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ADMA

CRP
DAS2

DDAH

DMARDs
ELISA
EPC
FITC

GM-CSF

HLA
KKr
HDL

IMT

KDR
LDL
MCP

MCP-1

MHC
MTP
NO
PE

PIP
PRMT

- asymmetric N°, N°-dimethyl-L-arginine - asymetryczna N N°-dwumetylo-L-
arginina

- grupa kontrolna zdrowych os6b
- C-reactive protein - bialko C-reaktywne
- disease activity score - wskaznik aktywnosci RZS

- N% N°-dimethyl-L-arginine dimethylaminohydrolase - dwumetyloaminohydrolaza
N, NC-dwumetylo-L-argininy

- disease-modifying antirheumatic drugs - leki modyfikujace przebieg choroby
- enzyme-linked immunoadsorbent assay - metoda immunoenzymatyczna

- endothelial progenitor cells - prekursory komorek §rédbtonka naczyniowego
- fluoroscein isothiocyanate - izotiocyjanian fluoresceiny

- granulocyte-monocyte colony—stimulating factor — czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii komérkowych granulocytéw i monocytow

- human leukocyte antigens - ludzkie antygeny leukocytarne
- klirens endogennej kreatyniny
- high density lipoproteins - lipoproteiny o duzej gestosci

- intima-media complex thickness - grubo$¢ kompleksu btony §rodkowej
1 wewnetrznej tetnic

- kinase insert domain receptor - receptor typu 2 dla VEGF
- low density lipoproteins - lipoproteiny o matej gestosci
- metacarpophalangeal joint - staw §rodrgczno-paliczkowy

- monocyte chemoattractant protein-1, chemokina uczestniczaca w adhezji monocytow
do $rodbtonka naczyniowego

- major histocompatibility complex - gtdwny uktad zgodnosci tkankowe;j
- metatarsophalangeal joint - staw §rodstopno-palcowy

- nitric oxide - tlenek azotu

- phycoerithrin — fikoerytryna

- proximal interphalangeal joint - staw migdzypaliczkowy blizszy

- protein arginine N-methylotransferases - N-metylotransferazy katalizujace
metylacje reszt L-argininy wchodzacych w sktad biatek
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SDMA

SEM

TNFa

VEGF

- ci$nienie tetnicze krwi

- reumatoidalne zapalenie stawow

- chorzy z RZS z blaszkami miazdzycowymi w tgtnicach szyjnych wspdlnych
- chorzy z RZS bez blaszek miazdzycowych w tetnicach szyjnych wspdlnych

- symmetric N°,N “-dimethyl-L-arginine - symetryczna N9 N’°-dwumetylo-L-
arginina

- standard error of the mean - btad standardowy $redniej
- tumor necrosis factor o. - czynnik martwicy nowotworu o

- vascular endothelial growth factor - srédbtonkowy czynnik wzrostu naczyn



1. WPROWADZENIE

1.1.  RZS jako przewlekla choroba zapalna stawéw

Reumatoidalne zapalenie stawoéw (RZS) jest przewlekta i postepujaca choroba stawow,
ktorej czgstos¢ szacuje si¢ na ok. 0.8—1 % populacji. RZS wystepuje 3-krotnie czgsciej u kobiet
niz u mezezyzn, za§ u ok. 80 % pacjentéw schorzenie rozpoczyna si¢ migdzy 35 a 50 r.z.
Proces zapalny obejmuje stawy, ale moze tez przebiega¢ w tzw. postaci uktadowej obejmujace;j
narzady wewngtrzne. Zapalenie toczy si¢ w blonie maziowej stawow doprowadzajac do
zniszczenia struktur stawowych. W postaci typowej choroba obejmuje symetrycznie stawy
drobne rak i stop, ale nietypowo moze rozpoczyna¢ si¢ od zajecia duzych stawoéw np.
kolanowych.

Ze wzgledu na mozliwos¢ wystgpowania ogoélnoustrojowych zmian narzadowych RZS
zaliczane jest do uktadowych choréb tkanki tacznej. Proces toczy si¢ wiele lat doprowadzajac
do deformacji stawow 1 niepetnosprawnosci, a takze powiklan uktadowych. W wyniku
obecnosci RZS spodziewany czas trwania zycia skraca si¢ $srednio o 2—7 lat. Za zwigkszona
umieralno$¢ odpowiedzialne sa przede wszystkim choroby ukladu sercowo-naczyniowego
(zwlaszcza przys$pieszony rozwoj miazdzycy), a takze infekcje, powiklania choroby 1
krwawienia z przewodu pokarmowego. Do podwyzszonej $Smiertelno$ci moze przyczyniaé si¢

takze farmakoterapia, co rozwinigto w podrozdziale 1.1.4 niniejszego opracowania.

1.1.1. Etiologia i patogeneza RZS

RZS to choroba o nieznanej etiologii. Czynnikiem inicjujacym proces zapalny jest
niezidentyfikowany antygen u os6b predysponowanych genetycznie. Do zachorowania
usposabiaja: ple¢ zenska, starszy wiek, dodatni wywiad rodzinny i naldég palenia tytoniu.
Dowodem predyspozycji genetycznej jest skojarzenie wystgpowania choroby z niektorymi
allelami kodujacymi antygeny leukocytarne (HLA, human leukocyte antigens) nalezace do
glownego ukladu zgodnos$ci tkankowej (MHC, major histicompatibility complex) klasy II.
Stwierdzono, ze allele zwiazane z obecno$cia RZS koduja identyczne lub bardzo podobne
sekwencje aminokwasow w tzw. trzecim hiperzmiennym obszarze taficucha B czasteczki HLA-
DR niezaleznie od tego, czy sekwencja ta wystepuje w obregbie czasteczki HLA-DR1, HLA-
DR4 czy HLA-Dw16. Jest to okreslane jako teoria wspolnego epitopu (shared epitope).



Uktad MHC klasy II bierze udzial w prezentacji antygendéw przez makrofagi, czym
uruchamia reakcj¢ immunologiczng zalezna od pomocniczych limfocytow T posiadajacych na
powierzchni czasteczke CD4 (limfocyty T CD4+). W procesie aktywacji limfocytow T CD4+
istotng rolg¢ odgrywa takze potfaczenie limfocytarnej molekuty powierzchniowej CD28 z jej
ligandem (B7) (tzw. kostymulacja limfocytow T); w przypadku braku w/wym. interakcji
limfocyty staja si¢ anergiczne i ulegaja apoptozie. Zaktywowane w ten sposob pomocnicze
limfocyty T CD4+ produkuja interferon v, interleukiny 2, 6, 17, czynnik martwicy nowotworu o
(TNFa) oraz czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF,
granulocyte-monocyte colony—stimulating factor). Interferon vy, interleukina 17 oraz
bezposrednie interakcje komorkowe (czgsciowo zalezne od CD69, tzw. antygenu wczesnego
pobudzenia) stymuluja monocyty, makrofagi i fibroblasty blony maziowej stawéw do generacji
interleukin 1 1 6 oraz TNFa. Poza tym interferon y wzmaga ekspresj¢ czasteczek nalezacych do
uktadu MHC klasy II w komodrkach prezentujacych antygen, a takze ekspresje¢ molekut
adhezyjnych przez $rodbtonek. Interleukina 2 stymuluje proliferacje limfocytow T, natomiast
interleukina 6 jest cytokina, ktorej efekty biologiczne nie sa ograniczone jedynie do regulacji
procesoOw immunologicznych (jak proliferacja i aktywacja limfocytow T synergistycznie z
interleuking 1 i mitogenami oraz wpltyw na dojrzewanie limfocytéw B), ale takze uruchamia
ogolnoustrojowa reakcje zapalna (w tym produkcje biatek ostrej fazy, do ktorych nalezy biatko
C-reaktywne (CRP, C-reactive protein), a takze stymuluje proliferacj¢ fibroblastow synovium.
TNFa 1 interleukina 1 sa odpowiedzialne za zwigkszona syntez¢ metaloproteinaz macierzy
pozakomorkowej przez makrofagi, monocyty, fibroblasty, komoérki wyscidtkowe maziowki
stawowej, osteoklasty i chondrocyty; ponadto hamuja produkcj¢ inhibitorow metaloproteinaz
przez fibroblasty. Limfocyty T droga kontaktowych interakcji komorkowych stymuluja takze
limfocyty B do generacji immunoglobulin o charakterze poliklonalnym, a takze czynnika
reumatoidalnego — przeciwciata reagujacego z fragmentem Fc immunoglobuliny klasy G. Rola
czynnika reumatoidalnego w patogenezie RZS nie jest jednoznacznie wyjasniona; moze on bra¢
pewien udziatl w aktywacji uktadu dopetiacza przez kompleksy immunologiczne. W maziéwce
reumatoidalnej obok pomocniczych limfocytow T CD4+ (dominujacych nad cytotoksycznymi
limfocytami T CD8+) i makrofagdéw obecne sa takze limfocyty B (w tym niektdre dojrzewajace
do stadium plazmocytdéw) oraz komodrki dendrytyczne petniace role komorek prezentujacych
antygen. Ponadto dochodzi do wzmozonego roznicowania makrofagéw w kierunku
osteoklastow w wyniku ekspresji RANK (receptor activator of nuclear factor xB) pod
wplywem TNFa i interleukiny 1 oraz jego interakcji z odpowiednim ligandem na komorkach

zrebu 1 limfocytach T.



Nalezy podkresli¢ zasadnicza role TNFa (produkowanego gtownie przez monocyty i
makrofagi, ale takze limfocyty T, B 1 fibroblasty) w mechanizmie zapalenia, gdyz mediator ten
dziata na drodze zaré6wno autokrynnej, jak i parakrynnej wzmagajac generacj¢ interleukin 1, 6 i
8 oraz GM-CSF, a takze stymuluje ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych przez proliferujace
fibroblasty maziowki stawowej. Obecno$¢ mediatoréw, ktorych zrodtem sa zaktywowane
makrofagi, limfocyty i1 fibroblasty, nasila syntezg¢ 1 ekspresje czasteczek adhezyjnych na
powierzchni komorek srodbtonka oraz generacj¢ przez nie chemokin, co przyciaga kolejne
leukocyty z krwi obwodowej do ogniska zapalnego. Szczegolna rolg odgrywa w tym procesie
interakcja migdzy CD40 (obecna na powierzchni monocytdw, makrofagéw i komorek
dendrytycznych, a takze komoérek srodbtonka) a jej ligandem (CD154) pojawiajacym si¢ na
zaktywowanych limfocytach T CD4+ (oraz komorkach srodbtonka, monocytach, makrofagach i
fibroblastach eksponowanych na cytokiny prozapalne), gdyz interakcja CD40-CD154 na
poziomie endothelium utatwia przechodzenie leukocytow z krwi do ogniska zapalenia (Monaco
1 wsp., 2002; Wagner 1 wsp., 2004). Ekspresje czasteczek adhezyjnych przez $rodbtonek
stymuluje takze interleukina 1 i interferon y. Poza tym interleukina 8 (gldwnie produkowana
przez monocyty 1 makrofagi) stanowi czynnik chemotaktyczny dla limfocytow oraz ulatwia
interakcje leukocyty—$rodbtonek. Ligandem dla czasteczek adhezyjnych sa leukocytarne
integryny, co utrwala stan zapalny w obregbie stawu. Ponadto wzrost ekspresji molekut
adhezyjnych pod wplywem mediatorow zapalenia ma miejsce rowniez w zakresie
proliferujacych komorek wyscidtkowych maziowki stawowej, co utatwia przechodzenie
komorek do ptynu stawowego.

Maziéwka stawdéw objetych zapaleniem wykazuje wzmozenie procesOw tworzenia
nowych naczyn, co jest wtorne do zapalenia, gdyz niektére cytokiny (np. interleukina 8) i
molekuty adhezyjne stymuluja angiogenezg (Walsh, 1999; Middleton i wsp., 2004). Ponadto
miejscowe obnizenie ci$nienia parcjalnego tlenu jest silnym czynnikiem zwigkszajacym
generacj¢ Srodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn (VEGF, vascular endothelial growth
factor) (Ballara i wsp., 2001). Pewne znaczenie w procesie angiogenezy przypisuje si¢ tez
wczesniej wspomnianej interakcji CD40-CD154, co ma stymulowa¢ produkcje VEGF
(Monaco i wsp., 2004). Ostatnio pojawily si¢ doniesienia o roli VEGF w rekrutacji z krwi
obwodowej pochodzacych ze szpiku kostnego tzw. krazacych prekursoréw komorek
srodbtonka naczyniowego (EPC, endothelial progenitor cells), ktore moga uczestniczy¢ w
procesie powstawania nowych naczyn w objgtej zapaleniem mazidwce stawowej (Ruger 1 wsp.,
2004; Paleolog, 2005). Zagadnienia te zostaly szerzej rozwinigte w dalszych czgéciach

niniejszej rozprawy.



Wyzej przedstawione procesy zalezne od specyficznej aktywacji limfocytow T CD4+
powoduja, ze obecny na poczatku schorzenia nieswoisty proces zapalny stawu rozszerza si¢ 1
utrwala. W dalszym ciagu nastgpuje aktywacja limfocytoéw B z produkcja poliklonalnych
przeciwcial i czynnika reumatoidalnego. Nastepnie wystepujace w wyniku tych procesow
uszkodzenie tkanek powoduje ekspozycj¢ autoantygenow 1 dalsza — juz takze nieswoista —
aktywacje limfocytow T. Pobudzane przez mediatory zapalenia komorki wySciotkowe
maziéwki stawowej oraz fibroblasty proliferuja i uczestnicza (obok makrofagéw, monocytow,
osteoklastoéw 1 chondrocytdow) w generacji enzymoOw proteolitycznych, a nastgpnie zyskuja
autonomig od stymulacji przez uktad immunologiczny i podtrzymuja procesy destrukcji stawu.

Nie jest znany antygen, ktory uruchamia powyzsza kaskadg¢ zdarzen. Wysuwane sa
hipotezy o roli niezidentyfikowanego zakazenia wirusowego (np. wirus Epsteina-Barra).
Sugeruje si¢ takze, ze pewne drobnoustroje badz ich produkty moga inicjowa¢ zapalenie przez
utatwianie ekspozycji determinant antygenowych biatek w obrgbie blony maziowej, co moze
uruchamia¢ odpowiedz immunologiczna. Alternatywna koncepcja jest krzyzowa reakcja
immunologiczna na antygeny pochodzace z bakterii Gram-ujemnych i wlasne biatka u osob
predysponowanych genetycznie.

W zwiazku ze stwierdzana w ostatnich latach wysoka specyficzno$cia przeciwciat
przeciwko cytrulinowanym polipeptydom w diagnostyce RZS, uwaza sig¢, ze moga one
odgrywac role w patogenezie choroby. Co wigcej, przeciwciata te — o ile sa obecne (u 50-70 %
pacjentow) — wyprzedzaja o wiele lat pojawienie si¢ objawdw RZS, za§ wystepuja jedynie u 1—-
2 % zdrowej populacji. W maziéwce reumatoidalnej stwierdza si¢ cytrulinowane biatka (m.in.
wioknik) tak w przestrzeni pozakomorkowej, jak 1 w cytoplazmie komodrek o morfologii
makrofagéw 1 fibroblastow (Masson-Bessiere 1 wsp., 2001). W zwiazku z powyzszym
wysuni¢to koncepcje (Klareskog i wsp., 2006b), ze u o0séb predysponowanych (obecnosé
shared epitope) w pierwszym etapie dochodzi do wytworzenia w/wym. przeciwcial po
ekspozycji na czynniki egzogenne (np. palenie tytoniu) sprzyjajace enzymatycznej konwersji do
cytruliny reszt argininy wchodzacych w sktad biatek. Wiadomo, ze czasteczki uktadu MHC
klasy II u osob z allelami predysponujacymi do RZS (obecnos$¢ shared epitope) maja taka
konformacj¢ przestrzenna, iz przeksztatcenie reszt argininy do cytruliny ok. 100-krotnie
zwigksza powinowactwo biatka do w/wym. czasteczek, co uruchamia proces prezentacji
antygenu limfocytom T CD4+, a tym samym tancuch zdarzen wiodacych do generacji
przeciwcial przeciwko cytrulinowanym biatkom (Hill i wsp., 2004). Jednakze do wystapienia
RZS niezbgdne jest dotaczenie si¢ dodatkowego czynnika (moze nim by¢ np. uraz badz

infekcja powodujace miejscowy odczyn zapalny 1 wzmozone powstawanie cytrulinowanych



bialek w obrgbie stawu), ktory w obecnosci obecnych juz wczes$niej przeciwceiat przeciwko
cytrulinowanym polipeptydom wywotuje objawy choroby. Powyzsza koncepcja, jakkolwiek
bardzo interesujaca, wymaga jednakze dalszych badan.

(na podstawie: Haynes & Fauci, 1998; Lipsky, 1998; Choy & Panayi, 2001; Lowenhoff &
Gtluszko, 2005; Klareskog i wsp., 2006a)

1.1.2. Kryteria rozpoznania RZS

Wedlug Amerykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego (American College of
Rheumatology; poprzednio American Rheumatism Association) rozpoznanie RZS ustala si¢ w
oparciu o spetnienie co najmniej 4 sposrod 7 kryteriow diagnostycznych, przy czym kryteria 1—
4 winne utrzymywaé si¢ przez nie krocej niz 6 tygodni, za$§ kryteria 2-5 musza by¢
potwierdzone przez lekarza. Nalezy podkres$la¢, ze w pewnych szczegdlnych przypadkach
nawet spetnienie jedynie 2 lub 3 kryteridow nie pozwala na jednoznaczne wykluczenie RZS.

Listg kryteridéw diagnostycznych tworza nastgpujace objawy:
1. Sztywnos$¢ poranna w stawach 1 wokot stawow, utrzymujaca si¢ co najmniej 1 godzing do
wystapienia znacznej poprawy;
2. Zapalenie 3 lub wigcej stawow (jednoczasowy obrzek lub wysigk stawowy; obecnos¢ tylko
pogrubienia ko$ci nie spetnia kryterium); uwzglednia si¢ (po kazdej ze stron ciala) stawy:

- migdzypaliczkowe blizsze (PIP, proximal interphalangeal joint)

- srodreczno-paliczkowe (MCP, metacarpophalangeal joint)

- nadgarstkowe

- fokciowe

- kolanowe

- skokowe

- §rodstopno-palcowe (MTP, metatarsophalangeal joint).
3. Zapalenie stawow reki (zapalenie co najmniej jednego ze stawow: nadgarstkowego, MCP,
PIP).
4. Symetryczne zapalenie stawow (jednoczasowo$¢ i jednoimienno$¢ obustronnych zmian
zapalnych). Obustronne zapalenie MCP, PIP i MTP spekia kryterium bez koniecznosci
zachowania absolutnej symetrycznosci.
5. Guzki reumatoidalne: guzki podskorne nad wyniostosciami kostnymi, powierzchniami

wyprostnymi lub w okolicach stawow.
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6. Obecno$¢ czynnika reumatoidalnego w surowicy (oceniana za pomoca metod, dla ktorych
odsetek wynikow falszywie dodatnich w grupie ludzi zdrowych nie przekracza 5 %).
7. Zmiany radiologiczne (nadzerki 1 osteoporoza okolostawowa na przednio-tylnych

radiogramach reki 1 nadgarstka). Obecno$¢ jedynie osteoporozy nie spetnia kryterium.

Czynnik reumatoidalny (obecny we wczesnej fazie choroby u ponad 2/3 pacjentéw) w
codziennej praktyce lekarskiej oznacza si¢ przy pomocy odczynu Waalera-Rosego. Za wartos¢
graniczng miana uwaza si¢ 1 : 160. Dodatnie miano czynnika reumatoidalnego moze wystapic¢
w starszym wieku (do 10-20 % po 65-tym r.z.), a takze u 5 % ludzi zdrowych, zwlaszcza u
krewnych chorych na RZS, co ma pewna warto§¢ prognostyczna. Niekiedy przejsciowo
pojawia si¢ po transfuzji lub szczepieniu. Ponadto czynnik reumatoidalny moze towarzyszy¢
innym schorzeniom, jak toczen rumieniowaty uktadowy, zespot Sjogrena, wirusowe zapalenie
watroby typu B, przewlekle schorzenia watroby, $roédmiazszowe wtoknienie phluc, podostre
zapalenie wsierdzia, gruzlica, kita, sarkoidoza, mononukleoza zakazna, niektore choroby
tropikalne, jak leiszmanioza, schistosomatoza, malaria, trad.

W ostatnich latach wprowadzono do diagnostyki RZS oznaczenie przeciwciat
przeciwko cytrulinowanym polipeptydom. Obecno$¢ w/wym. przeciwcial ma mniejsza czutos$¢
(50-65%) w poréwnaniu do oznaczenia czynnika reumatoidalnego, jednakze wyraznie wyzsza
specyficznos¢ (90-98%).

(na podstawie: na podstawie: Lipsky, 1998; Dell, 2004; Rindfleisch & Muller, 2005)

1.1.3. Wskazniki aktywnosci i zaawansowania RZS

Aktywno$¢ procesu zapalnego znajduje odzwierciedlenie w badaniach laboratoryjnych.
Stwierdza si¢ przys$pieszone opadanie krwinek czerwonych, podwyzszone st¢zenie biatek ostrej
fazy (w tym CRP, ceruloplazminy 1 fibrynogenu), zwigkszenie liczby ptytek krwi oraz czgsto
niedokrwisto§¢ normocytowa z powodu nieefektywnej erytropoezy. Moze wystapi¢ niewielka
leukocytoza, czasem leukopenia (wyrazna w zespole Felty’ego). Eozynofilia moze pojawiac sig
w uktadowej postaci schorzenia. Wysokie miano czynnika reumatoidalnego ma znaczenie
prognostyczne; pojawia si¢ zwykle w RZS o cigzszym przebiegu i szybciej postepujacym;
czescie] pojawiaja si¢ wowczas objawy pozastawowe. Plyn stawowy jest metny, o zwigkszonej
zawartosci biatka 1 prawidlowym lub obnizonym st¢zeniu glukozy; ilo$¢ krwinek biatych waha
si¢ zwykle w przedziale 5 000-25 000/ul; zwykle z przewaga (> 75 %) leukocytow
wielojadrowych.
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Dla oceny aktywno$ci RZS opracowano wskaznik aktywnosci choroby (DAS,s, Disease
Activity Score), ktory ocenia wytacznie aktualne nasilenie choroby. Bierze si¢ pod uwage 28
stawow: stawy migdzypaliczkowe blizsze, $rodreczno-palcowe, stawy nadgarstka, tokciowe,
barkowe 1 kolanowe po obu stronach. Pomiar uwzgle¢dnia bolesno$¢ uciskowa i obrzek kazdego
z w/wym. stawow. Pomiar 28 stawow jest szybka i fatwa do zastosowania metoda, ktéra jest
roOwnowazna bardziej szczegotowym pomiarom stawow. Ponadto wyznaczenie DAS,; wymaga
pomiaru szybko$ci opadania krwinek czerwonych i oceny stanu ogdélnego chorego (Prevoo i
wsp., 1995). Warto§¢ DASy; przekraczajaca 5.1 oznacza wysoka aktywno$¢ choroby, przedzial
3.2-5.1 aktywno$¢ umiarkowana, natomiast DAS,s < 3.2 aktywno$¢ niska. Wskaznik DASys
stuzy réwniez do monitorowania leczenia. Wzrost wartosci DASx o > 1.2 w stosunku do
wartosci wyjsciowej oznacza wyrazna poprawe, wzrost o 0.6—1.2 okresla si¢ mianem poprawy

umiarkowanej, w pozostatych przypadkach mamy do czynienia z brakiem poprawy.

Zdjecia radiologiczne objgtych procesem zapalnym stawow umozliwiaja wglad w
zaawansowanie stopnia destrukcji stawu odzwierciedlajace nasilenie choroby w przesztosci. W
zwiazku z tym w poczatkowym okresie RZS stwierdza si¢ jedynie obrzgk tkanek migkkich
okotostawowych 1 osteoporoz¢ okolostawowa. Ziarnina zapalna rozrastajaca si¢ w obrgbie
btony maziowej 1 w przestrzeniach migdzybeleczkowych ko$ci gabczastej nasad powoduje
destrukcje chrzastki 1 kosci objawiajaca si¢ zwegzeniem szpary stawowej, geodami zapalnymi,
nadzerkami 1 podwichnigciami stawdw. Zniszczenie struktur stawowych, witdknienie,

kostnienie i1 przykurcze powoduja trwate deformacje stawow i staja si¢ przyczyna inwalidztwa.

Klinicznie wyroznia si¢ trzy typy choroby: a. typ 1 tzw. samoograniczajacy si¢ o
tagodnym przebiegu; b. typ 2 z niewielka progresja choroby; c. typ 3 z szybka progresja
charakteryzujacy si¢ wysokim mianem czynnika reumatoidalnego od poczatku choroby. Chorzy
ci zle odpowiadaja na leczenie tradycyjnymi lekami modyfikujacymi przebieg choroby
(DMARDs, disease-modifying antirheumatic drugs). Dochodzi do stalej progresji zmian,
postepujacej destrukcji stawow i szybkiego inwalidztwa.

(na podstawie: Prevoo i wsp., 1995; Lipsky, 1998; Rindfleisch & Muller, 2005)

1.1.4. Objawy pozastawowe i powiklania RZS
Objawy pozastawowe pojawiaja si¢ czgsciej u chorych z wysokim mianem czynnika

reumatoidalnego.
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Guzki reumatoidalne stwierdza sig¢ u 25-30 % pacjentdow; sa to guzki podskérne obecne
zwykle nad wyniostosciami kostnymi, powierzchniami wyprostnymi lub w okolicach
okotostawowych. Moga jednak takze wystgpowa¢ w narzadach wewngtrznych praktycznie w
kazdej lokalizacji. Obszar centralny guzka zajmuje strefa martwicy, ktora otaczaja makrofagi, a
na obwodzie tkanka ziarninowa.

Reumatoidalne zapalenie naczyn moze obja¢ kazdy obszar ustroju; w przypadku skory
objawia si¢ wybroczynami i drobnymi zmianami martwiczymi na opuszkach palcow rak i
tozyskach paznokci. Nastgpstwem zapalenia naczyn w obrgbie obwodowego uktadu
nerwowego jest najczgs$ciej mieszana polineuropatia. Objawy neurologiczne w RZS moga
wynika¢ nie tylko z zapalenia naczyn, ale takze bezposrednio z uszkodzenia stawdéw krggostupa
szyjnego z podwichnigciem stawu szczytowo-obrotowego lub z objawow uciskowych (zespot
ciesni nadgarstka). Reumatoidalne zapalenie naczyh moze by¢ odpowiedzialne za
niedokrwienie narzadéw wewngtrznych prowadzace do zawaldow, w tym zawalu serca.
Objawem stosunkowo rzadko spotykanego zapalenia naczyn w obrgbie nerek jest m.in.
biatkomocz, ktory nalezy réznicowac z biatkomoczem w przebiegu wtornej amyloidozy.

Powiklania plucne obejmuja zapalenie oplucnej, $rodmiazszowe widknienie phuc,
zapalenie ptuc, zapalenie tgtnic a takze obecno$¢ guzkow reumatoidalnych. U chorych z pylica
pluc mnogie guzki reumatoidalne moga prowadzi¢ do masywnych zwtoknien, co okresla si¢
mianem zespotu Caplana. Zapalenie stawu pier§cienno-nalewkowego moze by¢ przyczyna
niedroznos$ci gornych rég oddechowych.

Powiktania w zakresie serca to najczg$ciej przebiegajace bezobjawowo wysickowe
zapalenia osierdzia (u ok. 1/3 chorych) (rzadko dochodzi do tamponady serca, nieco czg$ciej do
zaciskajacego zapalenia osierdzia), moga takze, jakkolwiek bardzo rzadko, wystapi¢ bloki
przedsionkowo-komorowe oraz zapalenie mig$nia serca. Zawat serca moze wynika¢ z
reumatoidalnego zapalenia naczyn, a takze przy$pieszonego rozwoju miazdzycy. To ostatnie
zagadnienie zostato szerzej rozwini¢te w podrozdziale 1.2 niniejszej rozprawy.

Objawy oczne (pojawiajace si¢ u < 1 % chorych) moga przybiera¢ posta¢ zwykle
tagodnego 1 przejSciowego zapalenia nadtwardowki badZ zapalenia twardowki o cigzszym
przebiegu. U 15-20 % pacjentéw z RZS moze wystapi¢ zespot Sjogrena.

Zespot Felty’ego obejmuje splenomegali¢ 1 neutropeni¢ (czasem takze niedokrwistos¢ 1
matoptytkowos¢) u chorych z dtugo trwajacym RZS.

RZS o wieloletnim przebiegu, zwlaszcza o znacznej aktywnosci procesu zapalnego

moze spowodowaé wtorng amyloidozg.
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Niektore ze stanow uwazanych za powiktanie RZS moga wynika¢ przynajmniej
czesciowo z objawdw ubocznych stosowanych lekow. Ma to miejsce w przypadku sklonnosci
do infekcji (leki immunosupresyjne 1 glukokortykoidy), zwigkszonej czgstosci chloniakow,
bialaczek 1 guzoéw litych (leki immunosupresyjne), osteoporozy (glukokortykoidy) oraz
owrzodzen 1 krwawien z przewodu pokarmowego (niesteroidowe leki przeciwzapalne i
glukokortykoidy).

(na podstawie: Lipsky, 1998; Rindfleisch & Muller, 2005)

1.1.5. Leczenie RZS

Terapia RZS ma na celu walke z bolem, zmniejszenie odczynu zapalnego w obrgbie
stawow 1 ochrong ich funkcji oraz kontrolg zajecia innych uktadow ustroju. W tym celu stosuje
si¢ leki przeciwbolowe, przeciwzapalne (niesteroidowe leki przeciwzapalne i glukokortykoidy)
oraz leki modyfikujace przebieg choroby (DMARDSs, disease-modifying antirheumatic drugs).
Niesteroidowe leki przeciwzapalne nalezy podawa¢ w najmniejszej dawce zapewniajacej
kontrole objawdw, przy czym powinny one zostaé wycofane po wystapieniu remisji po
DMARDs. Nalezy podkresli¢, ze niesteroidowe leki przeciwzapalne nie wplywaja na postep
zmian stawowych, za$ glukokortykoidy (zar6wno podawane doustnie, jak 1 w postaci injekcji
dostawowych — nie czgéciej niz 3-krotnie w ciagu roku) maja znaczenie jedynie w
postgpowaniu objawowym. Wedlug obowiazujacych wytycznych, DMARDs winne by¢
wdrozone jak najwcze$niej, nie pdzniej niz 3 miesiace po wystapieniu objawow. Utrzymuje si¢
miejsce glukokortykoidow w szczegoOlne] sytuacji klinicznej, gdy niesteroidowe leki
przeciwzapalne nie zapewniaja adekwatnego ztagodzenia objawdw, za§ Kkorzystny efekt
DMARD:s jeszcze nie zdazyt si¢ ujawnic.

Do DMARDs zaliczane sa m.in. leki immunosupresyjne, wsrdd nich najczesciej obecnie
stosowany metotreksat, antagonista kwasu foliowego. Podaje si¢ go w dawce 7.5-25 mg jeden
raz w tygodniu. Alternatywa dla metotreksatu w monoterapii stanowi leflunomid, ktorego
aktywny metabolit hamuje biosyntez¢ nukleotydow pirymidynowych. Do innych lekow
immunosupresyjnych stosowanych w leczeniu RZS naleza: azatiopryna, cyklofosfamid
(podawany gtownie w przypadku reumatoidalnego zapalenia naczyn lub amyloidozy
wiklajacych RZS), cyklosporyna. Stosowane obecnie juz coraz rzadziej leki z grupy DMARDs
to: sole ztota, sulfasalazyna, D-penicylamina, leki przeciwmalaryczne (chlorochina,
hydroksychlorochina). Znaczacy postgp w terapii RZS nastapil po wprowadzeniu lekéw
biologicznych, antycytokinowych. Do tej grupy zalicza si¢ antagonistow TNFa (infliximab,
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etanercept, adalimumab), przeciwciato przeciwko bioracej udziat w aktywacji limfocytow B
CD20 (rituximab), jak rowniez anakinra — antagonista receptora dla interleukiny 1. W trakcie
badan jest alefacept — biatko blokujace aktywacj¢ limfocytow T.

(na podstawie: Lipsky, 1998; Dell, 2004; Rindfleisch & Muller, 2005)

1.2. RZS arozw6j miazdzycy

1.2.1. PrzySpieszony rozwoj miazdzycy w RZS
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W RZS stwierdza si¢ zwigkszenie ryzyka zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych
wynikajace glownie z przysSpieszonego rozwoju miazdzycy. W poréwnaniu z osobami bez RZS
zaréwno podwyzszona $miertelnos¢, jak i przedwczesny rozwoj miazdzycy u tych chorych sa
jedynie czgsciowo tlumaczone przez tradycyjne czynniki ryzyka (Prior 1 wsp., 1984;
Myllykangas-Lousujarvi i wsp., 1995; Wallberg-Jonsson i wsp., 1997; del Rincon i wsp., 2001;
van Doornum 1 wsp., 2002; Solomon i wsp., 2003; Léwenhoff & Gluszko, 2005; Maradit-
Kremers 1 wsp., 2005ab; Sodergren 1 wsp., 2007). Wolfe 1 wsp. (2003) obserwowali zwigkszony
odsetek wystgpowania zawatu i niewydolnosci serca u 9 093 pacjentow z RZS w poréwnaniu
do 2 479 chorych z choroba zwyrodnieniowa stawow rowniez po uwzglednieniu réznic w
charakterystyce obu grup w analizie wieloczynnikowej. W RZS stwierdza si¢ zwigkszona
grubos¢ kompleksu blony s$rodkowej 1 wewngtrznej tetnic szyjnych (IMT, intima-media
complex thickness), co stanowi wykltadnik przy$pieszonego rozwoju miazdzycy na etapie
poprzedzajacym rozwoj blaszek miazdzycowych (Jonsson i wsp., 2001; Kumeda i wsp., 2002;
Park 1 wsp., 2002a; del Rincon 1 wsp., 2003; Gerli 1 wsp., 2004; Dessein 1 wsp., 2005; del
Rincon 1 wsp., 2005; Daza 1 wsp., 2007). Podwyzszenie IMT 1 obecno$¢ blaszek
miazdzycowych w tetnicach szyjnych w RZS okazaly si¢ powiazane nie tylko z klasycznymi
czynnikami ryzyka, ale takze ze wskaznikami aktywno$ci zapalnej, czasem trwania choroby
oraz roznymi parametrami opisujacymi jej zaawansowanie. W badaniach del Rincon 1 wsp.
(2005) wplyw parametrow zwiazanych z zaawansowaniem 1 aktywnos$cia RZS zaznaczatl si¢
gléwnie w mlodszych grupach wiekowych, podczas gdy u starszych chorych wielkos¢ IMT i
obecnos¢ blaszek miazdzycowych w tgtnicach szyjnych zalezaly przede wszystkim od
tradycyjnych czynnikow ryzyka miazdzycy. W zwiazku z rozpowszechnieniem RZS donioste
znaczenie naukowe 1 kliniczne ma poznanie mechanizmow przys$pieszonego rozwoju

miazdzycy w tej chorobie.

1.2.2. RZS a tradycyjne czynniki ryzyka miazdzycy — nadciS$nienie te¢tnicze, palenie
tytoniu, stezenie cholesterolu

Istnieja doniesienia z pis$miennictwa sugerujace zwiazek miedzy RZS a nadcisnieniem
tetniczym 1 nalogiem palenia tytoniu. U chorych z RZS stwierdzano mianowicie podwyzszone
wartosci ci$nienia w poroOwnaniu z grupa kontrolna osob bez RZS dobrana pod katem wieku 1
ptci (McEntegart i wsp., 2001), a takze wigksza czgstos¢ nadci$nienia tg¢tniczego. Jednakze inne
publikacje nie potwierdzity w/wym. zwiazku (Solomon i wsp., 2004; Maradit-Kremers i wsp.,
2005a).
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Ponadto niektére badania wskazuja, ze palenie tytoniu predysponuje do rozwoju RZS
(Silman 1 wsp., 1996; Symmons 1 wsp., 1997; Hutchinson 1 wsp., 2001). Powyzsze zagadnienie
nie jest jednak jednoznacznie rozstrzygnigte. Istnieja bowiem publikacje dowodzace raczej
stabosci powyzszej interakcji (Hernandez Avila i wsp., 1990), a nawet sugerujace zalezno$¢
odwrotna (Hazes i wsp., 1990). Ponadto pewne badanie potwierdzaja w/wym. zwiazek jedynie
dla seropozytywnej postaci RZS u mezczyzn (Heliovaara 1 wsp., 1993), za$ inne sugeruja
zwiazek migdzy paleniem tytoniu a poziomem czynnika reumatoidalnego i zaawansowaniem
zmian radiologicznych u chorych z rozpoznanym RZS (Wolfe, 2000). Badania autorow ze
Szwecji wskazuja na zalezno$¢ ryzyka zachorowania na seropozytywna posta¢ RZS od
interakcji migdzy dlugoletnim paleniem tytoniu a czynnikiem genetycznym, co ma prowadzi¢
do pojawienia si¢ przeciwcial przeciwko cytrulinowanym polipeptydom na wiele lat przed
pierwszymi objawami RZS (Padyukov 1 wsp., 2004; Klareskog i wsp., 2006ab).

Pomiar catkowitego stezenia cholesterolu nie jest zbyt uzyteczny w okreslaniu ryzyka
sercowo-naczyniowego w RZS (del Rincon i1 wsp., 2001), gdyz poziom cholesterolu
wchodzacego w skiad frakcji lipoprotein o matej gestosci (LDL, low density lipoproteins) nie
tylko nie jest wowczas podwyzszony, ale moze obnizac¢ si¢ podobnie jak w innych schorzeniach
przebiegajacych z przewlektym wzmozeniem proceséw zapalnych (van Doornum i wsp., 2002;
Gonzalez-Gay 1 wsp., 2005). Ponadto na catkowite st¢zenie cholesterolu wptywa obnizenie
cholesterolu w obrebie frakceji lipoprotein o duzej gestosci (HDL, high density lipoproteins);,
mechanizmy prowadzace do dyslipidemii towarzyszacej RZS omoéwiono w nastgpnym

podrozdziale.

1.2.3. Podwyzszony poziom homocysteiny, dyslipidemia aterogenna i opornos¢
metaboliczna na insuling — konsekwencje wzmozonej aktywnosci zapalnej w RZS

U chorych z RZS stwierdzono takze podwyzszenie poziomu homocysteiny (Hernanz 1
wsp., 1999), ostabienie zdolno$ci insuliny do obnizania poziomu glukozy we krwi (tzw.
insulinoopornos$¢) (Svenson i wsp., 1988; Paolisso 1 wsp., 1991) oraz odchylenia od normy w
zakresie lipoprotein surowicy, przede wszystkim obnizenie poziomu apolipoproteiny Al oraz
cholesterolu frakcji HDL (zwlaszcza HDL,), podwyzszenie st¢zenia triglicerydow, obecno$¢
nieprawidtowych czastek LDL (tzw. matych, gestych LDL; small dense LDL) (wykazujacych
obnizong zawarto$¢ cholesterolu w przeliczeniu na czasteczk¢ apolipoproteiny B i wlasnos$ci
aterogenne), a takze zwigkszenie poziomu lipoproteiny (a) (Park 1 wsp., 1999; Dessein i wsp.,

2002). Ponadto zwigkszone stgzenie homocysteiny obserwuje si¢ pod wptywem podawania
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metotreksatu (Haagsma 1 wsp., 1999), leku hamujacego reduktazg kwasu dihydrofoliowego, co
powoduje niedobor N-metylotetrahydrofolianu i uposledza aktywno$¢ enzymu katalizujacego
remetylacje homocysteiny do metioniny (Fiskerstrand 1 wsp., 1997). Powyzszemu efektowi
ubocznemu metotreksatu mozna przeciwdziala¢ stosujac jednoczes$nie suplementacje kwasu
foliowego (Morgan i wsp., 1998).

Pomijajac wptyw metotreksatu na poziom homocysteiny, najprawdopodobniej tendencja
do hiperhomocysteinemii, opornosci na insuling 1 dyslipidemii wynikaja z obecnosci
przewleklego procesu zapalnego. Wykazano zwiazek poziomu homocysteiny po obciazeniu
metioning z wskaznikami aktywno$ci RZS 1 obnizeniem poziomu fosforanu pirydoksalu,
kofaktora [-syntazy cystationiny, kluczowego enzymu tzw. szlaku transsulfuracji w
metabolizmie homocysteiny (Chiang i wsp., 2003). U oséb bez RZS stwierdzono natomiast
powiazanie polimorfizmu genetycznego w zakresie promotora genu dla interleukiny 6 z
wrazliwoscia na insuling (Cardellini i wsp., 2005), a takze ujemna korelacje migdzy stezeniem
CRP a poziomem fosforanu pirydoksalu we krwi (Friso 1 wsp., 2001).

W rozwoju dyslipidemii aterogennej istotna rol¢ odgrywa wptyw cytokin na tkanke
thuszczowa oraz insulinooporno$¢. TNFa i interleukina 6 nasilaja lipoliz¢ w adipocytach, co
podwyzsza stezenie wolnych kwasoéw thuszczowych we krwi 1 zwigksza syntezg triglicerydow
w watrobie. Zaréwno wolne kwasy tluszczowe, jak 1 TNFa przyczyniaja si¢ oslabionej
wrazliwosci migsni szkieletowych na insuling i wtérnej hiperinsulinemii. Uposledzona
aktywacja przez insuling lipazy lipoproteinowe] uczestniczacych w katabolizmie lipoprotein
bogatych w triglicerydy przyczynia si¢ dodatkowo do ich akumulacji we krwi. Sprzyja to
potencjalnie aterogennemu profilowi lipidéw surowicy, m.in. przez nasilenie wymiany estrow
cholesterolu na triglicerydy migdzy czastkami HDL a lipoproteinami bogatymi w triglicerydy
(Khovidhunkit i wsp., 2000; Sattar i wsp., 2003; Gonzalez-Gay i wsp., 2005). Powoduje to
powstawanie malych, gestych czastek LDL, za§ wzbogacone w ten sposob w triglicerydy
czastki HDL, ulegaja przyspieszonemu przeksztalcaniu do HDL; wobec uposledzonego
hamowania przez insuling lipazy triglicerydowej watroby (Garg, 1996).

Dowodem na stuszno$¢ przedstawionych hipotez na temat mechanizméw nadmiernej
akumulacji homocysteiny, dyslipidemii aterogennej i insulinooporno$ci w RZS jest spadek
poziomu homocysteiny (Lazzerini 1 wsp., 2003), wzrost cholesterolu frakcji HDL (Munro 1
wsp., 1999; Park 1 wsp.,, 2002b) oraz poprawa tolerancji glukozy 1 zlagodzenie
insulinoopornosci (Hallgren & Berne, 1983; Svenson i wsp., 1988) po zastosowaniu leczenia

hamujacego aktywno$¢ zapalna w tej chorobie.
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1.2.4. Dysfunkcja Sréodblonka naczyniowego jako przyczyna przySpieszonego rozwoju
miazdzycy w RZS

. Dla rozwoju miazdzycy zasadnicze znaczenie ma zaburzenie rownowagi migdzy
aterogennymi nieprawidlowymi czastkami LDL a czastkami HDL, ktérym przypisuje si¢
dziatanie przeciwmiazdzycowe. Powyzsze zaburzenie rGwnowagi $cisle wiaze si¢ z nasileniem
stresu oksydacyjnego — w/wym. czastki LDL sa podatne na modyfikacj¢ przez utlenianie (de
Graff 1 wsp., 1991), co sprzyja generacji anionu ponadtlenkowego i nadtlenkow lipidow
unieczynniajacych tlenek azotu (NO, nitric oxide) (Gryglewski i wsp., 1986; Chin i wsp.,
1992). Na podobnej drodze inaktywacje NO stymuluje homocysteina (Weiss 1 wsp., 2003), w
obecnosci ktorej zrodtem anionu ponadtlenkowego moze sta¢ si¢ takze srodbtonkowa synteza
NO (Zhang i1 wsp., 2000). NO — produkowany w sposob ciagly przez §rodbtonek naczyniowy —
moduluje obwodowy 1 ptucny opdr naczyniowy (Vallance i wsp., 1989; Stamler i wsp., 1994)
oraz przeciwdziata rozwojowi miazdzycy. Dysfunkcja $rodbtonka to stan, gdy zdolno$¢ do
generacji NO lub wywotywania przez niego efektow biologicznych jest uposledzona. W
praktyce za miar¢ dysfunkcji srodblonka uwaza si¢ obnizenie reakcji naczyniorozkurczowej
pod wptywem bodzcow stymulujacych uwalnianie NO. Nalezy jednak pamigtac, ze niedobor
aktywno$ci NO — stwierdzany juz w obecno$ci czynnikow ryzyka miazdzycy (Zeiher 1 wsp.
1993; Reddy 1 wsp., 1994; Quyyumi i wsp., 1995) — przektada si¢ na aterogenez¢ m.in. przez
ekspresj¢ na powierzchni endothelium  czasteczek adhezyjnych 1 generacj¢ chemokin
posredniczacych w interakcjach migdzy $rodblonkiem a monocytami, co ma miejsce juz we
wcezesnej fazie rozwoju miazdzycy (Quehenberger, 2005). Zwiazanie si¢ chemokiny MCP-1
(MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1) z jej receptorem (CCR2) na powierzchni
monocytow zwigksza powinowactwo monocytarnych integryn do czasteczek adhezyjnych na
powierzchni $rodblonka, co wzmacnia przyleganie monocytow do endothelium, a nast¢pnie
stymuluje przechodzenie monocytow pod srdédblonek (Weber 1 wsp., 1996). Fundamentalng
role¢ w dziataniu przeciwmiazdzycowym NO odgrywa hamowaniu tworzenia MCP-1 i
czasteczek adhezyjnych (De Caterina i wsp., 1995; Tsao i wsp., 1995; Zeiher 1 wsp., 1995;
Boeger i wsp., 2000a). Ponadto NO jest czynnikiem antyproliferacyjnym i przeciwdziatajacym
migracji dla komorek migsnidwki gladkiej Sciany naczyn (Garg & Hassid, 1989; Sarkar 1 wsp.,
1996).

TNFo stymuluje peroksydacj¢ lipoprotein LDL m.in. w wyniku generacji anionu
ponadtlenkowego przez monocyty i komorki srodbtonka (Maziere 1 wsp., 1994), co moze by¢

szczegblnie niekorzystne przy rownoczesnym obnizeniu poziomu antyoksydantow, zaburzenia
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opisywanego takze w RZS (Honkanen i1 wsp., 1989). Z kolei lipoproteiny HDL zmniejszaja
stres oksydacyjny poprzez zapobieganie utlenianiu zwiazkdéw chemicznych wchodzacych w
sktad czastek LDL (za posrednictwem enzymu paraoksonazy) oraz uczestnicza tzw. odwrotnym
transporcie cholesterolu ze §ciany naczyniowej do krwi (Barter 1 wsp., 2004).

Niezaleznie od przedstawionych mechanizméw dyslipidemii i stresu oksydacyjnego
jako mozliwych ogniw posrednich migdzy przewlekta aktywacje zapalna w RZS a dysfunkcja
srodbtonka, cytokiny prozapalne moga w sposob bezposredni hamowaé generacje NO.
Wykazano to dla TNFa (Yoshizumi 1 wsp., 1993), a takze CRP (Verma i wsp., 2002)
powstajacego w watrobie pod wpltywem interleukiny 6. Biorac pod uwage zdolnos¢ NO do
przeciwdziatania ekspresji czasteczek adhezyjnych na powierzchni endothelium 1 generacji
chemokin (De Caterina 1 wsp., 1995; Tsao 1 wsp., 1995; Zeiher 1 wsp., 1995; Boeger 1 wsp.,
2000a), uposledzenie generacji NO moze uczestniczy¢ w nasileniu interakcji leukocyty—
srodbtonek pod wptywem TNFa (Thornhill 1 wsp., 1991) oraz CRP (Pasceri i wsp., 2000).

Dysfunkcj¢ srédbtonka w RZS obserwowano u chorych bez klinicznych cech patologii
uktadu sercowo-naczyniowego, przy czym nie byla ona zalezna od czasu trwania procesu
chorobowego ani wspotistnienia klasycznych czynnikow ryzyka (Bergholm i1 wsp., 2002;
Hansel i wsp., 2003). Co wigcej, dysfunkcj¢ $rodbtonka stwierdzano rowniez w podgrupie
pacjentéw z RZS o niskiej aktywnosci choroby 1 bez tradycyjnych czynnikoéw ryzyka (Vaudo 1
wsp., 2004). Nie jest rozstrzygnigty problem wptywu terapiit DMARDs na czynno$¢ srédblonka
w RZS. Dysfunkcj¢ $rodbtonka stwierdzano bowiem u chorych z RZS dobrze kontrolowanym
przez leczenie DMARDs (Hansel i wsp., 2003; Vaudo i wsp., 2004). Z drugiej strony jednak
Bergholm 1 wsp. (2002) opisywali poprawe funkcji srodblonka po zastosowaniu DMARDs u
pacjentow z nowo-rozpoznanym RZS. Ponadto Huerlimann i wsp. (2002) obserwowali
korzystny efekt antagonisty TNFa na $rodblonek u chorych z wysoka aktywno$cia RZS
pomimo uprzedniej terapii metotreksatem i prednisolonem. Wykazano powiazanie migdzy
wskaznikami aktywnos$ci zapalnej w RZS a poziomem krazacych tzw. ,,rozpuszczalnych” form
czasteczek adhezyjnych, biochemicznych wyktadnikéw dysfunkcji srodbtonka (Bloom 1 wsp.,
1999), oraz skorelowany spadek tych parametrow po zastosowaniu sulfasalazyny (Veale i wsp.,
1998).

Dysfunkcja $rédblonka poprzedza rozwd) miazdzycy (Al Suwaidi 1 wsp., 2000;
Schaechinger 1 wsp., 2000), a takze stanowi kolejny element w szeregu podobienstw migdzy
odchyleniami od normy stwierdzanymi w RZS a miazdzyca, uwazana obecnie réwniez za
przewlekty proces o charakterze zapalnym (Ross, 1999). Podobienstwa te obejmuja m.in.:

aktywacje monocytow/makrofagéw 1 limfocytéw T, przesunigcie roéwnowagi migdzy
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podtypami limfocytow pomocniczych T na korzy$¢ podtypu 1, aktywacj¢ limfocytoéw B
(przeciwciala przeciw zmodyfikowanym czastkom LDL w miazdzycy oraz obecnos¢ czynnika
reumatoidalnego w RZS), podwyzszony poziom bialek ostrej fazy i krazacych czasteczek
adhezyjnych, a takze nasilenie degradacji macierzy pozakomoérkowej i wzmozone tworzenie
nowych naczyn (Pasceri & Yeh, 1999; van Doornum i wsp., 2002). Gléwnym zrodtem
krazacych cytokin w RZS jest blona maziowa objgtych procesem zapalnych stawow. Podobny
zestaw cytokin (m.in. TNFa, interleukiny 1 1 6) uczestniczy w rozwoju procesu miazdzycowego
w $cianie naczynia, a zwlaszcza w destabilizacji blaszek miazdzycowych, co jest bezposrednia
przyczyna ostrych zespotéw wiencowych (Sattar i wsp., 2003). W RZS Gerli 1 wsp. (2004)
wykazali zwiazek przyspieszonego rozwoju miazdzycy (reprezentowanego przez IMT tetnicy
szyjnej) oraz dysfunkcji srodbtonka (ocenianej jako odpowiedz rozkurczowa tgtnicy ramiennej
na zwigkszony przeplyw krwi podczas reaktywnej hiperemii) ze zwigkszonym odsetkiem
limfocytow T CD4+/CD28—, przy czym odsetek ten spadat po zastosowaniu antagonisty TNFa.
Podwyzszong liczebno$¢ tej klasy limfocytow T stwierdzano takze w niestabilnej dusznicy
bolesnej przy niezmienionym ich odsetku w stabilnej formie choroby niedokrwiennej serca
(Liuzzo 1 wsp., 1999). Limfocyty T CD4+/CD28— generuja interferon y hamujacy syntezg
kolagenu przez miocyty naczyniowe i stymulujacy makrofagi to produkcji metaloproteinaz
macierzy pozakomoérkowej (Libby, 1995; Libby, 2000). Stwierdzono wybidrcza akumulacje
limfocytow T CD4+/CD28— w niestabilnych blaszkach miazdzycowych (Liuzzo i wsp., 2000).
Niedawne doniesienie pochodzace od cytowanej grupy autoréw wioskich (Rizzello i wsp.,
2006) wykazato zdolno$¢ antagonisty TNFa do hamowania proliferacji powyzszego typu

limfocytéw w probkach krwi pobranych od pacjentéw z niestabilng dusznica bolesna.

1.2.5. Zaburzenia hemostazy w RZS a rozwéj miazdzycy

Podobienstwa migdzy RZS a miazdzyca dotycza takze zaburzen w zakresie uktadu
krzepnigcia 1 fibrynolizy. Podobnie jak wcze$niej opisane odchylenia od normy, stanowia one
konsekwencje aktywacji proceséw zapalnych. Interleukina 6 zwigksza produkcje fibrynogenu
w watrobie, za§ TNFa, interleukiny 1 1 6 stymuluja ekspresj¢ czynnika tkankowego na
powierzchni monocytow 1 komorek srodbtonka, podobnie jak wspomniana wczesniej interakcja
CD40-CD154 (Mach i wsp., 1997; Grignani & Maiolo, 2000). Poza zwigkszona liczba plytek i
hiperfibrynogenemia w RZS stwierdzono podwyzszone poziomy czynnika von Willebranda, a

takze D dimeru 1 tkankowego aktywatora plazminogenu, odzwierciedlajacych
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najprawdopodobniej wzmozong aktywacje tworzenia fibryny (McEntegart i wsp., 2001).
Zwigkszone stezenie fibrynogenu oraz parametry odzwierciedlajace aktywnos¢ uktadow
krzepnigcia 1 fibrynolizy okazaty si¢ czynnikami ryzyka incydentéw sercowo-naczyniowych w
obserwacji prospektywnej u chorych z RZS (Wallberg-Jonsson i wsp., 2000), pacjentow z
choroba niedokrwienng serca (Thompson i wsp., 1995; Juhan-Vague i wsp., 1996), a takze w
populacji zdrowych osob (Thogersen 1 wsp., 1998; Ma 1 wsp., 1999).

Wiadomo, ze mechanizmy hemostazy pozostaja pod stala kontrola S$rédblonka
naczyniowego. Wykazano zdolno$¢ NO do hamowania adhezji 1 agregacji pytek (Radomski 1
wsp., 1987; Busse i wsp., 1987; Gryglewski i wsp., 1989; Yao i wsp., 1995), redukc;ji ekspresji i
aktywno$ci czynnika tkankowego (Gerlach 1 wsp., 1998) 1 aktywnosci XIII czynnika
krzepnigcia (Catani 1 wsp., 1998), a takze do stymulacji fibrynolizy (Gryglewski 1 wsp., 1989;
Korbut i wsp., 1994).

2. ZALOZENIA i CELE PRACY

2.1.  Znaczenie Kkliniczne liczebnosci krazacych prekursorow komorek srodblonka

naczyniowego i stezenia we krwi endogennego inhibitora syntezy tlenku azotu

W ostatnich latach (Grisar 1 wsp., 2005; Herbrig i wsp., 2006) pojawily si¢ doniesienia o
obnizeniu u chorych z RZS liczebnosci krazacych prekursoréw komorek $rodbtonka
naczyniowego (EPC, endothelial progenitor cells). EPC sa to pochodzace ze szpiku kostnego

komorki, ktore biora udziat w tworzeniu nowych naczyn w obrgbie niedokrwionych tkanek
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(Asahara 1 wsp., 1997; Landmesser i wsp., 2004; Iwakura i wsp., 2006) oraz w regeneracji
srodbtonka naczyniowego (Walter 1 wsp., 2002; Iwakura 1 wsp., 2003; Laufs 1 wsp., 2004).
Niedobor EPC we krwi stwierdzano wczesniej rowniez u pacjentdow z choroba niedokrwienna
serca na podtozu miazdzycowym (Vasa i wsp., 2001b), a takze u osoéb bez klinicznych cech
miazdzycy, lecz z obecnoscia jej tradycyjnych czynnikdw ryzyka i dysfunkcja sroédbtonka (Hill
1 wsp., 2003). Wiadomo, ze dysfunkcja srodbtonka jest stanem poprzedzajacym rozwoj
dajacych objawy kliniczne blaszek miazdzycowych (Al Suwaidi i wsp., 2000; Schaechinger i
wsp., 2000). Ponadto dwie niezalezne grupy badaczy wykazaly, ze niski odsetek EPC we krwi
okazatl si¢ silnym i niezaleznym czynnikiem ryzyka wystapienia niekorzystnych zdarzen
sercowo-naczyniowych w grupie pacjentOow z choroba wiencowa poddanych diagnostyce
inwazyjnej (Werner 1 wsp., 2005; Schmidt-Lucke 1 wsp., 2005). Zatem spadek liczebnosci EPC
moze stanowi¢ kolejne ogniwo w tancuchu podobienstw procesu miazdzycowego i zmian
towarzyszacych RZS.

W 2005 roku ukazato si¢ doniesienie o odwrotnej zaleznosci miedzy liczebnoscia EPC a
poziomem endogennego inhibitora syntezy tlenku azotu (NO), asymetrycznej N9 N¢-
dwumetylo-L-argininy (ADMA, asymmetric N°,N°-dimethyl-L-arginine) we krwi u pacjentow
z choroba wienicowa (Thum 1 wsp., 2005). W publikacjach ostatnich 15 lat podwyzszone
stezenie ADMA stwierdzano u pacjentow z powodujaca objawy kliniczne miazdzyca tetnic
konczyn dolnych (Boeger i wsp., 1997) i tetnic wiencowych (Lu i wsp., 2003), a takze z
czynnikami ryzyka miazdzycy, m.in. w niewydolno$ci nerek (Vallance i wsp., 1992),
hipercholesterolemii (Boeger i wsp., 1998), pierwotnym nadcis$nieniu tg¢tniczym (Surdacki i
wsp., 1999), cukrzycy (Abbasi i wsp., 2001), hiperhomocysteinemii (Holven 1 wsp., 2003) oraz
przy opornosci metabolicznej na insuling (Stuehlinger 1 wsp., 2002). Poziom ADMA korelowat
z IMT tetnic szyjnych u osob bez klinicznych cech miazdzycy (Miyazaki i wsp., 1999) oraz w
przewlektej niewydolnosci nerek (Zoccali i wsp., 2002; Nanayakkara i wsp., 2005). Ponadto
poziom ADMA byl niezaleznym czynnikiem prognostycznym niekorzystnych zdarzen
sercowo-naczyniowych u pacjentow z terminalng niewydolno$cia nerek (Zoccali 1 wsp., 2001)
oraz w chorobie niedokrwiennej serca (Valkonen i wsp., 2001; Schnabel i wsp., 2005;
Meinitzer i wsp., 2007). Badania eksperymentalne dowiodty kluczowe;j roli lokalnej generacji
NO w szpiku kostnym w procesie mobilizacji EPC ze szpiku kostnego do krwi (Aicher 1 wsp.,
2003; Iwakura i wsp., 2003; Laufs i wsp., 2004; Landmesser 1 wsp., 2004).

2.2. Hipotezy badawcze
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A. Zostala wysunigta koncepcja (Paleolog, 2005), e skoro w RZS dochodzi do
akumulacji EPC w zmienionej zapalnie blonie maziowej stawow (Ruger i wsp., 2004),
mogloby to odpowiadaé za obserwowany wowczas (Grisar i wsp., 2005; Herbrig i wsp.,
2006) niedobor tych komorek we krwi 7 nastgpowym uposledzeniem regeneracji warstwy
srodblonka naczyniowego, jego dysfunkcjq i przyspieszonym rozwojem miaZdzycy.

Za akumulacje EPC w synovium mialaby odpowiada¢ wzmozona lokalna generacja
srédbtonkowego czynnika wzrostu naczyn (VEGF, vascular endothelial growth factor) (Walsh,
1999; Ballara i wsp., 2001).

Hipoteza powyzsza nie zostata dotychczas zweryfikowana — w dostgpnym pismiennictwie nie
znaleziono publikacji wykazujacej zwiazek migdzy liczebnoscia EPC a wyktadnikami procesu

miazdzycowego w RZS.

B. W zwiqzku 7 faktem, Ze poziom ADMA we krwi u chorych 7 RZS nie byt dotychczas
badany, sformulowano ponadto hipoteze, ie obniZenie liczebnosci EPC i zaawansowanie

procesu miazdiycowego w RZS mogq by¢ powiqzane 7 nadmiernq akumulacjq ADMA.

3. METODYKA

3.1.  Grupa badana — chorzy z RZS

Badaniami objeto 30 chorych z RZS bez klinicznych wykladnikéw procesu
miazdzycowego ani klasycznych czynnikow ryzyka miazdzycy. Chorzy pozostawali w kontroli
Oddzialu Reumatologii Matopolskiego Centrum Reumatologii, Immunologii i Rehabilitacji
Szpitala Specjalistycznego im. Jozefa Dietla w Krakowie (Ordynator: lek. med. Jolanta Bucka).

Zastosowano nastepujace kryteria wiaczenia do badania:
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- RZS wg zmodyfikowanych kryteriow Amerykanskiego Towarzystwa Reumatologicznego
(Arnett 1 wsp., 1988);
- czas trwania choroby co najmniej 1 rok;
- wskaznik aktywnosci choroby DASs (Prevoo 1 wsp., 1995) co najmniej 3.2;
- stosowanie nie zmienionego zestawu terapeutycznego z grupy DMARDSs przez co najmniej 3
miesigce.

U wszystkich chorych stosowane byty klasyczne niesteroidowe leki przeciwzapalne; u
zadnego z pacjentow nie podawano w trakcie badania ani w przesztosci $rodki z grupy

selektywnych antagonistow cyklooksygenazy typu 2 badz antagonistéw TNFa.

3.2.  Grupa kontrolna zdrowych osob

Grupg kontrolng stanowito 20 osob bez klinicznych lub angiograficznych (o ile
wykonywano diagnostyke inwazyjna celem wykluczenia choroby niedokrwiennej serca)
wykladnikow miazdzycy ani klasycznych czynnikow ryzyka nie odbiegajacych w sposob
znamienny od grupy badanej pod wzgledem wieku, plci i wskaznika masy ciala oraz nie

zazywajacych zadnych lekow.

3.3. Kiryteria wylaczenia z badania — wspolne dla grupy badanej i grupy kontrolnej

- wiek ponizej 20 lat badz powyzej 60 lat;

- choroba niedokrwienna serca, chromanie przestankowe, choroby naczyn mozgowych,
niewydolnos¢ serca;

- blaszki miazdzycowe powodujace istotne hemodynamicznie zwgzenia w ultrasonografii tgtnic
szyjnych lub w badaniu koronarograficznym, o ile byto wykonywane;

- cukrzyca badz poziom glukozy na czczo w osoczu krwi zylnej > 5.5 mmol/I;

- terapia lekami hipotensyjnymi, hipolipemicznymi lub przeciwcukrzycowymi (aktualna badz w

wywiadzie);
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- stosowanie glukokortykoidow lub selektywnych antagonistow cyklooksygenazy typu 2;

- nalog palenia tytoniu (aktualnie lub zaprzestanie palenia przed mniej niz 2 laty);

- ci$nienie tetnicze w warunkach spoczynkowych co najmniej 140/90 mmHg;

- catkowity cholesterol > 6.46 mmol/l badz cholesterol frakcji LDL > 4.14 mmol/I;

- triglicerydy > 2.29 mmol/l;

- wskaznik masy ciata > 30 kg/m?;

- klirens endogennej kreatyniny < 60 ml/min;

- dodatni wywiad w kierunku choroby niedokrwiennej serca u krewnych I-go stopnia przed 55
1.z (mgzczyzni) badz przed 65 r.z (kobiety);

- przebyte choroby infekcyjne w okresie ostatnich 2 miesigcy;

- choroby nowotworowe;

- wybrane pozastawowe objawy RZS, jak zapalenie oplucnej, zapalenie osierdzia, zespot
Felty’ego, objawy oczne, klgbkowe zapalenie nerek i inne postacie reumatoidalnego zapalenia
naczyn (m.in. neuropatia obwodowa) — wykazano bowiem, ze obecno$¢ w/wym. jest
niezaleznym czynnikiem obciazajacym rokowanie w RZS, w tym ryzyko epizodoéw sercowo-
naczyniowych (Gabriel 1 wsp., 2003; Turesson i wsp., 2007);

- zaburzenia endokrynologiczne;

- zaburzenia czynno$ci watroby;

- choroby neurologiczne lub psychiczne.

3.4. Zakres badan

Protokét  zostat  zaakceptowany przez Komisj¢ Bioetyczna — Uniwersytetu
Jagiellonskiego; wszystkie osoby wyrazily zgodg na badania.

Osoby badane poproszono o pozostanie na czczo w dniu zaplanowanego pobrania krwi.
Krew pobierano z zyly zgigcia tokciowego w godzinach porannych (8.00-10.00) w objetosci
ok. 12 ml. Porcje ok. 4 ml krwi pobierano do probowki zawierajacej heparyng, a nastgpnie
probowke przewozono bezposrednio po pobraniu krwi do Zaktadu Immunologii Uniwersytetu
Jagiellonskiego celem oznaczenia liczebno$ci EPC przy pomocy cytometrii przeplywowej. We

wszystkich przypadkach prébki krwi zostaty poddane analizie w Zaktadzie Immunologii nie
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pézniej niz 60 minut po pobraniu. Pozostata krew odwirowywano celem uzyskania probek
osocza 1 surowicy, ktore oddzielano 1 zamrazano w temperaturze —20°C (a w przypadku
koniecznosci dluzszego przechowywania —70°C) do czasu analiz biochemicznych opisanych w

podrozdziatach 3.4.213.4.3.

3.4.1. Oznaczenie liczebnos$ci EPC

Oznaczenie to wykonano za pomoca cytometrii przeplywowej w Zakladzie
Immunologii Instytutu Biologii Molekularnej Uniwersytetu Jagiellonskiego (Kierownik: Prof.
dr hab. med. J. Pryjma) wg metodologii rozwinigte] na podstawie literatury (Vasa 1 wsp.,
2001ab). Za EPC przyjeto komorki wykazujace jednoczesna ekspresj¢ czasteczek
powierzchniowych CD34 oraz receptoréw typu 2 dla VEGF (KDR, kinase insert domain
receptor). Probki 100 upl krwi inkubowano z mysimi przeciwcialami monoklonalnymi
przeciwko KDR (Sigma), a nastgpnie z wtdrnymi przeciwciatami kroliczymi znakowanymi
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC, fluoroscein isothiocyanate) (Dako) oraz ze znakowanymi
fikoerytryna (PE, phycoerithrin) mysimi przeciwcialami monoklonalnymi przeciwko CD34
(Becton Dickinson). Kontrolne probki krwi inkubowano z mieszaning znakowanych mysich
przeciwcial (IgG1-FITC oraz 1gG2a-PE, y1/y2a Simultest, Becton Dickinson). Liczebnos¢ EPC

wyrazono jako odsetek komorek w bramce dla limfocytow.

3.4.2. Oznaczenie poziomu L-argininy i jej metylowanych pochodnych

Pomiar stezenia substratu (L-arginina) i endogennego antagonisty (ADMA) syntezy
tlenku azotu w osoczu wykonano metoda chromatografii cieczowej/spektrometrii masowe;j
(Martens-Lobenhoffer & Bode-Boeger, 2006) w Instytucie Farmakologii Klinicznej
Uniwersytetu im. Otto-von-Guericke w Magdeburgu (Kierownik: Prof. dr hab. med. S.M.
Bode-Boeger). Zmierzono takze poziom izomeru ADMA, symetrycznej N N “-dwumetylo-L-
argininy (SDMA, symmetric N°N“-dimethyl-L-arginine). Wspdtczynniki zmiennosSci
wewnatrzseryjnej i miedzyseryjnej w przypadku ADMA wynosity odpowiednio 5.5 1 7.7 %, za$
dla L-argininy 1 SDMA ponizej 5.2 %.

3.4.3. Pozostale analizy biochemiczne
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Oznaczenia te obejmowaly biatko C-reaktywne metoda chemiluminescencyjna o duzej
czutosci (Immulite, DPC, USA) oraz homocysteing metoda chemiluminescencyjna (Immulite,
DPC, USA). Ponadto zmierzono stezenie cholesterolu catkowitego, frakcji cholesterolu,
triglicerydéw 1 kreatyniny w surowicy, a takze poziom glukozy w osoczu za pomoca
standardowych metod. Na podstawie st¢zenia kreatyniny wyznaczono klirens endogennej
kreatyniny (KKr) wg zmodyfikowanego wzoru opartego na badaniu MDRD (Modification of
Diet in Renal Disease) (Levey, 2002). Ponadto zmierzono poziom VEGF w osoczu metoda
immunoenzymatyczna ELISA (enzyme-linked immunoadsorbent assay) (R & D Systems), przy
czym wspOlczynniki zamienno$ci wewnatrzseryjnej i mi¢dzyseryjnej wynosity odpowiednio
6.7 1 8.8 %, za$ prog czutosci metody 5 pg/ml.

W przypadku morfologii krwi 1 czynnika reumatoidalnego w dalszych analizach
uwzgledniono warto§ci  w/wym. parametrow uzyskane w toku rutynowych oznaczen
przeprowadzonych u chorych z RZS nie wczes$niej niz 2 tygodnie przez pobraniem krwi do
uprzednio opisanych badan. Jako dodatni test na obecno$¢ czynnika reumatoidalnego przyjeto

miano odczynu Waalera-Rosego co najmniej 1 : 160.

3.4.4. Badanie ultrasonograficzne tetnic szyjnych wspolnych

Badanie przeprowadzono w Pracowni Badan Nieinwazyjnych przy II Klinice
Kardiologii Instytutu Kardiologii Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego przy
uzyciu ultrasonografu Vivid 7 wyposazonego w glowice liniowa do badan naczyniowych.
Osoba wykonujaca badanie nie posiadata wiedzy na temat charakterystyki klinicznej pacjentéw
oraz wynikow badan biochemicznych 1 liczebnosci EPC u pacjentow oraz w grupie kontrolne;j.
Pomiaru IMT dokonano w koncowym okresie rozkurczu; badaniem objeto odcinek o dhugosci
1.5 cm przed rozwidleniem tgtnicy szyjnej wspolnej poza obszarem ewentualnych blaszek
miazdzycowych. IMT zdefiniowano jako odleglo§¢ migdzy dwoma wyraznie zarysowanymi
linilami odgraniczajacymi blon¢ wewngtrzna od $wiatta naczynia oraz blong¢ $rodkowa od
przydanki. U kazdej osoby wykonujacej badanie wykonano 12 pomiardw: w prawej i lewej
tetnicy szyjnej wspolnej po 3 pomiary w zakresie $ciany naczynia blizszej i dalszej w stosunku
do glowicy (Schillaci 1 wsp., 2001; Gerli 1 wsp., 2004). Ponadto wyodrgbniono osoby z
obecnoscia blaszek miazdzycowych zdefiniowanych jako nieregularne uwypuklenia do swiatta

naczynia (Schillaci 1 wsp., 2001; del Rincon 1 wsp., 2005).
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3.5. Analiza statystyczna

Zmienne o charakterze jako$ciowym scharakteryzowano jako liczebnosci (n) 1 odsetki.
Zmienne o charakterze ciaglym przedstawiono w postaci wartosci Srednich i odchylen
standardowych z wyjatkiem poziomu CRP i VEGF, dla ktérych zaprezentowano mediany i
rozpigto$¢ migdzy 25-tym a 75-tym percentylem z powodu braku mozliwosci uzyskania
jednorodnosci wariancji tych zmiennych w poszczegolnych grupach osob badanych. Zgodnos¢
zmiennych ciaglych z rozktadem normalnym badano przy pomocy testu Kolmogorowa-
Smirnowa, za$ jednorodno$¢ wariancji testem Levene’a. Przy pordwnaniach liczebnosci EPC
pomigdzy grupami zastosowano transformacje¢ logarytmiczna (logarytm dziesi¢tny) w celu
uzyskania zgodnos$ci z rozkltadem normalnym, za§ w przypadku ilorazu ADMA/L-arginina
postuzono si¢ w/wym. przeksztatlceniem logarytmicznym w zwiazku z konieczno$cia eliminacji
niejednorodnosci wariancji.

Poréwnanie zmiennych o charakterze ciagtym migdzy 2 grupami (grupa kontrolng a
grupa chorych z RZS) wykonano za pomoca testu t Studenta dla zmiennych niepowiazanych,
testu nieparametrycznego Mann’a-Whitney’a (dla stezenia CRP i VEGF), za$ testu y* lub
Fishera w przypadku zmiennych o charakterze jako§ciowym.

Nastgpnie w obrgbie chorych z RZS wyodrgbniono 2 grupy chorych na podstawie
obecnosci (RZS/A, n = 8) badz braku (RZS/B, n = 22) blaszek miazdzycowych w tgtnicach
szyjnych wspolnych. W celu poréwnania tych 2 grup oraz grupy kontrolnej przeprowadzono
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (ANOVA) dla zmiennych ciagtych z wyjatkiem CRP i
VEGF, dla ktérych postuzono si¢ analiza wariancji Kruskala-Wallisa. W przypadku wykrycia
istotnosci statystycznej (p < 0.05) za pomoca analiz wariancji, analize rozszerzono o badanie
réznic migdzy poszczegdlnymi parami grup za pomoca testu Tukey’a badz — w przypadku CRP
1 VEGF — testu nieparametrycznego Mann’a-Whitney’a.

Jednoczynnikowa analiza korelacyjna polegata na obliczeniu wspdtczynnikdéw korelacji
liniowej Pearsona (r) miedzy IMT tetnic szyjnych lub logarytmiczna pochodna liczebnosci EPC
[log (EPC)] a zmiennymi o charakterze ciaglym. W przypadku zmiennych jako$ciowych
obliczono wspotczynniki korelacji Spearmana (rho). W celu identyfikacji zmiennych
powiazanych w sposob niezalezny z IMT badz logarytmiczna pochodna liczebnosci EPC
zastosowano analiz¢ wieloczynnikowa metoda liniowej regresji wielokrotnej z krokowym
doborem zmiennych. Do analizy wlaczono jedynie zmienne, dla ktoérych miara istotno$ci
statystycznej (p) przy obliczaniu wspdtczynnikow korelacji r badz rho w analizie

jednoczynnikowej nie przekraczata 0.15. Wyniki przedstawiono jako $rednie standaryzowane
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wspolcezynniki regresji () wraz z ich standardowymi btedami (SEM, standard error of the
mean) oraz odpowiadajace im wartosci p dla zmiennych, ktére zostaty wlaczone do koncowego
modelu regresji. Modele regresji scharakteryzowano podajac warto$¢ kwadratu wspotczynnika
korelacji wielokrotnej (R?) okre$lajacy, jaka cze$¢ zmienno$ci zmiennej zaleznej — IMT tetnic
szyjnych lub [log (EPC)] — moze by¢ tlumaczona przez zmienne niezalezne obecne w

ostatecznym modelu regresji.

4. WYNIKI

4.1. Poréwnania migdzy grupa kontrolng (C) a pacjentami z RZS

4.1.1. Dane demograficzne, kliniczne i parametry biochemiczne

Poza parametrami zwigzanymi z RZS, nie stwierdzono réznic migdzy grupa kontrolng a
chorymi z RZS w przypadku danych demograficznych 1 klinicznych (tab. 1). U 8 chorych z
RZS (26.7 %) stwierdzono obecno$¢ blaszek miazdzycowych powodujacych nieistotne

hemodynamicznie zwg¢zenia, czego nie obserwowano oraz u zadnej osoby w grupie kontrolne;.
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Tab. 1. Chorzy z RZS i grupa kontrolna (C)— dane demograficzne i kliniczne

RZS C
(n=30) (n=20)
Wiek, lata 47+ 12 45+ 10
Kobiety, n (%) 25(83.3) 17 (85)
Wskaznik masy ciata, kg/m’ 252+ 43 25.0+2.1
Czas trwania choroby, lata 51+44 -
DAS» 59+12 -
Dodatni czynnik reumatoidalny, n (%) 21 (70) -
Leczenie DMARDs, n (%) 30 (100) -
Metotreksat 18 (60) -
Inne DMARDs 5(16.7) -
Metotreksat + inne DMARDs 6 (20) -
Kombinacje DMARDs (bez metotreksatu) 1(3.3) -
Srednie RR, mmHg 88+£5 89+6
KKr, ml/min na 1.73 m* powierzchni ciata 104 +27 108 £ 13
Leukocyty, 10°/ul 7.1£2.0 72+1.7
Plytki krwi, 10°/ul 362 + 120%** 219 + 85

% p <0.001 vs. C.

U pacjentéw z RZS stwierdzono podwyzszenie liczby ptytek krwi (tab. 1), wigksze stezenie
CRP i1 VEGF, za$ obnizony poziom cholesterolu frakcji HDL 1 hemoglobiny (tab. 2).

Tab. 2. Chorzy z RZS i grupa kontrolna (C) — parametry biochemiczne

RZS C
(n=30) (n=20)
Hemoglobina, g/dl 11.9 £ 0.6%** 13.7+£0.7
CRP, mg/l 12.0 (1.6-37.4)*** 0.8 (0.6-1.0)
Homocysteina, pmol/l 93+3.8 95+1.6
Cholesterol frakcji LDL, mmol/l 29+09 32+04
Cholesterol frakcji HDL, mmol/l 1.0+ 0.3%** 1.3+0.3
Triglicerydy, mmol/l 1.3+£0.7 1.1+£03
Glukoza, mmol/l 48+04 49+04
VEGF, pg/ml 47 (29-79)*** 14 (8-20)

% p <0.001 vs. C.

4.1.2. IMT, liczebnos$¢ EPC oraz stezenie L-argininy, ADMA i SDMA

W stosunku do grupy kontrolnej pacjenci z RZS wykazywali znamiennie podwyzszone
poziomy ADMA w osoczu krwi (tab. 3, ryc. 1), obnizona liczebnos¢ EPC (tab. 3, ryc. 2) oraz
zwigkszenie $redniej wartosci IMT tetnic szyjnych wspolnych (tab. 3, ryc. 3). Stezenia SDMA 1
L-argininy nie r6znity si¢ w sposob istotny w obu grupach (tab. 3, ryc. 1)
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Tab. 3. Porownanie IMT tetnic szyjnych wspdlnych, liczebnosci EPC oraz poziomu L-

argininy, ADMA i SDMA w osoczu mi¢dzy grupg kontrolng a chorymi z RZS

C RZS

(n=20) (n =30)
IMT, mm 0.55+0.10 0.65+0.13**
EPC, odsetek limfocytow 0.063 £0.035 0.039 £0.025*
L-arginina, pmol/l 63+16 69+ 19
ADMA, pmol/l 0.40+0.07 0.49 £ 0.07#**
SDMA, pmol/l 0.41+0.06 0.42+0.08
ADMA/L-arginina 0.0068 + 0.0019 0.0075 +0.0020

*p<0.05vs.C; ** p <0.01 vs. C; ¥** p<0.001 vs. C.
Ryc.1. Poziomy ADMA i SDMA w osoczu krwi
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Rye.2. Liczebnosé EPC we krwi
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4.2. Poréwnania miedzy grupa kontrolna (C) a chorymi z RZS z uwzgle¢dnieniem

obecnosci (RZS/A) badz braku (RZS/B) blaszek miazdzycowych w tetnicach szyjnych

4.2.1. Dane demograficzne, kliniczne i parametry biochemiczne

Z uwagi na brak istotnych réznic migdzy grupami okreslanymi jako RZS/A oraz RZS/B,
porownanie roznic migdzy 3 grupami (C, RZS/B oraz RZS/A) metodami opartymi na analizie
wariancji przyniosto podobne wyniki do przedstawionego wczes$niej poréwnania grupy
kontrolnej (C) z chorymi na RZS rozpatrywanymi jako jedna grupa (tab. 4 i tab. 5). ObniZenie
stezenia cholesterolu frakcji HDL i hemoglobiny oraz podwyzszenie liczby ptytek i poziomu
CRP 1 VEGF obserwowano zaroéwno dla grup RZS/A, jak i RZS/B w poréwnaniu z grupa C
(tab. 4 1 tab. 5).

Tab. 4. Grupa kontrolna (C) a chorzy z RZS z obecnoscia (RZS/A) lub bez (RZS/B)

blaszek miazdzycowych w tetnicach szyjnych — dane demograficzne i kliniczne

C RZS/B RZS/A
(n=20) (n=22) (n=35)
Wiek, lata 45+10 45+ 11 52+ 14
Kobiety, n (%) 17 (85) 18 (81.8) 7(87.5)
Wskaznik masy ciata, kg/m* 25.0+£2.1 25.0+4.7 26.1+£3.2
Czas trwania choroby, lata - 52+45 4.8+43
DAS» - 6.0+14 56+0.5
Dodatni czynnik reumatoidalny, n (%) - 14 (63.6) 7 (87.5)
Leczenie DMARD:s, n (%) - 22 (100) 8 (100)
Metotreksat - 14 (63.6) 4 (50)
Inne DMARDs - 5(22.7) 0 (0)
Metotreksat + inne DMARD - 2(9.1) 4 (50)
Kombinacje DMARDs (bez metotreksatu) - 1(4.6) 0(0)
Srednie RR, mmHg 89+ 6 88+ 5 87 +6
KKr, ml/min na 1.73 m? powierzchni ciala 108 £13 101 £22 116 £39
Leukocyty, 10°/ul 72+1.7 7.1+£19 72+25
Plytki krwi, 10°/ul 219+ 85 332 £ 95%** 444 4 129%**

Tab. 5. Grupa kontrolna (C) a chorzy z RZS z obecnoscia (RZS/A) lub bez (RZS/B)

blaszek miazdzycowych w tetnicach szyjnych — parametry biochemiczne

34



C RZS/B RZS/A

(n=20) (n=22) (n=35)
Hemoglobina, g/dl 13.7+0.7 11.9 £+ 0.4%4* 12.0 £ 0.6%**
CRP, mg/l 0.8 (0.6-1.0) 7.5 (1.745.1)*** 23,5 (1.2-37.9)**
Homocysteina, pmol/l 95+1.6 9.7+4.0 82+3.0
Cholesterol frakcji LDL, mmol/l 32+04 27+0.9 33+0.5
Cholesterol frakcji HDL, mmol/l 1.3+0.3 1.0 £0.3%** 0.9 £0.3%**
Triglicerydy, mmol/l 1.1£03 1.3+£0.7 1.3+£0.5
Glukoza, mmol/l 49+04 47+04 49+0.5
VEGF, pg/ml 14 (8-20) 49 (29—82)*** 47 (27-61)***

**p <0.01 vs. C; *¥** p < 0.001 vs. C.
4.2.2. IMT, liczebnos¢ EPC oraz stezenie L-argininy, ADMA i SDMA

Porownanie grupy kontrolnej (C) oraz grup RZS/A 1 RZS/B za pomoca analizy
wariancji wykazato znamiennos¢ statystyczng w przypadku IMT tgtnic szyjnych wspolnych (p
< 0.01), liczebnosci EPC we krwi (p < 0.05), stezenia ADMA w osoczu (p < 0.001) i ilorazu
stezeh ADMA/L-arginina (p < 0.05). W stosunku do grupy kontrolnej poziom ADMA w
osoczu byt podwyzszony u chorych z RZS niezaleznie od obecnosci blaszek miazdzycowych w
tetnicach szyjnych (tab. 6, ryc. 4). Stezenia SDMA 1 L-argininy nie wykazywatly istotnych
znamiennych réznic miedzy powyzszymi 3 grupami. (tab. 6). W grupie RZS/A $rednia wartos¢
IMT tetnic szyjnych wspdlnych (tab. 6) 1 iloraz stezen ADMA/L-arginina (tab. 6, ryc. 5)
okazaty si¢ podwyzszone, za$ liczebnos¢ EPC byta obnizona (tab. 6, ryc. 6) — tak wzgledem
grupy RZS/B, jak i1 grupy kontrolnej. Nie stwierdzono znamiennych réznic migdzy grupa
kontrolna a grupa RZS/B dla IMT t¢tnic szyjnych wspolnych (tab. 6), ilorazu ADMA/L-
arginina (tab. 6, ryc. 5) oraz liczebnosci EPC (tab. 6, ryc. 6).

Tab. 6. Poréwnanie IMT tetnic szyjnych wspdlnych, liczebnosci EPC oraz poziomu L-
argininy, ADMA i SDMA w osoczu mi¢dzy grupa kontrolna (C) oraz chorymi z RZS z
uwzglednieniem obecnosci (RZS/A) badz braku (RZS/B) blaszek miazdzycowych w

tetnicach szyjnych
C RZS/B RZS/A

(n=20) (n=22) n=38)
IMT, mm 0.55+0.10 0.61+0.12 0.74 £ 0.11%*F
EPC, odsetek limfocytow 0.063 +0.035 0.045 +0.032 0.020 + 0.013*F
L-arginina, pmol/l 63+16 73+18 61+19
ADMA, pmol/l 0.40 +0.07 0.48 £ 0.07** 0.52 4 0.08%**
SDMA, pumol/l 0.41 £0.06 0.43 +0.08 0.38+0.09
ADMA/L-arginine 0.0068 = 0.0019 0.0069 =+ 0.0013 0.0092 £ 0.0028* 1

*p<0.05vs. C; ** p <0.01 vs. C; *** p<0.001 vs. C; T p<0.05vs. RZS/B.
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4.3. Analiza korelacyjna zmiennych powigzanych z IMT i liczebnoscia EPC

4.3.1. Analiza jednoczynnikowa

U chorych z RZS warto§¢ IMT tgtnic szyjnych wspolnych korelowata z ilorazem
ADMA/L-arginina (r = 0.48; p = 0.007), wiekiem (r = 0.43; p = 0.02), st¢zeniem ADMA w
osoczu (r = 0.38; p = 0.04) (ryc. 7) oraz liczebnoscia EPC (r = —0.38; p = 0.04). Ponadto
stwierdzono ujemna korelacje¢ liczebnosci EPC i poziomu ADMA (r =-0.41; p = 0.02) (ryc. 8a
1 8b).

W grupie kontrolnej stwierdzono nieznamienne trendy do zalezno$ci IMT tetnic szyjnych
wspolnych od wieku (r = 0.39; p = 0.09) 1 poziomu ADMA (r = 0.36; p = 0.12). Nie
obserwowano istotnej korelacji migdzy IMT t¢tnic szyjnych a liczebnoscia EPC (p > 0.5) , a

takze pomigdzy w/wym. parametrami a innymi zmiennymi (p > 0.2).

Ryec.7. IMT a poziom ADMA w RZS
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Ryc.8a. Liczba EPC a poziom ADMA w RZS
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4.3.2. Analiza wieloczynnikowa

Za pomoca liniowej regresji wielokrotnej z krokowym doborem zmiennych
zidentyfikowano iloraz ADMA/L-arginina (f = 0.41 = 0.15; p = 0.01) oraz liczebno$¢ EPC (po
transformacji logarytmicznej) (B = —0.32 + 0.15; p = 0.04) jako parametry powiazane w sposob
niezalezny z IMT tetnic szyjnych wspdlnych (tab. 7).

Tab. 7. Parametry powigzane w sposob niezalezny z IMT — wyniki liniowej regresji

wielokrotnej z krokowym doborem zmiennych (R*= 0.42, p = 0.002, n = 30)

B+ SEM p
ADMA/L-arginina 0.41+0.15 0.01
Liczebnos¢ EPC [log (EPC)] —0.32+£0.15 0.04

Przedstawiono $rednie standaryzowane wspotczynniki regresji  (B), wartosci bledow
standardowych tych $rednich (SEM) oraz istotnos¢ statystyczna (p) dla poszczegélnych
zmiennych obecnych w koncowym modelu regres;ji.

Przy pomocy analogicznej metody zidentyfikowano poziom ADMA w osoczu (f = —
0.41 = 0.17; p = 0.02) jako jedyny parametr obecny w koncowym modelu regresji opisujacej
liczebno$¢ EPC (po transformacji logarytmicznej) (R*= 0.17, p = 0.02, n = 30 dla ostatecznego

modelu regres;ji).
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5. DYSKUSJA

5.1. Zagadnienia metodologiczne

Nalezy zaznaczy¢, ze w literaturze obecny jest poglad, iz najbardziej miarodajng metoda
oceny liczebnos$ci EPC we krwi jest hodowla komoérek (George i wsp., 2006). Autorzy nie sa
jednak zgodni na temat wyboru najwtasciwsze] metodologii in vitro. Rehman i wsp. (2003)
poddali szczegotowej analizie jedna z tych metod polegajacej na ocenie zdolnosci hodowanych
komorek do adhezji do fibronektyny, obecnosci lektyny (Ulex europaeus agglutinin 1) na ich
powierzchni oraz zdolno$ci w/wym. komoérek do pochtaniania acetylowanej pochodnej LDL.
Badacze ci wykazali, ze komorki identyfikowane dotychczas (Vasa 1 wsp., 2001ab) jako EPC
za pomoca powyzszej metody sa w zdecydowanej wigkszosci komorkami posiadajace na
powierzchni markery typowe dla monocytow/makrofagéow i zaproponowali dla nich okreslenie
»krazace komorki angiogenne” (circulating angiogenic cells) z uwagi na ich zdolno$¢ do
wydzielania cytokin istotnych w procesie angiogenezy. Wydaje sig, ze najmniej kontrowersji
wiaze si¢ z analiza EPC poprzez pomiar liczebnosci kolonii komorek $roédblonka in vitro
(colony—forming units). Jednakze ostatnio pojawit si¢ poglad, iz oceng tej liczebnos$ci nalezy
przeprowadzaé nie po 7-9 dniach hodowli (jak postepowano wezesniej) (Hill 1 wsp., 2003), ale

po 14-28 dniach (late outgrowth endothelial progenitors) (Gueven 1 wsp., 2006). George 1 wsp.
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(2006) dokonali poréwnania liczby EPC definiowanych za pomoca r6znych kryteriow opartych
na cytometrii przeptywowej z liczba EPC zdefiniowana na podstawie liczebnosci kolonii
komorkowych. Okazato sig, ze wyniki uzyskane w ten sposdb nie byly zgodne, natomiast
jedynie liczba EPC okreSlonych jako komorki wykazujace ekspresje czasteczek
powierzchniowych CD34 i KDR (kryterium stosowane w niniejszych badaniach) korelowala z
poziomem we krwi VEGF, mediatora bioracego udziat w mobilizacji EPC ze szpiku kostnego
do krwi. Sklonito do cytowanych badaczy do sformutowania wniosku, ze rozne metody
koncentruja si¢ na odmiennych aspektach EPC. Mianowicie wyniki oparte na cytometrii
przeptywowej maja dostarcza¢ informacji o liczebnosci populacji komorek, wsréd ktérych
obecne sa rzeczywiste EPC, podczas gdy na zdolno$¢ do tworzenia kolonii komoérkowych in
vitro wpltywaja — poza liczebnoscia EPC — takze ich wlasciwosci biologiczne, zwlaszcza
zdolnos¢ do proliferacii.

Poza powyzszymi wynikami Georga i wsp. (2006) istnieje szereg innych przestanek
wskazujacych na miarodajnos¢ wynikow uzyskanych metoda cytometrii przeptywowej. Po
pierwsze, w badaniach prospektywnych (Werner i wsp., 2005), w ktorych udowodniono
warto$¢ prognostyczng liczebnosci EPC w chorobie wiencowej, postugiwano si¢ kryterium
definiujacym EPC identycznym jak w niniejszych badaniach, czyli za EPC przyjmowano
komorki wykazujace jednoczesna obecno$¢ czasteczek powierzchniowych CD34 oraz KDR. W
publikacji tej dokonano takze oceny liczebnosci EPC przy uzyciu hodowli komorkowej
(poprzez uprzednio wspomniany pomiar liczby kolonii komoérek $rodbtonka — colony—forming
units) w podgrupie 203 sposrdd 507 chorych, co przyniosto porownywalne wyniki. Co wigcej,
w cytowane] publikacji wnioski okazaty si¢ podobne rowniez, gdy zdefiniowano EPC metoda
cytometrii przeptywowej na podstawie obecnosci czasteczki powierzchniowej CD133 typowej
dla komoérek o mniejszej dojrzatosci. Ponadto Vasa 1 wsp. (2001b), Thum 1 wsp. (2005) oraz
Grisar i wsp. (2005) wykazali obnizenie liczebnosci EPC w pordwnaniu do grupy kontrolnej w
chorobie niedokrwiennej serca oraz w RZS niezaleznie od tego, czy postugiwali si¢ cytometria
przyptywowa, czy metodami in vitro. Wreszcie obie te metody potwierdzity swa wartos¢ w
przypadku badania wptywu wysitku fizycznego (Adams i wsp., 2004) oraz leczenia statynami
(Vasa i1 wsp., 2001a) na liczebno$¢ EPC. Vasa i wsp. wykazali takze, Ze istotna statystycznie
zalezno$¢ miedzy EPC a czynnikami ryzyka sercowo-naczyniowego (2001b) oraz znamienny
efekt terapii statynami (2001a) mialy miejsce, gdy w metodzie cytometrycznej uzyto kryterium
podobnego jak w obecnych badaniach, podczas gdy powyzsze efekty nie osiagnely
znamienno$ci przy zdefiniowaniu EPC jako komorki CD133+ badz CD34+/CD133+. Istotny

przyczynek do wciaz frapujacego badaczy problemu metodologii oceny liczebnosci EPC
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stanowi niedawno opublikowana praca Fadiniego i wsp. (2006), ktorzy badali relacj¢ migdzy
IMT tetnic szyjnych u 137 oso6b bez klinicznych cech miazdzycy a réznymi populacjami
komorek w cytometrii przeplywowej. Okazato sig¢, ze jedynie liczebnos¢ komorek z
czasteczkami powierzchniowymi CD34 i1 KDR (CD34+/KDR+) wykazywala znamienna
ujemng korelacje¢ z wielkoscia IMT, podczas gdy istotnosci takiej korelacji nie stwierdzono dla

komorek CD34+, CD133+, CD34+/CD133+, CD133+/KDR+ ani CD34+/CD133+/KDR+.

5.2. Podwyzszenie poziomu ADMA w osoczu krwi chorych z RZS

Poszukujac mechanizméw podwyzszenia poziomu ADMA, nalezy wzia¢ pod uwage
zaburzenia zaré6wno powstawania, jak i degradacji ADMA. ADMA jest syntetyzowana w
wyniku metylacji reszt L-argininy wchodzacej w sklad tancuchow polipeptydowych (Vallance
& Leiper, 2004). Za powyzsza reakcje chemiczna syntezy ADMA odpowiedzialna jest grupa
enzymow okreslanych jako PRMT (protein arginine N-methylotransferases) typu I (Gary &
Clarke, 1998). Natomiast uwolnienie wolnej ADMA nastgpuje podczas degradacji biatek,
procesu zachodzacego w sposob ciagly w ustroju (Cantoni, 1975). Rozktad ADMA
katalizowany jest przez specyficzny enzym, dwumetyloaminohydrolaze N9 N¢-dwumetylo-L-
argininy (DDAH, N NC-dimethyl-L-arginine dimethylaminohydrolase) (Ogawa i wsp., 1989).
Przyczyna podwyzszonego stezenia ADMA w osoczu krwi moze znajdowac si¢ na kazdym z
w/wym. etapéw metabolizmu tego zwiazku.

Zwigkszenie ekspresji PRMT typu I obserwowano pod wptywem zmodyfikowanych
przez utlenianie czastek LDL za posrednictwem wzmozonego stresu oksydacyjnego (Boeger i
wsp., 2000b), ktory opisano takze w RZS (Kaur & Halliwell, 1994; Remans i wsp., 2005).
Stres oksydacyjny (Stuehlinger i wsp., 2001), zmodyfikowane czastki LDL (Ito i wsp., 1999)
oraz TNFa (Ito 1 wsp., 1999) hamuja ponadto aktywno$s¢ DDAH. Natomiast ekspresja DDAH
spada w warunkach niedotlenienia (Millatt i wsp., 2003), za§ w RZS dochodzi do obnizenia
ci$nienia parcjalnego tlenu w obrgbie objgtej procesem zapalnym blony maziowej stawow
(Middleton i wsp., 2004). Ponadto komorki §rodbtonka naczyn zaopatrujacych btong maziowa
wykazuja sprz¢zone nasilenie procesOw apoptozy i proliferacji (Middleton 1 wsp., 2004).
Podczas apoptozy dochodzi do rozktadu biatek, zas — jak zaznaczono powyzej — uwalnianie
ADMA nastgpuje przy degradacji tancuchow polipeptydowych. Nalezy podkresli¢, ze komorki
srodblonka in vitro generuja ok. 2-krotnie wigcej ADMA niz SDMA (Boeger i wsp., 2000a). W

niniejszej rozprawie stwierdzono podwyzszenie stgzenia ADMA w RZS przy niezmienionym
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poziomie SDMA, co czyni prawdopodobnymi w/wym. mechanizmy. Przedstawione hipotezy
zgodne sa bowiem ze znanymi faktami, ze PRMT typu I uczestnicza w sposdb wybidrczy w
tworzeniu ADMA (Gary & Clarke, 1998), zas DDAH katalizuje rozktad ADMA, pozostajac
bez wptywu na metabolizm SDMA (Ogawa i wsp., 1989). Ponadto zwiazek metabolizmu
ADMA z szybkos$cia proceséw katabolicznych zostat potwierdzony przez badania Marliss i
wsp. (2006), ktorzy wykazali dodatnia zalezno$¢ migdzy stgzeniem ADMA w osoczu krwi a
szybko$cia ogolnoustrojowego metabolizmu biatek. Jednakze autorzy ci stwierdzili podobna
zaleznos$¢ tak dla ADMA, jak 1 SDMA, podczas gdy selektywna akumulacja ADMA w obecnej
rozprawie sugeruje raczej wybidrcze zaburzenie metabolizmu ADMA.

Warto zaznaczy¢, ze dobor badanych grup pozwolil wykluczy¢ osoby z obecnos$cia
klinicznych cech miazdzycy, a takze czynnikéw ryzyka sercowo-naczyniowego, jak
nadci$nienie tetnicze, hipercholesterolemia, cukrzyca, hiperhomocysteinemia i niewydolnos¢
nerek. Dla wszystkich powyzszych stanow opisywano uprzednio podwyzszenie poziomu
ADMA we krwi (Vallance i wsp., 1992; Boeger 1 wsp., 1997; Boeger 1 wsp., 1998; Surdacki i
wsp., 1999; Abbasi i wsp., 2001; Holven 1 wsp., 2003; Lu i wsp., 2003). Ponadto pacjenci z
RZS 1 grupa kontrolna nie réznili si¢ w sposob istotny pod wzglgdem wieku i klirensu
endogennej kreatyniny, kolejnych parametrow oddzialujacych na stezenie krazacej ADMA
(Kielstein 1 wsp., 2003; Marescau 1 wsp., 1997).

Nie da si¢ wykluczy¢, ze leczenie metotreksatem az 80 % pacjentdéw z RZS moglo
wptyna¢ na metabolizm ADMA. Metotreksat hamuje reduktazg kwasu dihydrofoliowego, czego
nastgpstwem jest niedobor N°-metylotetrahydrofolianu, co upo$ledza remetylacje homocysteiny
do metioniny (Fiskerstrand 1 wsp., 1997). Niedobor metioniny obniza st¢zenie S-
adenozylometioniny, ktora jest donorem grupy metylowej w procesach metylacji, a zatem takze
w syntezie ADMA. Gdyby jednak przedstawiony mechanizm w sposob istotny wplywat na
poziom ADMA w osoczu, mozna by si¢ raczej spodziewa¢ obnizenia st¢zenia ADMA w RZS,
podczas gdy w rzeczywistosci poziom ADMA okazat si¢ podwyzszony u tych chorych.

Wydaje si¢ zatem, ze nadmierna akumulacja ADMA we krwi chorych z RZS wynika
nie z zaburzen towarzyszacych, ale z samej obecno$ci tego stanu chorobowego, co

zaobserwowano po raz pierwszy w toku niniejszych badan.

5.3. ADMA a aktywnos$¢ szlaku syntezy NO i rozwdj miazdzycy
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Przed sformutowaniem jakichkolwiek hipotez na temat patofizjologicznych
konsekwencji nadmiernej akumulacji ADMA, kluczowy charakter ma kwestia, czy st¢zenia
ADMA obserwowane w warunkach klinicznych nie sa zbyt niskie, by w sposob istotny
wptyna¢ na aktywnos$¢ w/wym. enzymu. Warto$¢ stalej Michaelisa-Mentena §rodbtonkowej
syntazy NO dla L-argininy wynosi bowiem jedynie 2.9 umol/l (Pollock i wsp., 1991), czyli ok.
20-krotnie mniej niz stgzenie L-argininy w osoczu. Wiadomo jednak, ze pomimo tego
egzogenna L-arginina wywotuje efekty biologiczne przypisywane zwigkszonej generacji NO,
co okresla si¢ mianem paradoksalnej odpowiedzi na L-argining (L-arginine paradox) (Boeger
& Bode-Boeger, 2001). Ponadto istnieja przestanki, z2 ADMA w sposob ciagly moduluje
aktywno$¢ szlaku syntezy NO.

Po pierwsze, w hodowlach komorek srodbtonka wewnatrzkomorkowe stgzenie ADMA
ok. 10-krotnie przewyzszato poziom tego zwiazku mierzony w plynie pozakomoérkowycm
(Boeger 1 wsp., 2000a). U krolika iloraz stgzen ADMA/L-arginina w osoczu wynosit ok. 1 : 70
(Bode-Boeger 1 wsp., 1996), podczas w komodrkach srodbtonka naczyniowego jedynie ok. 1 : 7
(Azuma 1 wsp., 1995) Natomiast po dodaniu ADMA w okre§lonym stezeniu do medium
otaczajacego hodowane komorki endothelium, $rodkomoérkowy poziom ADMA byt
wielokrotnie wyzszy (Cardounel 1 wsp., 2007). Po drugie, do§wiadczenia in vitro dowodza
zdolnosci ADMA do wywotywania efektow biologicznych przy st¢zeniach ADMA
porownywalnych do obserwowanych w warunkach fizjologicznych 1 patofizjologicznych
(Vallance 1 wsp., 1992; Faraci i wsp., 1995; Goonasekera i wsp., 1997). Po trzecie, zwigkszenie
ekspresji (Dayoub i wsp., 2003) badz hamowanie (MacAllister i wsp., 1996) aktywnosci
DDAH, enzymu rozktadajacego ADMA powoduje odpowiednio wzmozenie albo ostabienie
generacji NO. Po czwarte, w warunkach klinicznych poziom ADMA (badz iloraz st¢zen
ADMA/L-arginina) korelowal ze stopniem zaawansowania miazdzycy, nasileniem dysfunkcji
$rédbtonka oraz obnizeniem biochemicznych wskaznikow generacji NO (Boeger i wsp., 1997,
Boeger 1 wsp., 1998; Fard 1 wsp., 2000; Lu i wsp., 2003; Piatti 1 wsp., 2003; Stuehlinger 1 wsp.,
2003; Wang i wsp., 2006; Surdacki 1 wsp., 2007). Natomiast zwiazek st¢zenia ADMA z IMT
tetnic szyjnych stwierdzono zarowno w grupie zdrowych ochotnikéw (Miyazaki 1 wsp., 1999),
jak 1 u chorych z tagodna i umiarkowana niewydolnos$cia nerek (Nanayakkara i wsp., 2005)
oraz u pacjentow przewlekle dializowanych, a zatem z wyraznie podwyzszonym poziomem
ADMA (Zoccali 1 wsp., 2002). Wskazuje to na zdolnos¢ ADMA do modulacji procesu rozwoju
miazdzycy w szerokim zakresie stgzen tego mediatora, a zatem obejmujacym takze
podwyzszenie poziomu ADMA w relatywnie niewielkim stopniu, jak obserwowane w obecnej

rozprawie. Po piate, stgzenie ADMA w osoczu okazalo si¢ niezaleznym parametrem
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prognostycznym u chorych z choroba niedokrwienna serca (Valkonen i wsp., 2001; Schnabel i
wsp., 2005; Meinitzer 1 wsp., 2007) oraz terminalng niewydolnos$cia nerek (Zoccali 1 wsp.,
2001).

Przedstawione argumenty wskazuja na istotna mozliwo$¢ zwiazku przyczynowego

mi¢dzy nadmierng akumulacja ADMA a rozwojem miazdzycy.

5.4. Zwiazek podwyzszonego stezenia ADMA z obnizeniem liczebnosci EPC we krwi
chorych z RZS

W roku 2003 grupa autoréw niemieckich opublikowala prace dowodzaca roli
miejscowej generacji NO w mobilizacji EPC ze szpiku kostnego do krwi (Aicher 1 wsp., 2003).
W mysl tej koncepcji pod wptywem VEGF dochodzi do aktywacji kinazy biatkowej B (tzw.
Akt) w $rédblonku naczyn wlosowatych szpiku kostnego, co uruchamia sekwencj¢ zdarzen
wiodacych do wzmozenia uwalniania NO, ktory poprzez wzrost aktywnosci metaloproteinaz
macierzy pozakomorkowej typu 9 (MMP-9, matrix metalloproteinase-9) stymuluje mobilizacjg
EPC do krwi. Kluczowa rol¢ w przedstawionym tancuchu procesow odgrywa NO. Zostato to
potwierdzone w r6znych modelach eksperymentalnych obejmujacych zwigkszony wyrzut EPC
ze szpiku kostnego do krwi w odpowiedzi na wysitek fizyczny (Laufs 1 wsp., 2004),
niedokrwienie mig$nia serca (Landmesser 1 wsp., 2004), a takze stosowanie VEGF (Aicher i
wsp., 2003), estrogendéw (Iwakura i wsp., 2003) lub statyn (Landmesser i wsp., 2004). Mozna
zatem zalozy¢, ze obserwowana w niniejszej rozprawie zalezno$¢ migdzy podwyzszonym
poziomem ADMA a stopniem obnizenia liczebnosci krazacych EPC mogta wynikaé ze
zdolno$ci ADMA do redukcji aktywno$ci syntazy NO w szpiku, a konsekwencji z uposledzonej
mobilizacji EPC do krwi.

Na powyzszy mechanizm wskazuje takze opublikowana w roku 2005 praca, w ktorej
Thum 1 wsp. stwierdzili niezalezna ujemna korelacje st¢zenia ADMA 1 liczebnosci EPC u
chorych ze stabilng dusznica bolesna poddanych diagnostyce inwazyjnej tetnic wiencowych.
Warto podkreslié, ze w cytowanej pracy do oceny liczby EPC postuzono si¢ dwoma
niezaleznymi metodami, czyli nie tylko cytometria przeplywowa, ale takze pomiarem
liczebnosci kolonii komorkowych w warunkach hodowli in vitro, przy czym otrzymano
podobne wyniki niezaleznie od zastosowanej metody.

Stwierdzenie w obecnej rozprawie niezaleznej ujemnej korelacji liczebnosci EPC z

poziomem ADMA w osoczu stanowi uzupetnienie badan ostatnich 2 lat, ktére wykazaty, ze
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niedobdr tych komoérek we krwi ma miejsce takze u pacjentow z RZS, kolejnym stanem
chorobowym zwiazanym ze zwigkszonym ryzyka rozwoju miazdzycy. Za przyczyng niedoboru
EPC we krwi uwaza si¢ wowczas zwigkszong akumulacje tych komoérek w zmienionej zapalnie
btonie maziowej stawow (Ruger 1 wsp., 2004). Czynnikiem odpowiedzialnym za migracj¢ EPC
z krwi do synovium ma by¢ gradient stezen VEGF, uwalnianego w warunkach lokalnego
spadku cis$nienia parcjalnego tlenu w mazidowce reumatoidalnej. Przechodzenie VEGF do krwi
powoduje zwigkszenie jego poziomu w osoczu, stwierdzane w obecnej rozprawie oraz przez
innych autoréw u chorych z RZS o wysokiej aktywnos$ci (Ballara i wsp., 2004). Poniewaz
VEGF stymuluje takze mobilizacj¢ EPC do krwi ze szpiku kostnego, obnizenie liczebno$ci
EPC we krwi pomimo zwigkszonego stgzenia krazacego VEGF sugeruje przewage migracji
EPC do synovium nad ich mobilizacja ze szpiku. Ponadto nie da si¢ wykluczy¢, ze proces
mobilizacji EPC moze by¢ hamowany przez inne czynniki. Na podstawie uzyskanych wynikéw
mozna przypuszczaé, ze moze by¢ za to odpowiedzialna nadmierna akumulacja ADMA we
krwi chorych z RZS. Rozwijajac rozwazania przedstawione w poprzednim podrozdziale
Dyskusji, mozna zatem sformutowaé wniosek, ze uposledzenie mobilizacji EPC w szpiku

kostnym stanowi kolejny mechanizm aterogennego efektu nadmiernej akumulacji ADMA.

5.5. Zwiazek podwyzszenia ilorazu ADMA/L-arginina oraz obnizonej liczebnosci EPC

z wykladnikami procesu miazdzycowego u chorych z RZS

Pacjenci z RZS 1 obecnoscia blaszek miazdzycowych w tgtnicach szyjnych wspolnych
wykazywali zar6wno podwyzszenie ilorazu stezeh ADMA/L-arginina, jak 1 obnizenie
liczebnosci krazacych EPC. Ponadto w analizie wieloczynnikowej oba w/wym. parametry byly
powiazane z IMT w sposob niezalezny, co przemawia za znaczeniem akumulacji ADMA i
obnizonej liczebnosci EPC dla procesu rozwoju miazdzycy w RZS.

Powstaje pytanie, na jakiej drodze redukcja liczebnosci EPC moze stymulowac rozwoj
miazdzycy. W pierwszym rzgdzie nalezy przytoczy¢ badania do§wiadczalne, ktoére dowiodty
udzialu EPC w procesie regeneracji $rodblonka po jego eksperymentalnym uszkodzeniu
(Walter 1 wsp., 2002; Iwakura i wsp., 2003; Laufs 1 wsp., 2004). Ponadto badania autopsyjne
mezczyzn, u ktérych wezesniej wykonano przeszczep serca od osob piei zenskiej, wykazaty
obecno$¢ chromosomu Y z znaczacym odsetku komorek przeszczepu, w tym takze w obrgbie
srédbtonka naczyniowego (Quaini i wsp., 2002; Minami i wsp., 2005). Dowodzi to, ze

pochodzace ze szpiku kostnego komorki rzeczywiscie uczestnicza w ciagte] odnowie serca,
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przy czym za regeneracj¢ Srodbtonka naczyn wiencowych odpowiada specyficzny rodzaj tych
komorek, okreslanych jako EPC. Zatem mozna postawi¢ hipotezg, ze spadek liczebnosci EPC
uposledza proces odnowy S$rodblonka, co moze sprzyja¢ jego dysfunkcji. Dysfunkcja
srodbtonka pojawia si¢ na wczesny etapie rozwoju miazdzycy. Dysfunkcja §rodbtonka naczyn
wiencowych stanowita niekorzystny czynnik prognostyczny u pacjentow z choroba
niedokrwienng serca bez krytycznych zwezen w tgtnicach wiencowych (Al Suwaidi 1 wsp.,
2000; Schaechinger 1 wsp., 2000). Co wigcej, obecnos¢ tej dysfunkcji w okreslonym obszarze
tetnicy wiencowej poprzedzala pojawienie si¢ w tym miejscu blaszki miazdzycowej
(Schaechinger 1 wsp., 2000). Wydaje si¢ zatem, ze ogniwem taczacym zmniejszenie liczebno$ci
EPC z rozwojem miazdzycy jest uposledzenie czynno$ci endothelium. Za przedstawionym
mechanizmem przemawia rowniez zaobserwowany przez Hilla 1 wsp. (2003) silniejszy zwiazek
stopnia zaawansowania dysfunkcji $rodbtonka z obnizeniem liczebnosci EPC niz ze
wskaznikiem ryzyka wg skali Framingham u oso6b bez klinicznych cech miazdzycy, jednakze
wykazujacych obecnos¢ jej klasycznych czynnikow ryzyka. Ponadto pdzniejsze publikacje
dowiodly redukcji liczebnosci EPC takze u pacjentdow z tzw. nietradycyjnymi czynnikami
ryzyka réwniez kojarzacymi si¢ z dysfunkcja $rddbtonka, jak hiperhomocysteinemia (Zhu 1
wsp., 2006) czy niewydolno$¢ nerek (Choi i wsp., 2004; de Groot i wsp., 2004). Mozna zatem
sadzi¢, ze liczebnos¢ EPC stanowi wypadkowa wplywu nie tylko klasycznych, jak 1
nietradycyjnych czynnikow ryzyka rozwoju miazdzycy. Co wigcej, zwiazek obnizonej
liczebnosci EPC z wyktadnikiem wczesnej aterogenezy (IMT tetnic szyjnych) u osob bez
klinicznych cech miazdzycy (Fadini 1 wsp., 2006) potwierdza zaproponowana wczesniej
koncepcjg, ze niedobor EPC moze przyspiesza¢ rozw0j] miazdzycy poprzez uposledzenie
odnowy srodblonka naczyniowego z jego nastgpowa dysfunkcja. Na znaczenie liczebnosci EPC
dla czynnos$ci $rddbtonka wskazuje tez niedawna publikacja Wassmanna i wsp. (2006), ktorzy
w modelu eksperymentalnym dysfunkcji $rodblonka i przys$pieszonej miazdzycy (myszy
apoE™) wykazali poprawe funkcji endothelium utrzymujaca sie 7, 14 i 45 dni po serii 3
transfuzji dozylnych EPC izolowanych od zwierzat kontrolnych.

RZS jest kolejnym stanem chorobowym zwigzanym z podwyzszonym ryzykiem
rozwoju miazdzycy, w ktorym opisano niedobor EPC we krwi (Grisar 1 wsp., 2005; Herbrig i
wsp., 2006). Obecne badania stanowia dowod na rzecz shusznosci hipotezy o powiazaniu
liczebnosci EPC ze stopniem rozwoju miazdzycy w grupie chorych z RZS.

Fakt, ze wielko§¢ IMT powiazana byla w sposob niezalezny zardwno z podwyzszeniem
ilorazu ADMA/L-arginina, jak i1 obnizona liczebnoscia EPC, pozwala przypuszczaé, iz

nadmierna akumulacja ADMA mogla stymulowaé¢ rozwdj miazdzycy takze w sposob
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niezalezny od liczebnosci EPC. Hipotetyczny mechanizm takiego efektu mogtby wynika¢ z
udowodnionych mechanizmoéw aterogennego dzialania ADMA. ADMA zmniejsza
biodostepnos¢ L-argininy, naturalnego substratu S$rodblonkowej syntazy NO. Spadek
biodostgpnosci L-argininy nie tylko powoduje obnizenie uwalniania NO, mediatora
przeciwdziatajacego rozwojowi miazdzycy, ale takze sprzyja generacji anionu
ponadtlenkowego przez w/wym. enzym (Klatt 1 wsp., 1993). Dziatajac na tej zasadzie, ADMA
w stezeniu 10 pumol/l nasilata tworzenie anionu ponadtlenkowego w komoérkach $rédblonka
naczyniowego, co prowadzito do aktywacji zaleznego od stresu oksydacyjnego (Marui i wsp.,
1993) szlaku transkrypcyjnego kontrolowanego przez czynnik jadrowy kB (nuclear factor kB)
Z nastgpowa wzmozona generacja biatka o dzialaniu chemotaktycznym (chemokiny)
odpowiadajacej za wczesny etap interakcji miedzy monocytami a $rodbtonkiem (MCP-1,
monocyte chemoattractant protein-1) (Boeger 1 wsp., 2000a). Do powyzszego efektu ADMA
mogt przyczynia¢ si¢ takze bezposrednio niedobdr NO, gdyz wiadomo, iz NO hamuje
aktywno$¢ czynnika jadrowego kB m.in. przez indukcje 1 stabilizacj¢ jego inhibitora (Peng 1
wsp., 1995; De Caterina i wsp., 1995). Ponadto obserwowano 2—3-krotne wzmozenie zdolno$ci
monocytow 1 limfocytow T do adhezji do endothelium po inkubacji w/wym. komoérek z
komorkami §rodblonkowymi uprzednio pozostajacymi w obecnosci ADMA i L-argininy przy
ilorazie stezen tych zwiazkow odpowiadajacych warto§ciom mierzonym w warunkach
fizjologicznych i u chorych z hipercholesterolemia (Chan i wsp., 2000). Zjawisko przylegania
monocytow do endothelium ma za§ zasadnicze znaczenie dla wczesnych etapéw rozwoju
miazdzycy, procesu o charakterze zapalnym (Ross, 1999; Quehenberger, 2005). Kolejne prace
przyniosty odkrycie nowych szlakow aterogennego dzialania ADMA. ADMA w stezeniu 5
umol/l powodowata (w wyniku redukcji generacji NO) wczesniejsze pojawienie si¢ cech
starzenia w hodowli pasazowanych komoérek S$rodblonka, a takze przy$pieszenie S$cisle
zwigzanego z procesem starzenia komorkowego skracania si¢ koncowych odcinkow
chromosomow (tzw. telomerdéw), hamujac aktywnos$¢ kompleksu enzymatycznego okre§lanego
mianem telomerazy (Scalera 1 wsp., 2004). Starzenie si¢ komorek oznacza utrate ich zdolnosci
do podzialow oraz wzmozona ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych, za§ endogenny NO
przeciwdziata temu procesowi, zapobiegajac apoptozie komorek endothelium 1 stymulujac ich
proliferacj¢ (Cooke, 2003), a takze zwigkszajac aktywnos$¢ telomerazy (Vasa 1 wsp., 2000).
Zatem podwyzszenie poziomu ADMA sprzyja zaburzeniu rownowagi mig¢dzy apoptoza a
odnowa warstwy Srodbtonka naczyniowego (Jang i wsp., 2000; Cooke, 20006) .

Akumulacja ADMA moze takze stymulowa¢ rozwoj miazdzycy w sposob niezalezny

wprawdzie od liczebnosci EPC, lecz powiazany z ich aktywnoscia biologiczna, okreslang poza
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liczebnoscia takze przez zdolno$¢ EPC do migracji, proliferacji i réznicowania. Udowodniono
mianowicie, ze oslabienie aktywnos$ci EPC inkubowanych w obecnosci zmodyfikowanych
przez utlenianie czastek LDL (Imanishi i wsp., 2003; Ma i wsp., 2006) badz CRP (Verma i
wsp., 2004) zwiazane bylo z obnizeniem generacji NO, za$ zdolno$¢ L-argininy 1 rosiglitazonu
do hamowania w/wym. niekorzystnych efektéw wynikata z przywrocenia aktywnos$ci szlaku
syntezy NO. Dowodzi to, ze NO nie tylko kontroluje mobilizacj¢ EPC ze szpiku kostnego do
krwi, ale takze reguluje ich wtasciwos$ci. Na znaczenie generacji NO w obrgbie EPC wskazuja
takze dane Thuma i1 wsp. (2005), ktorzy opisali hamowanie proliferacji 1 roznicowania EPC w
obecno$ci ADMA w stezeniu 5 pmol/l, przy czym dla jednego z mierzonych parametrow
(rozmiaru kolonii komoérkowych) znamienny efekt wystgpowat juz przy stezeniu ADMA 1
umol/l. Ponadto Azuma 1 wsp. (1995) zaobserwowali, ze w zregenerowanych komorkach
srodbtonka tetnicy szyjnej krolika po eksperymentalnym uszkodzeniu jej $rddbtonka iloraz
stezen ADMA/L-arginina wynosit 1.5 : 1, podczas gdy w komorkach kontrolnych nie
przekraczat 1 : 7. Przyjmujac uprzednio przedstawiona koncepcj¢ roli EPC w regeneracji
srodbtonka (Walter 1 wsp., 2002; Iwakura i wsp., 2003; Laufs i wsp., 2004), stanowi to kolejny
argument na rzecz zdolnosci ADMA do modulacji odnowy endothelium, a tym samym do
oddziatywania na szybko$¢ rozwoju miazdzycy poprzez wptyw na wilasciwosci biologiczne
krazacych EPC. Z drugiej strony jednak Hoetzer i wsp. (2005) nie stwierdzili zahamowania
migracji badz réznicowania EPC po zablokowaniu syntezy NO.

Nalezy podkresli¢, ze istotnym ograniczeniem powyzszych hipotez jest wnioskowanie
na podstawie stwierdzenia jedynie znamiennej statystycznie korelacji. Obecnos¢ korelacji nie
dowodzi bowiem zwiazku przyczynowego. Pozornos¢ zwiazku przyczynowego pomimo
obecnosci korelacji ma miejsce wowcezas, gdy oba skorelowane zjawiska sa wtorne do innego
zjawiska nie uwzglednionego w analizie korelacyjnej. U pacjentow z RZS czynnikiem takim
moglaby by¢ aktywacja procesu zapalnego, ktorego wyktadnikiem jest poziom CRP. CRP nie
tylko jest wskaznikiem aktywnosci zapalnej, ale takze poczawszy od stezenia 5 mg/l wywotuje
bezposredni efekt prozapalny na poziomie endothelium w warunkach in vitro (Pasceri 1 wsp.,
2000), za$ juz w stezeniu 15 mg/l uposledza réznicowanie EPC oraz nasila ich apoptoze
(Verma i wsp., 2004). U badanych chorych z RZS rozpigto$¢ migdzy 25-tym a 75-tym
percentylem poziomu CRP wynosita 1.6-37.4 mg/l przy warto$ci mediany 12.0 mg/l, co nie
pozwala wykluczy¢ przedstawionych mechanizmow. Gdyby jednak zalezno$¢ migdzy
liczebnos$cia EPC a wyktadnikami rozwoju miazdzycy byta wtérna do poziomu CRP, mozna by
si¢ spodziewacé, ze zostatoby to wykryte w analizie wieloczynnikowej. Nie stwierdzono jednak

takiej zaleznosci, co potwierdza doniesienia o braku korelacji miedzy st¢zeniem CRP a
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liczebnoscia EPC u chorych z RZS (Grisar i wsp., 2005; Herbrig i wsp., 2006) oraz u pacjentow
z choroba niedokrwienna serca (Schmidt-Lucke 1 wsp., 2005). Zaleznos¢ liczebnosci EPC od
CRP jest najprawdopodobniej zagadnieniem ztozonym, gdyz opisano nie ujemna, ale dodatnia
korelacje¢ tych parametréw u chorych z niestabilng dusznica bolesna (George 1 wsp., 2004).
Moze dowodzi¢ to, ze odmienne mechanizmy dominuja w przypadku ewentualnej modulacji
przez CRP procesu mobilizacji EPC ze szpiku kostnego, za§ inne odgrywaty rolg przy
bezposrednim efekcie CRP na wiasciwosci biologiczne EPC w przedstawionych powyzej
badaniach in vitro.

Kolejnym mechanizmem mogacym nie tylko odpowiada¢ za korelacj¢ migdzy IMT a
EPC, ale takze tlumaczy¢ powiazanie obu tych parametréw z akumulacja ADMA, jest
koncepcja wysunigta przez Hilla 1 wsp. (2003). Zaproponowali oni, ze obnizenie liczebnosci
EPC w stopniu proporcjonalnym do dysfunkcji §rodbtonka moze wynika¢ z nasilonego zuzycia
krazacych EPC w procesach odnowy endothelium. Z kolei przyspieszenie procesow odnowy
srodbtonka miatoby by¢ skutkiem wzmozonego dzialania czynnikéw uszkadzajacych
srodbtonek, a tym samym odpowiedzialnych za jego dysfunkcje, a w dtuzszej perspektywie
réwniez rozw0j miazdzycy. Rozwijajac dalej powyzsza hipotezg, podwyzszenie poziomu
ADMA byloby skutkiem zwigkszonego obrotu komoérek §rodbtonka naczyniowego, gdyz — jak
wspomniano wczesniej — ADMA jest uwalniana przy degradacji bialek zawierajacych
metylowane reszty L-argininy (Cantoni, 1975). Zakladajac prawdziwos$¢ powyzszych
rozwazan, nasilenie procesow apoptozy srodbtonka miatoby by¢ procesem odpowiedzialnym za
przyspieszenie aterogenezy, podwyzszenie poziomu ADMA oraz nasilone zuzycie EPC w
zwiazku z koniecznoS$cia przys$pieszonej odnowy endothelium. Moze to teoretycznie thumaczy¢
wzajemne powiagzania migdzy wskaznikami zaawansowania procesu miazdzycowego,
poziomem ADMA oraz liczebno$cia EPC we krwi nawet przy braku zwiazku przyczynowego
migdzy rozwojem miazdzycy a liczebnoscia EPC oraz poziomem ADMA.

Przeciwko  przedstawionemu  rozumowaniu  przemawiaja  jednak  badania
eksperymentalne 1 kliniczne. Gdyby bowiem obnizona liczebnos¢ EPC byla pozbawiona
znaczenia patofizjologicznego 1 klinicznego, majac jedynie charakter wtorny do dysfunkcji
srodbtonka, mozna by si¢ spodziewa¢ braku jakichkolwiek korzystnych efektow po transfuzji
EPC. Jednakze, jak wspomniano wcze$niej, Wassmann 1 wsp. (2006) wykazali utrzymujaca si¢
do 45 dni poprawe czynno$ci $rodbtonka po serii 3 transfuzji EPC u myszy apoE”. Natomiast
grupa autoréw niemieckich przedstawita ostatnio korzystne wyniki dowiencowego podania
izolowanych ze szpiku kostnego autologicznych komorek progenitorowych (zawierajacych

takze EPC) w 3-7 dobie zawalu mig$nia serca leczonego skuteczng pierwotng angioplastyka
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wiencowa (Erbs 1 wsp., 2006; Schaechinger i wsp., 2006abc). Wyniki te obejmowaly zaréwno
oceniany po 4 miesigcach wzrost rezerwy przeplywu wiencowego w zakresie tetnicy
dozawatowej (Erbs 1 wsp., 2006; Schaechinger 1 wsp., 2006a), jak 1 poprawe¢ rokowania w

obserwacji 12-miesigcznej (Schaechinger i wsp., 2006bc).

5.6. Konsekwencje kliniczne zaobserwowanych zaleznosci

Zwiazek EPC z IMT tgtnic szyjnych, wskaZznikiem wczesnego etapu rozwoju
miazdzycy, dowodzi roli obnizenia liczebnosci tych komorek z procesem aterogenezy u
pacjentow z RZS. Wobec powyzszego mozna si¢ spodziewa¢ wzrostu liczby EPC pod
wpltywem lekow zmniejszajacych ryzyko sercowo-naczyniowe w RZS. Istnieja doniesienia, ze
sposrod DMARDs skuteczny w tym aspekcie moze by¢ metotreksat (Choi 1 wsp., 2002) oraz
antagoni$ci TNFa (Jacobsson i wsp., 2004). W RZS z umiarkowana badz wysoka aktywnoS$cia
choroby (DASy > 3.2) Grisar 1 wsp. (2005) zaobserwowali podobna do grupy kontrolnej
liczebno$¢ EPC jedynie u chorych leczonych antagonistami TNFa, podczas gdy u pacjentow
otrzymujacych inne DMARDs (w tym metotreksat) liczebno$¢ ta byta obnizona. Co wigcej,
Ablin i wsp. (2006) stwierdzili wzrost liczebnosci EPC skorelowany ze spadkiem wskaznika
DASs 14 dni po wiaczeniu do terapii antagonisty TNFa. Przytoczone wyniki zgodne sa z
wezesniejszymi wynikami Huerlimanna 1 wsp. (2002), ktorzy wykazali poprawe czynnosci
$rodbtonka 12 tygodni po zastosowaniu antagonisty TNFa u chorych z RZS i wysoka
aktywnos$cia choroby pomimo uprzedniej terapii metotreksatem i prednisolonem. Korzystny
wplyw antagonistow TNFa na funkcj¢ §rdédbtonka i liczebnos¢ EPC ma konsekwencje kliniczne
dla chorych z RZS, gdyz badania Jacobssona i wsp. (2005) wskazuja na zdolno$¢ tych lekéw do
redukcji ryzyka sercowo-naczyniowego.

Szczegblng rolg przypisuje si¢ w ostatnich latach tzw. plejotropowym efektom statyn.
Wciaz pojawiaja si¢ publikacje na temat mechanizméw tlumaczacych udowodnione efekty
statyn w prewencji pierwotnej 1 wtornej choroby niedokrwiennej serca. Vasa i wsp. (2001a)
wykazali ok. 3-krotny wzrost liczebno$ci EPC 3—4 tygodnie po wdrozZeniu leczenia statynami u
pacjentéw z udokumentowana angiograficznie choroba wiencowa. Wydaje sig, ze korzystne

efekty statyn wykraczaja poza tradycyjny obszar zainteresowania kardiologii. W
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wieloosrodkowym randomizowanym badaniu TARA (Trial of Atorvastatin in Rheumatoid
Arthritis) zaobserwowano poprawe klinicznych i biochemicznych wyktadnikow aktywnos$ci
choroby w pacjentdéw z RZS 6 miesigcy po wiaczeniu 40 mg atorwastatyny w stosunku do
grupy otrzymujacej placebo (McCarey i wsp., 2004). Natomiast Hermann i wsp. (2005)
stwierdzili poprawe funkcji srodblonka u chorych z RZS po zastosowaniu innego leku z grupy
statyn, simwastatyny w dawce 40 mg dziennie przez 4 tygodnie. Mozna postawi¢ hipotezg, 1z o
ile leki z tej grupy koryguja czynno$¢ sroédblonka w RZS, moga one takze podwyzszad
liczebno$¢ EPC analogicznie do przytoczonych badan u pacjentéw z choroba wiencowa (Vasa i
wsp., 2001a).

Nie jest natomiast rozstrzygnig¢ta kwestia ewentualnego wplywu statyn na stgzenie
ADMA we krwi. Dotychczasowe publikacje wskazuja raczej na brak takiego efektu. Zachodzi
jednak mozliwo$¢, ze moga istnie¢ roznice migdzy poszczegdlnymi lekami z tej grupy w
omawianym aspekcie. Mianowicie wykazano spadek poziomu ADMA po zastosowaniu
rosuwastatyny (Lu 1 wsp., 2004) przy braku efektoéw simwastatyny, prawastatyny i
atorwastatyny (Eid 1 wsp., 2003; Paiva i wsp., 2003; Pereira i wsp., 2003; Shinohara 1 wsp.,
2005). Zatem dalsze badania sa niezbgdne w celu poznania tego zagadnienia o potencjalnym

znaczeniu klinicznym obejmujacym takze chorych z RZS.
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6. WNIOSKI

1. U chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawéw o umiarkowanej lub wysokiej aktywnosci
choroby bez klinicznych wyktadnikoéw patologii ukladu sercowo-naczyniowego ani
tradycyjnych czynnikdbw ryzyka poziom asymetrycznej N¢N%-dwumetylo-L-argininy
(endogennego inhibitora syntezy tlenku azotu) w osoczu krwi jest podwyzszony przy

niezmienionym stezeniu L-argininy (substratu w procesie generacji tlenku azotu).

2. Nadmierna akumulacja asymetrycznej N9 NS-dwumetylo-L-argininy we krwi chorych z
reumatoidalnym zapaleniem stawow koreluje ze stopniem obnizenia liczebnosci pochodzacych
ze szpiku kostnego krazacych prekursoréw komorek srddblonka naczyniowego, ktorym

przypisuje si¢ udzial w ciagtej odnowie endothelium.

3. W reumatoidalnym zapaleniu stawdw obnizenie liczebnosci krazacych prekursorow komorek
srodbtonka oraz zaburzenie réwnowagi mi¢dzy endogennym inhibitorem a substratem w reakcji
syntezy tlenku azotu stanowia parametry powigzane w sposOb niezalezny z grubosScia
kompleksu blony $rodkowej 1 wewngtrznej tgtnic szyjnych wspolnych, wskaZznikiem
zaawansowania wczesnej fazy rozwoju miazdzycy. Ponadto powyzsze zaburzenia obecne sa w
sposob wybiorczy u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawoéw wykazujacych obecnos¢

blaszek miazdzycowych w tetnicach szyjnych.

4. Zaburzenie rownowagi migdzy endogennym inhibitorem a substratem w reakcji syntezy

tlenku azotu moze przyczynia¢ si¢ do przyspieszonego rozwoju miazdzycy u chorych z
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reumatoidalnym zapaleniem stawow, czg§ciowo w wyniku uposledzenia mobilizacji

prekursoréow komorek §rodbtonka ze szpiku kostnego — procesu zaleznego od tlenku azotu.

7. STRESZCZENIE

U chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawow (RZS) rozwdj miazdzycy jest
przyspieszony, co powoduje zwigkszone ryzyko zgonu z przyczyn sercowo-naczyniowych.
Powyzsze zjawiska, podobnie jak dysfunkcja srédblonka naczyniowego w RZS (wczesny etap
rozwoju miazdzycy) sa jedynie czeSciowo tlumaczone przez tradycyjne czynniki ryzyka.
Przyjmuje sig, ze pochodzace ze szpiku kostnego prekursory komorek s$rodbtonka (EPC,
endothelial progenitor cells) uczestnicza w ciagtej odnowie endothelium.

Celem pracy byta weryfikacja hipotezy, ze zaawansowanie procesu miazdzycowego w
RZS 1 liczebnos¢ EPC we krwi moga by¢ powiazane z podwyzszonym st¢zeniem we krwi
asymetrycznej N N°-dwumetylo-L-argininy (ADMA, asymmetric N°,N°-dimethyl-L-arginine)
— endogennego inhibitora syntezy tlenku azotu (NO, nitric oxide).

Badaniami objgto 30 chorych (25 kobiet, 5 mezczyzn; $redni wiek 47 + 12 lat; Sredni
czas trwania choroby 5.1 = 4.4 lat) z RZS o wysokiej badz umiarkowanej aktywnosSci
schorzenia. Wszyscy pacjenci otrzymywali nie zmieniony zestaw lekéw modyfikujacych
przebieg choroby przez co najmniej 3 miesiace. Grupg kontrolna stanowito 20 zdrowych oso6b
poréwnywalnych z pacjentami z RZS pod wzgledem wieku, plci 1 wskaznika masy ciala.
Kryteria wylaczenia z badan (wspolne dla obu grup) obejmowaty m.in. kliniczne wyktadniki
patologii ukladu sercowo-naczyniowego, palenie tytoniu, ciS$nienie tgtnicze krwi > 140/90
mmHg, hiperlipidemig, cukrzycg lub podwyzszenie glikemii na czczo, hiperhomocysteinemig,
wskaznik masy ciata > 30 kg/m?, klirens kreatyniny endogennej < 60 ml/min, przedwczesne
wystepowanie choroby niedokrwiennej serca u krewnych I-go stopnia.

Liczebno$¢ EPC we krwi zmierzono przy uzyciu cytometrii przeplywowej. Za EPC
przyjeto komorki wykazujace ekspresje czasteczek powierzchniowych CD34 oraz receptorow
typu 2 dla srédblonkowego czynnika wzrostu naczyn. Liczb¢ EPC wyrazono jako odsetek
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komoérek w bramce dla limfocytow. Pomiar st¢zenia substratu (L-arginina) i endogennego
antagonisty syntezy tlenku azotu (ADMA) oraz jego izomeru (SDMA, symmetric N° N °-
dimethyl-L-arginine) w osoczu krwi wykonano metoda chromatografii cieczowej/ spektrometrii
masowej. Srednia grubo$é kompleksu btony $rodkowej i wewnetrznej (IMT, intima-media
complex thickness) zmierzono ultrasonograficznie na odcinku o dlugosci 1.5 cm przed
rozwidleniem tgtnic szyjnych wspdlnych. Mierzone parametry poréwnano miedzy grupa
kontrolna a 2 grupami chorych z RZS wyodrgbnionymi na podstawie obecnosci (RZS/A, n = 8)
badz braku (RZS/B, n = 22) blaszek miazdzycowych w tetnicach szyjnych wspolnych.

W stosunku do grupy kontrolnej pacjenci z RZS wykazywali znamienne podwyzszony
poziom ADMA w osoczu krwi (0.49+£0.07 vs. 0.40 £ 0.07 pumol/l; p < 0.001), obnizona
liczebnos¢ EPC (0.039 £ 0.025 vs. 0.063 £ 0.035 %; p < 0.05) oraz zwigkszona warto$¢ IMT
tetnic szyjnych (0.65 + 0.13 vs. 0.55 + 0.10 mm; p < 0.01). Stgzenia SDMA (0.42 + 0.08 vs.
0.41 + 0.06 umol/l) 1 L-argininy (69 £ 19 vs. 63 + 16 umol/l) nie r6znily si¢ w sposob istotny w
obu grupach. W grupie RZS/A iloraz stgzen ADMA/L-arginina okazal si¢ znamiennie
podwyzszony w stosunku do grupy RZS/B (0.0092 £ 0.0028 vs. 0.0069 + 0.0013; p < 0.05)
oraz grupy kontrolnej (0.0092 + 0.0028 vs. 0.0068 + 0.0019; p < 0.05). Natomiast liczebno$é¢
EPC byta znamiennie obnizona w grupie RZS/A wzgledem RZS/B (0.020 + 0.013 vs. 0.045 +
0.032 %; p < 0.05) 1 grupy kontrolnej (0.020 + 0.013 vs. 0.063 + 0.035 %; p < 0.05).

U chorych z RZS warto$¢ IMT tetnic szyjnych korelowata z ilorazem ADMA/L-arginina (r
= 0.48; p = 0.007), wiekiem (r = 0.43; p = 0.02), stezeniem ADMA w osoczu (r = 0.38; p =
0.04) oraz liczebnoscia EPC (r = —0.38; p = 0.04). Ponadto stwierdzono ujemna korelacj¢
liczebnosci EPC 1 poziomu ADMA (r = —0.41; p = 0.02). Przy pomocy liniowej regresji
wielokrotnej z krokowym doborem zmiennych zidentyfikowano iloraz ADMA/L-arginina (f =
0.41 £ 0.15; p = 0.01) oraz liczebnos¢ EPC (B = —0.32 + 0.15; p = 0.04) jako parametry
powiazane w sposOb niezalezny z wielko$cia IMT tetnic szyjnych u pacjentow z RZS (R* =
0.42,p=0.002). Poziom ADMA w osoczu (B =-0.41 £0.17; p=0.02) byt jedynym parametrem
obecnym w koficowym modelu regresji opisujacym liczebno$¢ EPC u chorych z RZS (R*=
0.17,p=0.02).

Uzyskane wyniki sugeruja, ze:

1. Stezenie ADMA (endogennego inhibitora syntezy NO) w osoczu krwi jest podwyzszone u
chorych z RZS bez klinicznych wykladnikow patologii uktadu sercowo-naczyniowego ani
tradycyjnych czynnikéw ryzyka.

2. Nadmierna akumulacja ADMA we krwi chorych z RZS koreluje ze stopniem obnizenia
liczebnosci EPC we krwi.
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3. Obnizenie liczebnosci EPC oraz zaburzenie rownowagi migdzy ADMA a L-argining w RZS
stanowia parametry powigzane w sposob niezalezny z IMT tgtnic szyjnych, wskaznikiem
zaawansowania wczesnej fazy rozwoju miazdzycy. Powyzsze zaburzenia obecne sa w sposob
wybiodrczy u pacjentéw z RZS 1 obecnoscia blaszek miazdzycowych w tgtnicach szyjnych.

4. Zaburzenie rownowagi migdzy substratem (L-arginina) a endogennym inhibitorem (ADMA)
w procesie generacji NO moze przyczynia¢ si¢ do przy$pieszonego rozwoju miazdzycy u
chorych z RZS, czgsciowo w wyniku uposledzenia mobilizacji EPC ze szpiku kostnego —
procesu zaleznego od NO.

8. SUMMARY

Patients with rheumatoid arthritis (RA) exhibit accelerated atherogenesis with
consequent excessive cardiovascular mortality risk. This phenomena and endothelial
dysfunction, an antecedent of plaque development, are only partially explained by traditional
atherosclerotic risk factors. Bone marrow-derived circulating endothelial progenitor cells (EPC)
are assumed to participate in continuous endothelial renewal.

Our aim was to validate the hypothesis that indices of early atherosclerosis and blood
EPC count may be linked to abnormal plasma levels of an endogenous inhibitor of nitric oxide
(NO) synthesis, asymmetric N N°-dimethyl-L-arginine (ADMA).

We studied 30 RA patients (25 women, 5 men; mean age 47 + 12 years; mean disease
duration 5.1 + 4.4 years) with moderate-to-high disease activity. All patients were receiving an
unchanged therapeutic regimen based on disease-modifying antirheumatic drugs for > 3
months. Twenty healthy subjects matched for age, sex and body mass index served as controls.
Exclusion criteria (common for both groups) included clinical evidence of cardiovascular
disease, smoking habit, blood pressure > 140/90 mmHg, hyperlipidaemia, diabetes mellitus or
impaired fasting glucose, hyperhomocysteinaemia, body mass index > 30 kg/m?* endogenous
creatinine clearance < 60 ml/min, a family history of premature coronary artery disease in first-
degree relatives.

EPC in blood — defined as cells expressing both CD34 and vascular endothelial growth
factor type 2 receptor — were enumerated by flow cytometry. EPC count was calculated as a
percentage of cells in the lymphocyte gate. Plasma levels of the substrate (L-arginine),
endogenous inhibitor of NO synthesis (ADMA) and its stereoisomer (SDMA, symmetric
NN dimethyl-L-arginine) were measured by liquid chromatography/mass spectrometry.
Mean intima-media thickness (IMT) of the common carotid arteries was estimated by B-mode

ultrasonography within a 1.5-cm segment immediately caudal to the carotid bulb. Intergroup
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comparisons were performed between healthy controls and RA patients divided on the basis of
presence (RA/A, n = 8) or absence (RA/B, n = 22) of carotid plaques.

With the reference to the control group, RA patients exhibited significantly elevated
plasma ADMA levels (0.49+0.07 vs. 0.40 £ 0.07 umol/l for RA and controls, respectively; p <
0.001), a depressed EPC count (0.039 + 0.025 vs. 0.063 = 0.035 %; p < 0.05) and increased
carotid IMT (0.65 £ 0.13 vs. 0.55 £ 0.10 mm; p < 0.01). There were no significant intergroup
differences in concentrations of SDMA (0.42 = 0.08 vs. 0.41 £ 0.06 umol/l for RA and
controls, respectively) and L-arginine (69 + 19 vs. 63 £ 16 umol/l). RA/A subjects exhibited
elevated ADMA/L-arginine ratio as compared to either RA/B patients (0.0092 £+ 0.0028 vs.
0.0069 = 0.0013; p < 0.05) or healthy controls (0.0092 + 0.0028 vs. 0.0068 + 0.0019; p < 0.05).
EPC number was decreased in RA/A subjects with respect to RA/B patients (0.020 = 0.013 vs.
0.045 +0.032 %,; p < 0.05) and the control group (0.020 + 0.013 vs. 0.063 £ 0.035 %; p < 0.05).

In RA carotid IMT correlated with ADMA/L-arginine ratio (r = 0.48; p = 0.007), age (r =
0.43; p = 0.02), plasma ADMA level (r = 0.38; p = 0.04) and EPC count (r = —0.38; p = 0.04).
Additionally, ADMA concentrations were inversely related to EPC number (r = —-0.41; p =
0.02). Forward stepwise multiple linear regression identified ADMA/L-arginine ratio (f = 0.41
+ 0.15; p = 0.01) and EPC count (f = —0.32 £ 0.15; p = 0.04) as independent determinants of
carotid IMT in RA patients (R*= 0.42, p = 0.002). Plasma ADMA level (B =-0.41 £0.17;p=
0.02) was the only variable which entered the final regression equation describing EPC number (R?
=0.17,p=0.02).

These results suggest that:

1. Plasma levels of ADMA, an endogenous NO synthesis inhibitor, are elevated in RA patients
without cardiovascular disease or traditional risk factors.

2. The degree of EPC depletion in blood of RA patients is parallel to the magnitude of excessive
ADMA accumulation.

3. In RA blood EPC depletion and elevated plasma ADMA/L-arginine ratio are independently
related to carotid IMT, an index of early atherosclerosis. These abnormalities are also
associated with the presence of carotid plaques in RA patients.

4. The imbalance between the substrate (L-arginine) and endogenous inhibitor of NO synthesis
(ADMA) may contribute to accelerated atherogenesis in RA, which can partially be due to

impaired mobilization of EPC from the bone marrow, a NO-dependent process.
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