejno
paczkujac. Po uformowaniu swiatta w obrebie paczkujacego
naczynka, komarki srédbtonka odbudowuja btone pod-
stawna, w wyniku czego tworzona jest nowa, w petni funk-
cjonalna wtosniczka [1].

Zapalenie stawéw jest zwigzane z powstawaniem
w obrebie btony maziowej naciekéw leukocytow.
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Przedtuzajacy sie proces zapalny utrwala angiogeneze, pro-
wadzgc do zwiekszenia liczby naczyn krwionosnych
w obrebie btony maziowej. Konsekwencja wzrostu
powierzchni srédbtonka jest zwiekszenie naptywu leuko-
cytéw do synovium i progresja RZS [2]. W proces migracji
leukocytow przez srodbtonek zaangazowanych jest wie-
le biatek adhezyjnych, takich jak integryny, selektyny
oraz odpowiadajace im ligandy. Do poznanych czynnikéw
proangiogennych zaliczy¢ nalezy czynniki wzrostu: czyn-
nik wzrostu srodbtonka naczyniowego (vascular endothelial
growth factor — VEGF), naskérkowy czynnik wzrostu (epi-
dermal growth factor — EGF), czynnik wzrostu hepatocytow
(hepatocyte growth factor —HGF), transformujacy czynnik
wzrostu B (transforming growth factor B — TGF-B), ptytko-
wy czynnik wzrostu (platelet-derived growth factor —
PDGF), kwasne czynniki wzrostowe fibroblastéw (acidlic fibro-
blast growth factor — aFGF); czynnik indukowany przez nie-
dotlenienie (hypoxia inducible factor — HIF); cytokiny pro-
zapalne: czynnik martwicy nowotwordw o (fumor necrosis
factor a —TNF-au), interleukiny: IL-1, IL-6, IL-15, IL-17, IL-18,
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytéw
i makrofagow (granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor — GM-CSF), czynnik stymulujacy tworzenie kolonii gra-
nulocytow (granulocyte colony-stimulating factor —
G-CSF); chemokiny: ELR+ CXC, SDF-1/CXCL12, MCP-1/CCL2,
fraktalkina/CXC3CL1; czasteczki adhezyjne: avB3 inte-
gryne, selektyne E, VCAM-1 (vascular cell adhesion mole-
cule I); proteazy, inhibitory apoptozy i stabilizatory naczyn
[1]. W dotychczasowych badaniach wykazano zwiekszone
stezenie/ekspresje wyzej wymienionych czynnikéw u cho-
rych na RZS [1, 2].

Mozliwos¢ ograniczenia angiogenezy jest coraz powszech-
niej doceniana w leczeniu RZS. Wydaje sie, ze wiele lekdw
0 tym dziataniu mogtoby zosta¢ wykorzystanych w terapii.
Zaliczy¢ tu nalezy angiostatyne, endostatyne, paklitaksel, ana-
logi fumagiliny, 2-metoksyestradiol oraz talidomid [2].

Endotelialne komérki progenitorowe

Nasilona waskularyzacja btony maziowej obserwowana
w RZS jest zwigzana z aktywacjg komarek srodbtonka
naczyn (angiogeneza) lub endotelialnych komérek pro-
genitorowych (endothelial progenitur cells — EPC) (neo-
waskularyzacja) [3]. Endotelialne komérki progenitorowe
s3 heterogenna populacja komérek. Trudno je jedno-
znacznie zdefiniowac, poniewaz ich fenotyp zalezy m.in.
od miejsca pochodzenia i stopnia dojrzatosci. Izolowane
sg one z réznych tkanek, np. szpiku kostnego, sledziony,
krwi obwodowej i pepowinowej. Charakterystyczne dla nich
jest to, ze wykazuja cechy typowe dla komoérek endotelium
(adherencja do macierzy komarkowej, wigzanie lektyny,
inkorporacja LDL), sg zdolne do réznicowania sie w komor-
ki endotelialne, wykazuja ekspresje markerdw wtasciwych
liniom komaérek hematopoetycznych oraz Srédbtonko-

wych (m.in. CD34, CD133, VEGF-R2, oraz brak ekspresji recep-
tora CD45) [4, 5]. Wyrdznia sie dwa gtowne rodzaje EPC —
wczesne oraz pozne, ktore rdéznia sie morfologia, zdolno-
Scig do proliferacji oraz stopniem przezywalnosci.

Wczesne EPC w hodowli komérkowej charakteryzuje
wrzecionowaty ksztatt, niewielka zdolnosé¢ proliferacji,
wykazuja one ekspresje endotelialnej syntazy tlenku azo-
tu (eNOS) [5], petnia przede wszystkim funkcje angiogenne,
wydzielaja cytokiny wzrostowe, takie jak VEGE Na pozio-
mie molekularnym fenotyp wczesnych EPC przypomi-
na fenotyp monocytéw (analiza proteomiczna wykazata
77-procentowa zbieznos¢) wykazuja tez ekspresje CD14 oraz
receptoréw TLR (Toll-like receptor) i czasteczek HLA
(human leukocyte antigen) [6].

Analiza proteomiczna p6znych EPC wykazuje 90-pro-
centowe podobienstwo do komérek endotelialnych. Maja
one znaczacy udziat w angiogenezie, wykazuja ekspresje
receptora angiopoetyn o aktywnosci kinazy tyrozynowej
(Tie2), eNOS, efryn [6]. W hodowli komdrkowej charakte-
ryzuje je szescienny ksztatt oraz wysoki stopien prolife-
racji. Od komérek wczesnych odréznia je réwniez brak eks-
presji markera CD14 [5].

Przebieg procesu neowaskularyzacji

Proces neowaskularyzacji polega na rozwoju naczynek
krwionosnych z niezréznicowanych EPC. Endotelialne
komorki progenitorowe powstaja w szpiku kostnym
w nastepstwie réznicowania komérek CD34+. Mobilizacja
komaérek macierzystych ze szpiku kostnego jest uzaleznio-
na od warunkéw panujacych w mikrosrodowisku szpiku
kostnego, nazywanym nisza komérek macierzystych. Naj-
silniejszy fizjologiczny czynnik mobilizujacy EPC stanowi
niedokrwienie tkanki, ktérego nastepstwem jest uwolnienie
do uktadu krazenia VEGF oraz chemokiny CXCL12, nazy-
wanej rowniez SDF-1 (stromal cell derived factor 1), silnych
czynnikéw uwalniajgcych EPC ze szpiku kostnego. Zwigk-
szone stezenie VEGF we krwi zwieksza aktywnos¢ meta-
loproteazy MMP-9, ktéra uwalnia sKitL (nazywany réwniez
czynnikiem komorek macierzystych SCL) z btonowego biatka
mKitL. Chemokina CXCL12 (SDF-1) jest czynnikiem che-
motaktycznym oddziatujacym na receptor CXCR4, warun-
kujacym ruch EPC w kierunku zwiekszajacego sie stezenia
SDF-1[7]. Dodatkowo aktywacja proteaz, takich jak elastazy,
katepsyny G oraz metaloproteazy macierzy (matrix metal-
loproteinases — MMP), ostabia powigzania pomiedzy
komaorkami podscieliska, umozliwiajac migracje EPC do
krazenia [8].

Czynnikami, ktére zwiekszaja mobilizacje EPC ze szpi-
ku kostnego, sa rowniez G-CSF, GM-CSF, erytropoetyna
(EPO), statyny, eNOS oraz wysitek fizyczny [8]. Wydaje sie,
ze duze znaczenie w procesie mobilizacji EPC ze szpiku kost-
nego ma aktywacja syntazy tlenku azotu w drodze zaleznej
od szlaku sygnatowego PI3K/Akt [8, 9].
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Uwolnione ze szpiku kostnego EPC migruja w miejsca
uszkodzenia uktadu naczyniowego. Mechanizm ich na-
prowadzania oraz réznicowania wymaga skoordynowanego
wieloetapowego procesu, obejmujacego mobilizacje,
chemotaksje, adhezje, transmigracje przez Sciane naczy-
nia, migracje w tkankach oraz ostatecznie réznicowanie [8].
Proces transmigracji EPC nie jest jeszcze w petni poznany,
jednak prowadzone do tej pory badania wskazuja, ze jest
on zwigzany z oddziatywaniem wielu biatek EPC oraz
srodbtonka. W proces ten zaangazowane sg selektyny P,
E oraz L, za posrednictwem ktérych EPC ,zaczepiaja sie”
na powierzchni komérek srédbtonka [10]. Na powierzch-
ni EPC izolowanych z krwi pepowinowej potwierdzono
ekspresje integryny LFA-1 oraz VLA-4, co potwierdza
mozliwos¢ oddziatywania EPC z ligandami dla integryn zlo-
kalizowanymi na srodbtonku (ICAM-1, ICAM-2 taczace sie
zintegryna LFA-1 oraz VCAM-113czacy sie z integryna VLA-4)
[11]. Po dotarciu EPC we witasciwe miejsce, pod wptywem
dziatania takich czynnikéw, jak VEGF, angiopoetyna 1 czy
nawet naprezenia mechaniczne i sity generowane przez
przeptyw krwi, dochodzi do zwiekszenia ekspresji genow
specyficznych dla komérek endotelialnych, a w nastepstwie
do roznicowania komérek w komorki srodbtonka oraz
powstawania nowego naczynia krwionosnego [12]. Proces
ten jest zwigzany z aktywacja czynnikéw transkrypcyjnych
p53 oraz p21. Badania wykazaty, ze ogromna role w tym
procesie odgrywa aktywnos¢ deacetylazy histonowej
(HDAC) [13].

Poniewaz wczesne EPC produkujg wieksze ilosci czyn-
nikéw wzrostu niz pézne EPC, sugeruje sie zréznicowang
role EPC w neowaskularyzacji. Weczesne EPC majg stabg zdol-
nos¢ proliferacyjna, wykazujac jednoczesnie synteze czyn-
nikéw proangiogennych, ktére moga stymulowac poten-
cjat proliferacyjny p6znych EPC, oraz aktywujac angiogeneze
komorek endotelium [5, 14].

Endotelialne komérki progenitorowe
w reumatoidalnym zapaleniu stawéw

W badaniach nad patogeneza RZS potwierdzono
udziat EPC w rozwoju tej choroby. Po raz pierwszy obec-
nos¢ komorek CD34+ wykazujgcych znaczna ekspresje
receptoréw CXCR4 oraz VEGFR-2 w btonie maziowej 0s6b
chorych na RZS wykazali Ruger i wsp. w 2004 r. [15]. W tym
samym roku podobna obserwacje, potwierdzajaca wieksza
liczbe komérek CD34+ w btonie maziowe] 0séb chorych na
RZS w poréwnaniu z osobami z grupy kontrolnej, opubli-
kowali Hiroshita i wsp. [16]. Zwiekszona liczba EPC
migrujacych do btony maziowej koreluje ze zmniejszeniem
sie liczby tych komérek krazacych we krwi obwodowej [17].
Liczba EPC krazacych we krwi pacjentéw z RZS koreluje
z aktywnoscig choroby (u 0s6b o matej aktywnosci
zblizona jest do liczby obserwowanej u 0séb zdrowych,

Reumatologia 2012; 50/5

natomiast u 0séb o wysokiej aktywnosci jest ona 2-3 razy
mniejsza niz w grupie kontrolnej) [18].

Czynnikiem wptywajacym na nieprawidtowa wasku-
logeneze u chorych na RZS moze by¢ TNF-a.. Zastosowa-
nie inhibitora TNF-a. u pacjentéw z RZS podwyzsza liczbe
EPC krazacych we krwi [18]. W terapii biologicznej z wyko-
rzystaniem infliksymabu wykazano np. silng korelacje
pomiedzy kliniczna odpowiedzia na leczenie, liczbg EPC
we krwi oraz obnizeniem DAS28 [19].

Przy stosowaniu terapii glikokortykosteroidami zaob-
serwowano podobny efekt. Po tygodniu leczenia odnoto-
wano 2-krotne zwiekszenie liczby EPC we krwi, obserwa-
qji tej towarzyszyto rowniez obnizenie aktywnosci RZS [20].
Stwierdzane w RZS zmniejszenie liczby EPC w krazeniu
moze by¢ zwigzane z ich nasilong migracja do stawu. Ponie-
waz obnizenie liczby EPC we krwi w zwigzku z nasilong
migracja do stawu nie moze byé skompensowane, procesy
neowaskularyzacji moga by¢ wigzane nie tylko z nasilong
waskularyzacja btony maziowej, lecz takze z podwyzszo-
nym ryzykiem wystapienia choréb uktadu sercowo-naczy-
niowego towarzyszacych RZS [21].

Wolne rodniki tlenowe
i zapalenie stawow

Metabolizm komérek w tkankach stawu podlega
ztozonej wielowymiarowej kontroli, w ktérg zaangazowa-
ne sa m.in. cytokiny, czynniki wzrostu, czynniki fizyczne, takie
jak cisnienie parcjalne tlenu, oraz wolne rodniki (reactive
oxygen species — ROS). W chorobach reumatycznych,
takich jak RZS oraz choroba zwyrodnieniowa, wykazano
zwiekszong produkcje ROS. Chondrocyty w odpowiedzi na
dziatanie mediatoréw procesu zapalnego, czynnikéw
immunomodulacyjnych, obnizonego ci$nienia parcjalne-
go tlenu lub uszkodzeh mechanicznych produkuja zwiek-
szone ilosci ROS, gtownie rodnika nitrozylowego (NO*),
anionorodnika ponadtlenkowego (057), ktére — reagujac
z innymi czasteczkami — generuja kolejne rodniki, m.in. nad-
tlenoazotyn (ONOO-) oraz nadtlenek wodoru (H,0,) [22].

Waznym Zrodtem ROS w tkance objetej zapaleniem sa
rowniez migrujace do stawu neutrofile wytwarzajace: anio-
norodnik ponadtlenkowy (057), nadtlenek wodoru (H,0,)
oraz rodnik hydroksylowy (OH®) [23]. Produkowane
wewngtrzkomorkowo mogg powodowac zmiany potencjatu
redoks, znaczaco modulujac funkcje receptoréw, aktywnosé
enzymaow, poziom i aktywnos¢ czynnikéw transkrypcyjnych,
ekspresje gendw [23]. Wolne rodniki odpowiadajg za
modulacje procesu zapalnego poprzez aktywacje czynni-
kéw transkrypcyjnych NF-xB, AP-1 oraz szlakéw
sygnatowych MAPK [24]. Uwalniane do przestrzeni $rod-
komaorkowej powoduja uszkodzenie licznych elementéow
macierzy w wyniku degradacji proteoglikanéw oraz kola-
genu [22].
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W wielu pracach potwierdzono wptyw wolnych rodni-
kow tlenowych na procesy neowaskularyzacji oraz meta-
bolizm EPC. Wptyw ten zalezy od wytwarzanych lokalnie
ilosci ROS. Wytwarzane na niskim poziomie ROS dziataja
jak czasteczki sygnatowe i moga podtrzymywac tworzenie
naczyn w sytuacji uszkodzenia (m.in. zwiekszajac prolife-
racje, migracje, réznicowanie, przezywalnos¢ komorek
Srédbtonka i EPC oraz ekspresje w tych komérkach genéw
proangiogennych). Nadmierne wytwarzanie ROS, jak to
zachodzi w RZS, uposledza angiogeneze i neowaskulary-
zacje, m.in. powodujac przedwczesne starzenie sie i apop-
toze komorek srodbtonka oraz EPC [25].

Stres oksydacyjny a neowaskularyzacja
btony maziowej

Wiedza dotyczaca wptywu stresu oksydacyjnego na
neowaskularyzacje i angiogeneze w btonie maziowej
pacjentéw z RZS jest nadal ograniczona. Dostepnych jest
jednak wiele wynikéw badan analizujgcych wptyw stresu
oksydacyjnego na funkcje srodbtonka w innych chorobach,
np. w miazdzycy oraz cukrzycy.

Gtéwnym zrédtem ROS sag enzymy zaliczane do rodzi-
ny NADPH oksydaz. Sg to enzymy katalizujace reakcje reduk-
¢ji tlenu czasteczkowego do anionorodnika ponadtlenko-
wego (057), bedacego prekursorem kaskady reakgji
wolnorodnikowych [26]. W sktad enzymu wchodzi kilka
podjednostek: zlokalizowany w btonie komérkowej cyto-
chrom b558, ztozony z dwadch biatek gp91phox (nazywany
rowniez Nox2), oraz p22phox komponenty cytozolowe
p40phox, p47phox j pg7phox 3 takze mata GTP-aza Racl[29].

U myszy, u ktérych zahamowano ekspresje Nox2 po
incydencie niedokrwiennym, zaobserwowano zahamowana
neowaskularyzacje [27]. Wykazano rowniez, ze ekspresja
VEGF-A i proliferacja komoérek érodbtonka sa bezposred-
nio modulowane przez stezenie ROS, a w proces ten zaan-
gazowane sg zarowno Nox2, jak i Racl [28]. Stwierdzono,
ze ROS powstate w wyniku aktywnosci NADPH oksydazy
wptywaja na ekspresje selektyny E u pacjentéw z cukrzycg
po incydencie niedokrwiennym [29]. Wolne rodniki wpty-
waja na ekspresje czasteczek adhezyjnych srédbtonka
ICAM-1, VCAM-1[30] oraz selektyny P [31]. Wyniki tych i wie-
luinnych badanh potwierdzaja, ze NADPH oksydazy moga
odgrywac znaczaca role w angiogenezie [32]. Oksydaza
NADPH jest rowniez zaangazowana w migracje EPC.

Wolne rodniki moduluja wydzielanie czynnikéw che-
motaktycznych SDF-1/CXCR4 oraz IL-8/CXCR2 [25]. Che-
mokina CXCL12 (SDF-1), oddziatujgca na komorki za
posrednictwem receptora CXCR4, jest najsilniejszym czyn-
nikiem chemotaktycznym dla EPC. Badania in vitro pro-
wadzone z wykorzystaniem linii komérkowych o zablo-
kowanej ekspresji biatka Nox2 wskazaty zahamowanie
migracji EPC indukowanej przez SDF-1. W zmodyfikowanej

wersji doswiadczenia, w ktérej EPC preinkubowano
w obecnoéci nieduzego stezenia H,0,, zaobserwowano
wieksza migracje EPC i zasugerowano, ze produkowane
w wyniku dziatania NADPH oksydazy ROS moduluja
migracje EPC [33]. Indukowana przez SDF-1 polimeryzacja
aktyny oraz fosforylacja serynowo-treoninowej kinazy
Akt, zwanej réwniez kinaza B, majg istotne znaczenie
w migracji EPC [34], w komérkach z uposledzong ekspresja
NOX2 réwniez zaobserwowano istotne zahamowanie
tych proceséw [33].

Interleukina 8 jest prozapalng cytoking, ktéra réwno-
czednie moze stymulowac angiogeneze oraz jest czynni-
kiem chemotaktycznym dla EPC [25]. Oddziatujac na
receptor CXCR2, IL-8 powoduje aktywacje NADPH oksydazy
poprzez translokacje podjednostki Rac do btony komaérkowe]
[35]. Zablokowanie receptora CXCR2 hamuje migracje
EPC[36]. Sugeruje sie, ze aktywacja NADPH oksydazy przez
IL-8 w wyniku stymulacji receptora CXCR2 jest jednym z pro-
ceséw regulujacych naprowadzanie (homing) EPC [25].

Prowadzone w ostatnich latach badania genetyczne row-
niez wykazaty, ze aktywnos¢ NADPH oksydazy moze mie¢
znaczenie w patogenezie RZS. W badaniach przeprowadzo-
nych w szwedzkiej populacji, w grupie 1824 pacjentéw z RZS,
wykazano korelacje polimorfizmu pojedynczego nukleoty-
duw genie NCF4 kodujacym podjednostke p40rhox NADPH
oksydazy z niskim poziomem autoprzeciwciat anty-CCP i bra-
kiem czynnika reumatoidalnego u mezczyzn [37]. Znaczenie
funkcjonalne polimorfizméw genéw kodujacych sktadowe
NADPH oksydazy jest jednak wcigz niejasne. Wczesniejsze
doswiadczenia prowadzone na modelu zwierzecym wyka-
zaty, ze polimorfizm w obrebie genu NCFI kodujacego pod-
jednostke p47phox wigzaé mozna z wiekszym prawdopo-
dobienstwem rozwoju zapalenia stawdéw w modelu
zwierzecym [38, 39]. Wyniki doswiadczen na zwierzetach
sugeruja, ze biatka Nox sg réwniez zaangazowane w akty-
wacje limfocytow T [40, 41].

Podsumowanie

Endotelialne komérki progenitorowe biorg udziat
w patologicznym rozroscie btony maziowej w RZS. Przyczyna
nasilonej migracji EPC do btony maziowej stawu w prze-
biegu choroby moze by¢ zwiekszenie ekspresji czasteczek
adhezyjnych na powierzchni komérek srédbtonka (selek-
tyna E, ICAM-1, VCAM-], selektywna P, B;-integryna, 3,-inte-
gryna) oraz nasilona produkcja czynnikdéw chemotak-
tycznych (VEGF, SCF). Waznym czynnikiem regulujacym
ekspresje czynnikéw chemotaktycznych oraz czasteczek
adhezyjnych, a takze wptywajacym na proliferacje EPC jest
potencjat redoks. Wyniki wielu badan sugeruja, ze zabu-
rzenia zwigzane z produkcja wolnych rodnikéw tlenowych
w przebiegu zapalenia moga by¢ nie tylko bezposrednia
przyczyna uszkodzeh obserwowanych w przebiegu RZS oraz
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choroby zwyrodnieniowej, lecz moga takze wptywac na
patogeneze schorzenia. Synteza wolnych rodnikéw tle-
nowych jest zatem istotnym elementem regulujagcym
przebieg zapalenia, a nie tylko odpowiadajacym za bez-
posrednie uszkodzenia stawu.
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