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Rola mikroczasteczek w patogenezie
reumatoidalnego zapalenia Stawow

The role of microparticles in the pathogenesis of teumatoid arthritis

STRESZCZENIE

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest prze-
wlekig uktadowg chorobg zapalng, ktorg charak-
teryzuje zapalenie btony maziowej oraz destrukcja
stawdw. Patogeneza RZS nie jest znana, ale za
podtoze choroby uwaza sig zaburzenia immunolo-
giczne. Mikroczasteczki (MPs) sg grupa sferycz-
nych struktur btonowych, wydzielanych z bton ko-
morkowych wigkszosci komorek eukariotycznych,
podczas aktywacji komorek lub apoptozy. Te bardzo
mate struktury btonowe o rozmiarach 0,1-1,0 um
posiadajgce antygeny powierzchniowe charakte-
rystyczne dla komorek, z ktorych powstaty. Sktad
i komdrkowe pochodzenie MPs, mechanizmy sty-
mulujace ich uwalnianie oraz miejsce ich wytwa-
rzania, okreslajg ich biologiczne wtasciwosci, ktore
moga ujawnia¢ sie w patogenezie chorob auto-
immunologicznych. Pochodzenie komorkowe mi-
kroczasteczek mozna okreslic przy wykorzystaniu

SKROTY

aCCP (anti-cyclic citrullinated peptide autoan-
tibodies) — przeciwciata przeciw cyklicznie cy-
trulinowanemu peptydowi

BAFF (B cell-activating factor) — czynnik
aktywujacy limfocyty B

BTK (Bruton’s tyrosine kinase) — kinaza tyro-
zynowa Brutona

CRP (C-reactive protein) — biatko C-reak-
tywne

DAS 28 (disease activity score 28) — wskaznik
aktywnosci choroby liczony z 28 stawow

metody cytometrii przeptywowej z pomocg znacz-
nikow dla antygenow komorek macierzystych, pre-
zentowanych na powierzchni btonowej MPs. W RZS
MPs moga stymulowac zapalenie btony maziowej
za pomocg cytokin, chemokin, dopefniacza i czyn-
nikow pobudzajacych angiogeneze. Mimo ze MPs
posiadajg cechy sugerujgce ich kluczowg role
w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow,
to dowody na takie wfasciwosci pochodza gtownie
z badan in vitro. Wiedza o ztozonosci biologii MPs
pozostaje nadal niekompletna i wymaga dalszych
pogtebionych badan w celu wyjasnienia sposobu,
w jaki prowadzg one do rozwoju przewlektego zapa-
lenia. Mikroczasteczki moga stanowi¢ w przysztosci
takze nowoczesny wskaznik, ktory moze by¢ uzy-
wany do oceny aktywnosci choroby oraz odpowie-
dzi na leczenie.
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Stowa kluczowe: aktywno$¢é choroby;
mikroczasteczki;, reumatoidalne zapalenie stawéw

FLS (fibroblast-like synoviocytes) — synowiocy-
ty podobne do fibroblastow

IC (immune complexes) — kompleksy immu-
nologiczne

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1)
— czasteczka adhezji miedzykomoérkowe;j 1
IFN-y — interferon y

MPC-1 (monocyte chemoattractant protein-1)
— proteina 1 przyciagajaca monocyty

mpIC — kompleksy immunologiczne z obec-
noscia mikroczasteczek

mRNA (messenger RNA) — matrycowy kwas
rybonukleinowy
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miRNA (micro-ribonucleic acid) — kwas mi-
kro-rybonukleinowy

MMP (matrix metalloproteinases) — metalo-
proteinazy macierzy komoérkowej

MPs (microparticles) — mikroczasteczki bton
komodrkowych

PMPs (platelet microparticles) — mikrocza-
steczki pochodzenia plytkowego

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow
SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor)
— antyleukoproteaza

SYK (spleen tyrosine kinase) — $ledzionowa
kinaza tyrozynowa

TF (tissue factor) — czynnik tkankowy

TSLP (thymic stromal lymphopoetin) — limfo-
poetyna zrebu grasicy

VCAM-1 (vascular cel adhesion molecule 1)
— czasteczka adhezji komorkowej naczyn 1
VEGF (vascular endothelial growth factor)
— czynnik wzrostu §rédblonka naczyniowego

WSTEP

Mikroczasteczki  bton  komdrkowych
(MPs) lub inaczej mikropecherzyki sa frag-
mentami blon powierzchniowych aktywowa-
nych komodrek eukariotycznych. Glownym
kryterium definiujacym mikroczasteczki jest
kryterium wielkosci okre$lajacej ich Sredni-
ce w przedziale 0,1-1 um. Srednica MPs jest
zatem wigksza niz egzosoméw, a mniejsza
niz cialek apoptotycznych czy matych plytek.
W warunkach fizjologicznych, w okresie doj-
rzewania, starzenia si¢ i apoptozy komorek,
mikroczasteczki uwalniane sa przez ,,ztuszcza-
nie” (exfoliation) lub ,,wypychanie” (shedding,
bubbing) do ptynéw ustrojowych z bton komé6r-
kowych, wszystkich elementéw morfotycznych
krwi oraz komorek §rodbtonka naczyniowego
[1, 2]. Obecnos¢ MPs mozna stwierdzi¢ w oso-
czu, krwi petnej, krwi pepowinowej, plynie
moézgowo-rdzeniowym, moczu, mleku i §linie.
Mikroczasteczki nie posiadaja jadra komérko-
wego, ale zawieraja material cytoplazmatyczny
macierzystych komorek, a ekspresja antygenow
powierzchniowych na ich powierzchni, umozli-
wia okreSlenie ich komérkowego pochodzenia
[2-4] (tab. 1). Zwigkszone wydzielanie MPs
w warunkach fizjologicznych, wystepuje u ko-
biet w ciazy, po intensywnym wysitku fizycznym
oraz u 0séb otylych i 0s6b z natogiem nikotyno-
wym [5]. Do wzrostu uwalniania mikroczaste-
czek z aktywowanych plytek krwi, leukocytow,
erytrocytow, komodrek migsni gtadkich i §rod-
btonka naczyniowego, dochodzi¢ moze réw-
niez w przebiegu choréb o podtozu immuno-
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Tabela 1. Pochodzenie mikroczasteczek i antygeny réznico-
wania powierzchniowego

Markery powierzchniowe
mikroczasteczek

CD 41, CD41a, CD42a, CD42b,
CD61, CD 62p, PS, TF

CD31, CD51, CD62¢, CD105,
CD144, CD146, PS, TF

Komérka macierzysta

Piytki krwi

Komorki srodbtonka

Erytrocyty CD235a
Leukocyty CD45
Monocyty CD14, PS, TF
Neutrofile CD66b
Limfocyty Th CD4
Limfocyty Ts CD8
Limfocyty B CD20

CD (cluster of differentiation) — antygeny réznicowania komdrkowego;
PS (phosphatidylserine) — fosfatydyloseryna, TF (tissue factor) — czyn-
nik tkankowy

logicznym. Zwigkszona liczba mikroczasteczek
obserwowano w matoplytkowosci immunolo-
gicznej [6], toczniu rumieniowatym uktado-
wym [7], reumatoidalnym zapaleniu stawow
[8] oraz tuszczycy [9, 10]. Obecno$¢ w blonie
MPs czasteczek adhezji miedzykomoérkowe;j
1 (ICAM-1) oraz czasteczek adhezji komor-
kowej naczyn 1 (VCAM-1), umozliwia mikro-
czasteczkom taczenie si¢ z innymi komoérkami
i uczestniczenie w mi¢dzybtonowym transpor-
cie biatek enzymatycznych i receptorowych, cy-
tokin, czynnikéw wzrostu oraz kwasdéw: mikro
RNA (miRNA), matrycowego RNA (mRNA)
i deoksyrybonukleinowego (DNA) [11, 12].
Az do 90% wszystkich mikroczasteczek
stanowiag MPs pochodzace z plytek i megaka-
riocytow (PMPs) [13]. Mikroczasteczki pocho-
dzenia ptytkowego posiadaja wiele receptoréw
na powierzchni btonowej w tym biatka adhe-
zyjne: glikoproteing I1a/IIla (CD41), Ib, Iallb,
selektyne P (CD62P) [14], zawieraja réwniez
mi¢dzy innymi sfingolizyne (S1P), kwas ara-
chidonowy (AA) i bioaktywne lipidy [15, 16].
W odpowiedzi na kontakt mikroczasteczek
z komérkami docelowymi moze dochodzi¢ do
chemotaksji monocytéw, stymulacji wydzie-
lania cytokin, aktywacji komoérek Srédblonka
inasilenia ekspresji czynnika tkankowego (TF)
na powierzchni komoérek Srodblonka [17].
Mikroczasteczki plytkowe wplywajac mig-
dzy innymi na zwigkszenie ekspresji mole-
kuly adhezyjnej CD11b na granulocytach,
stymuluja ich aktywnoS$¢ fagocytarng [18].
Obecnos¢ zwiekszonej liczby mikroczaste-
czek pochodzenia plytkowego obserwowano
w miazdzycy [19], chorobie wiencowej, cukrzy-



cy [20], chorobie wiencowej [21], zakrzepowe;j
plamicy maloptytkowej [22], niedokrwistosci
aplastycznej i nocnej napadowej hemoglobi-
nurii [23].

MECHANIZM POWSTAWANIA
MIKROCZASTECZEK

Wzrost wewnatrzkomérkowego — ste-
zenia jonéw wapnia, wydzielanych przez
retikulum cytoplazmatyczne, jest reakcja
na wiele czynnikéw, w tym: wzrost liczby
wolnych rodnikéw tlenowych, zwigkszenie
sity §cinajacej, adenozynodifosforan (ADP,
adenosine diphoshate) wydzielany przez ak-
tywowane plytki krwi, ekspresje liganda
CD40 (CD40 ligand, CD40L) na limfocytach
T [24]. W tych warunkach dochodzi do akty-
wacji zaleznych od st¢zenia wapnia enzymow
(takich jak gelsoliny), specyficznej dla ptytek
krwi, ulatwiajacej oddzielanie widkien ak-
tyny z cytoszkieletu ptytek [25], translokazy
aminofosfolipidéw transportujacej amino-
fosfolipidy z zewnetrznej warstwy btony do
wnetrza komorki [26], flopazy przenoszacej
fosfolipidy z wewnetrznej strony dwuwar-
stwy lipidowej na zewnatrz [27], kalpainy
niszczacej widkna aktyny cytoszkieletu [28]
oraz skramblazy wplywajacej na przezbtono-
wy transport fosfolipidow [29]. Aktywowane
enzymy przyczyniaja si¢ do utraty asyme-
trycznego rozktadu fosfolipidéw w blonie
komoérkowej, charakteryzujacego si¢ wyste-
powaniem fosfatydyloseryny (PS) i fosfa-
tydyloetanolaminy (PE) przede wszystkim
w wewnetrznej warstwie cytoplazmatycznej
oraz fosfatydylocholiny (PC) i sfingomieliny
(SM) w zewnetrznej warstwie dwuwarstwy
lipidowej. Proces utraty asymetrii w wyniku
przemieszczenia fosfatydyloseryny i fosfa-
tydyloetanolaminy do zewnetrznej warstwy
btony komoérkowej i jednoczesna destabili-
zacja cytoszkieletu umozliwiaja formowanie
i uwalnianie mikroczasteczek [24, 30].

METODY WYKRYWANIA MIKROCZASTECZEK

Identyfikacja mikroczasteczek jest tech-
nicznym wyzwaniem ze wzgledu na bardzo
mate rozmiary badanych struktur. Ziotym
standardem i najpowszechniej stosowanga me-
toda wykrywania mikroczasteczek jest badanie
cytometryczne [31]. W badaniu cytometrycz-
nym mikroczasteczki oznaczane sg przy uzyciu
aneksyny V znakowanej zwykle fikoerytryna
i przeciwcial skierowanych przeciw specyficz-

nym antygenom komoérkowym, znakowanych

izotiocyjanianem  fluoresceiny. Znakowa-
na aneksyna V wiaze si¢ przede wszystkim
z charakterystyczna dla wszystkich typow mi-
kroczasteczek fosfatydyloseryna, obecna na
powierzchni btonowej MPs, a rzadziej przy za-
burzeniach przepuszczalnoSci blony, moze tez
przytaczaé si¢ do fosfatydyloseryny zlokalizo-
wanej wewnatrz mikroczasteczek [32]. Anek-
syna V czesto uzywana jest w celu identyfikacji
mikroczasteczek, lecz cz¢§¢ MPs moze nie wy-
kazywac tendencji do wigzania tego biatka [33].
Uzycie przeciwcial przeciw r6znym antygenom
btonowym umozliwia typowanie pochodzenia
komérkowego mikroczasteczek.

Inny spos6b oznaczania mikroczasteczek,
oparty jest na metodzie enzymatycznej ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) wyko-
rzystujacej plytki testowe réwniez optaszczone
aneksyna V lub specyficznymi przeciwciatami
dla antygenéw blon komérkowych [34]. W me-
todzie ELISA przy oznaczeniu catkowitej iloSci
fosforu lub aktywnosci fosfolipidéw aniono-
wych, mozliwa jest ocena liczebnosci mikro-
czasteczek [35].

ROLA MIKROCZASTEGZEK )
W REUMATOIDALNYM ZAPALENIU STAWOW

Reumatoidalne zapalenie stawéw jest
przewlekla, autoimmunologiczna choroba,
prowadzaca do przewlektego zapalenia sta-
wow 1 ich destrukcji oraz do wielu pozasta-
wowych powiklan. Badania przeprowadzone
wsrdd chorych na RZS i inne choroby o pod-
lozu autoimmunologicznym, jak toczef rumie-
niowaty uktadowy, twardzin¢ uktadowa, zesp6t
antyfosfolipidowy, zapalenie skérno-mig$nio-
we i wielomig$niowe oraz zapalenia naczyn,
wykazuja zwickszona pule mikroczasteczek
w poréwnaniu z populacja kontrolg. Wzrost
liczby krazacych mikroczasteczek w choro-
bach autoimmunologicznych jest szczeg6lnie
widoczny w przypadku towarzyszacego zajecia
naczyn i najczesciej dotyczy mikroczasteczek po-
chodzenia plytkowego, rzadziej Srédblonkowego
[36-43]. Nieliczne dotychczas przeprowadzone
badania sugeruja lub wrecz potwierdzaja patoge-
netyczny zwigzek mikroczasteczek z RZS. Wplyw
MPs na rozwdj proceséw zapalnych w RZS moze
odbywac si¢ w rézny sposdb (tab. 2).

Zwigkszenie wytwarzania MPs §cile wia-
ze si¢ ze wzrostem produkcji cytokin i wydaje
si¢ by¢ istotnym czynnikiem, wplywajacym na
rozwdj zapalenia w obrebie blony maziowej
w przebiegu RZS [43]. W jednym z pierw-
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Tabela 2. Rola mikroczasteczek w patogenezie reumatoidal-
nego zapalenia stawow

Aktywacja komorek immunokompetentnych

Dziafanie prozakrzepowe

Aktywacja komarek srddbtonka naczyniowego
Stymulacja produkciji metaloproteinaz

Stymulacja produkciji i uwalniania cytokin prozapalnych
Aktywacja dopetniacza

Udziat w formowaniu kompleksow immunologicznych

szych przeprowadzonych badan oceniajacych
zwigzek MPs z RZS, obejmujacym 19 chorych
Knifjj-Dutmer i wsp. obserwowali zwickszona
liczbg krazacych PMPs w poréwnaniu z grupg
0sob zdrowych oraz istotng zalezno$¢ miedzy
liczba krazacych mikroczasteczek pochodzenia
plytkowego a aktywnoScia choroby ocenionag
wskaZnikiem aktywnoSci liczonym z 28 sta-
wow (DAS28). Dodatkowo badacze sugero-
wali mozliwy wplyw PMPs na rozwdj choréb
sercowo-naczyniowych u chorych na RZS,
prowadzacych do zwiazanej z powiklania-
mi naczyniowymi, zwigkszonej Smiertelno-
§ci w poréwnaniu z populacja ogblna [44].
W  niedawno przeprowadzonym badaniu
Vifiuela-Berni i wsp. opisali zwi¢kszong licz-
be MPs z obecnymi antygenami CD3, CD14,
CD19, CD41 i CD63E w osoczu oraz CD3,
CD14 i CD19 w moczu chorych na RZS z wy-
soka aktywnoscia choroby (DAS 28 > 5,1).
Wyizolowane mikroczasteczki w warunkach in
vitro dodatkowo stymulowaly uwalnianie przez
monocyty IL-1, IL-17 oraz TNF-« [45]. Zwia-
zek nasilenia stanu zapalnego w RZS z liczba
i aktywnoscia uwalnianych mikroczasteczek
pochodzenia Srédblonkowego ostatnio po-
twierdzili Barbati i wsp. Zwiekszona poczat-
kowo w ich badaniu catkowita pula krazacych
MPs oraz MPs pochodzenia Srodbtonkowego
ulegla zmniejszeniu po trzech miesiacach od
wlaczenia terapii anty TNF-a. Wbrew oczeki-
waniom badacze nie zaobserwowali u chorych
na RZS zwickszonej liczby ani PMPs, ani MPs
pochodzenia leukocytarnego [46].

Boilard i wsp. w analizowanych probkach
ptynu stawowego chorych na RZS, stwierdzi-
li obecnos¢ duzej liczby struktur z antygenem
powierzchniowym CD41 pochodzenia plytko-
wego. Przy uzyciu cytometrii przeplywowej, ba-
dacze zaobserwowali, Zze oceniane struktury sa
znacznie mniejsze niz plytki krwi i moga zatem
odpowiadaé mikroczasteczkom. Obecna liczba
PMPs w tym badaniu, w plynie stawowym cho-
rych na RZS, wynosita §rednio 2 X 10° CD41*
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MPs/ul, podczas gdy w plynie stawowym
19 z 20 badanych oséb z choroba zwyrod-
nieniowa, liczba PMPs byta nieoznaczalna.
Liczba oznaczanych mikroczasteczek w reu-
matoidalnym plynie stawowym byla znacznie
wyzsza niz w surowicy chorych na RZS, gdzie
Srednio wynosita 600/ul. W plynie stawowym,
w znacznie mniejszej liczbie niz PMPs, obec-
ne byly MPs z antygenami powierzchniowymi
neutrofiléw, monocytéw i limfocytéw T. In-
teresujacym spostrzezeniem bylo oznaczenie
grupy leukocytéw obojetnochtonnych obec-
nych w plynie stawowym, posiadajacych jedno-
czes$nie na powierzchni antygen leukocytarny
CD45 i plytkowy CD41. Immunofluorescen-
cyjny sygnatl byl tu wynikiem przylaczenia do
neutrofili cialek odpowiadajacych MPs, a nie
calych ptytek krwi [8]. Nie do konca jest znany
sposdb w jaki ptytki krwi moga dostawac si¢ do
plynu stawowego, chociaz obecno§¢ w plynie
stawowym nieuszkodzonych plytek, agregatéw
plytkowych i plytek przylegajacych do leuko-
cytéw, obserwowana byla w badaniach prowa-
dzonych wsrdd chorych na RZS od wielu lat
[47-49]. Prawdopodobnym jest, ze kolagen,
fibrynogen, enzymy proteolityczne, cytokiny
prozapalne oraz sily Scinajace wystepujace
w stawie, moglyby stymulowa¢ produkcje ptyt-
kowych MPs. Mozliwe jest rowniez, ze wymia-
ry mikroczasteczek utatwiaja im penetracje do
plynu stawowego i btony maziowej, gdyz licz-
ba mikroczasteczek pochodzenia plytkowego
w plynie stawowym w przebiegu RZS znacznie
przekracza liczbe PMPs we krwi obwodowej,
co moze sugerowac lokalnie zwigkszone uwal-
nianie mikroczasteczek z aktywowanych plytek
w naczyniach w okolicy stawéw. Mozliwa droga
lokalnej aktywacji plytek jest stymulacja za po-
Srednictwem kolagenu, specyficznego recep-
tora plytkowego zawierajacego glikoproteina
VI (GPVI) [50]. Aktywacja plytek zachodzaca
przy udziale receptora GPVIw badaniu Boilar-
da i wsp., prowadzonym in vivo na zwierzgcym
modelu wykorzystujacym transgeniczne myszy
K/BxN, indukowata uwalnianie mikroczaste-
czek zawierajacych obie formy interleukiny
1 (IL-1): IL-1e i IL-B, stymulujacych produk-
cje i uwalnianie IL-6 i IL-8 przez synowiocyty
podobne do fibroblastéow (FLS). Wyniki tej
pracy wskazuja na prozapalny potencjat PMPs
oraz ich aktywny udzial w patogenezie RZS
[8]- Aktywacja plytkowego receptora GPVI
prowadzi do pobudzenia Sledzionowej kinazy
tyrozynowej (SYK) w plytkach i limfocytach
B, wplywajac dalej na aktywacj¢ kinazy tyrozy-
nowej Brutona (BTK), odgrywajacej kluczowa



role w aktywacji limfocytéw B, niezbednej do
ich prawidtowego funkcjonowania i rozwoju.
Zahamowanie kinazy Brutona selektywnym in-
hibitorem BTK, w badaniu Hsu i wsp. zmniej-
szalo produkcje PMPs indukowana kolage-
nem [51]. W innych badaniach, blokada BTK
w hodowli aktywowanych plytek krwi, réwniez
wigzala si¢ ze zmniejszeniem tworzenia mikro-
czasteczek oraz z wyhamowaniem produkcji
i uwalniania IL-6 i IL-8 [52, 53].

Obecno$¢ mikroczasteczek pochodzenia
plytkowego nie jest charakterystycznag cecha
RZS i obserwowana byta takze w plynie sta-
wowym chorych na inne przewlekte zapalenia
stawdw, w tym mlodziencze idiopatyczne zapa-
lenie stawow, luszczycowe zapalenie stawow
(LZS) oraz dnawe zapalenie stawdow [8]. Poza
mikroczasteczkami pochodzenia plytkowego
w plynie stawowym chorych na RZS stwier-
dzano réwniez MPs pochodzace z monocytéw,
granulocytéw, limfocytow T i B oraz erytro-
cytéw [54-56]. Mikroczasteczki bton komor-
kowych pochodzenia monocytarnego w pracy
Headland i wsp. byly obecne w znacznie wick-
szej liczbie w plynie stawowym niz w osoczu
os6b chorych na RZS. Ciekawe wyniki bada-
cze uzyskali dodatkowo na modelu zwierzg-
cym, gdzie zaobserwowali ochronny wplyw
monocytarnych mikroczasteczek na chrzastke
stawowa, wiazacy si¢ ze spadkiem uwalniania
IL-8 i prostaglandyny E2 [57].

Mikroczasteczki za poSrednictwem ukla-
du TF/czynnik VII wykazuja duza aktywno$¢
prokoagulacyjna, wplywajac  stymulujaco
miedzy innymi na produkcje trombiny. Przy-
czyniaé si¢ rowniez moga do rozwoju proate-
rogennych zapalen naczyn oraz do lokalnego
tworzenia ,cialek ryzowych” w obrebie sta-
wow, jako wyraz miejscowo przebiegajacych
procesow krzepnigcia [58]. W ciekawym ba-
daniu Berckmans i wsp. obejmujacym chorych
na RZS i niezr6znicowane zapalenie stawdw,
inkubacja MPs uzyskanych z ptynu stawowe-
go w obecnosci FLS pozyskanych za pomoca
biopsji blony maziowej, skutkowata wzrostem
produkcji i wydzielania przez synowiocyty IL-
6, IL-8, proteiny 1 przyciagajacej monocyty
(MPC-1), chemokiny RANTES (regulation on
activation normal T-cells expressed and secreted)
oraz czynnika wzrostu Srodbtonka naczyniowe-
go (VEGF) [59]. Lokalny wzrost wydzielania
VEGF moze znaczaco wpltywaé na wzmozona
angiogenez¢ w obrebie tkanek stawéw w prze-
biegu RZS, szczegdlnie we wezesnym okresie
choroby [55]. Stymulacja angiogenezy w zaj¢-
tych stawach w RZS moze odbywac si¢ row-

niez za poSrednictwem chemokin. Reich i wsp.
stwierdzili stymulujacy wptyw MPs pochodze-
nia leukocytarnego na produkcje i uwalnianie
przez reumatoidalne synowiocyty proangio-
genej chemokiny grupy CXC z wystepujacym
motywem ELR — sekwencja trzech nastgpu-
jacych po sobie aminokwaséw: kwasu gluta-
minowego-leucyny—-argininy (Glu-Leu—Arg).
Autorzy w badaniu zaobserwowali wzrost eks-
presji mRNA dla ligandéw chemokiny CXC
ELR*: CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCLS5 oraz
CXCLS6 [60].

Metaloproteinazy macierzy pozakomor-
kowej (MMP) odpowiedzialne sa za procesy
przebudowy skladnikéw macierzy pozako-
moérkowej oraz ich degradacje. Distler i wsp.
wykazali, ze MPs pochodzace z limfocytéw T
i monocytéw moga stymulowa¢ reumatoidal-
ne FLS dodatkowo do syntezy metaloprote-
inaz 1, 3, 9 i 13, bioracych udziat w niszcze-
niu zewnatrzkomérkowej macierzy tkanki
chrzestnej i kostnej w przebiegu RZS. W pracy
tej, badane mikroczasteczki pobudzaly réw-
niez produkcj¢ przez fibroblasty IL-6, IL-§,
MCP-11i MCP-2 [61].

Uktad dopetniacza, ztozony z okotlo
czterdziestu bialek, pelni wazng funkcje w re-
gulacji wrodzonej odpowiedzi immunologicz-
nej, poprzez wspomaganie procesow fagocy-
tozy i nasilanie toczacej si¢ reakcji zapalne;.
Aktywacja uktadu odbywa si¢ w sposob kaska-
dowy. Jedna z funkcji uktadu dopehniacza jest
usuwanie komoérek apoptotycznych i nekro-
tycznych [62]. Komorki te aktywuja dopetniacz
gléwnie za posrednictwem klasycznej drogi,
na skutek reakgcji sktadnika C1q komplemen-
tu z domeng CH2 fragmentu Fc przeciwciata
[63-65]. Mikroczasteczki, jako struktury po-
chodzace z okreslonych komérek posiadaja
powierzchnie o cechach charakterystycznych
dla komoérek apoptotycznych i nekrotycznych
z eksponowanymi fosfatydyloseryna, fosfaty-
dyloetynolamina, oksydowanymi fosfolipida-
mi, moga zatem réwniez bra¢ udziat w rozwoju
zapalenia w przebiegu RZS przez aktywacje
kaskady dopetniacza. Udowodniono, ze MPs
powstate z apoptotycznych biataczkowych ko-
moérek Jurkat [66] i pobudzonych granulocy-
téw obojetnochtonnych [67, 68] przytaczajac
sktadowa Clq potrafia aktywowa¢ dopetniacz
in vitro za poSrednictwem klasycznej drogi ak-
tywacji. Biro i wsp. stwierdzili obecno$¢ sktado-
wych Clq, C4 i/lub C3 na mikroczasteczkach
izolowanych z ptynu stawowego i w mniejszym
stopniu na mikroczasteczkach pozyskanych
z surowicy [69]. Wydaje si¢, ze mikroczastecz-
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ki, zwlaszcza pochodzenia plytkowego, ekspo-
nujace antygen CD41, moga takze bra¢ udziat
w tworzeniu komplekséw immunologicznych
(IC), zazwyczaj opisywanych jako struktury
zawierajace przeciwciala, antygeny oraz skta-
dowe dopetniacza. Cloutier i wsp. uzywajac cy-
tometrii przeptywowej wysokiej rozdzielczoSci
oraz transmisyjnej mikroskopii elektronowej,
stwierdzili obecno§¢ MPs w kompleksach im-
munologicznych obecnych w plynie stawowym
chorych na RZS, tworzacych w ten sposéb
specyficzne mpIC [70]. Mikroczasteczki w reu-
matoidalnym plynie stawowym moga podlegac
procesowi cytrulinacji biatek — posttransla-
cyjnej deiminacji reszt argininy, katalizowa-
nemu przez enzym deiminaz¢ peptydyloar-
gininowa (PAD, peptidylarginine deiminase),
skutkujacemu produkcja przeciwcial przeciw
cyklicznie cytrulinowanym peptydom (aCCP).
W przypadku opisanych w badaniu Cloutier
i wsp. mikroczasteczek pochodzenia ptytkowe-
go, ktére odznaczaly si¢ ekspresja receptora
FcyRIla, mpIC powstawaly nie przez tacze-
nie przeciwciat do tego receptora, lecz przez
wigzanie z bialkami cytrulinowanymi MPs, jak
fibynogen i wimentyna. Badacze stwierdzili,
ze plytkowe MPs moga reagowaé z przeciw-
ciatami aCCP, za poSrednictwem mechani-
zmu bedacego nastepstwem cytrulinacji biatek
powierzchniowych PMPs oraz przez wiazanie
mikroczasteczek i bialek cytrulinowanych.
W pracy tej opisano takze stymulujacy wplyw
plytkowych mpIC na produkcje leukotrie-
néw przez neutrofile. Ciekawy wynik bada-
cze uzyskali, poréwnujac liczbe mpIC w ply-
nie stawowym pobranym od chorych na RZS
i tuszczycowe zapalenie stawéw. Mimo obec-
nosci MPs i immunoglobulin réwniez w plynie
stawowym chorych na LZS, liczba oznaczo-
nych mpIC byta okoto 20-krotnie nizsza niz
u chorych na RZS (2000 = 900 mpICs/ul
vs. 39400 = 9400 mpICs/ul) [70]. W odrdznie-
niu od poprzedniego, dwa inne badania nie
znalazly dowoddw na istnienie zwigzku migdzy
liczba krazacych we krwi mikroczasteczek oraz
komplekséw immunologicznych, zawieraja-
cych MPs u chorych na RZS, a wskaznikami
uzywanymi tradycyjnie do oceny aktywnosci
choroby [71, 72]. Stan taki moze jednak wska-
zywaé na wysoce skuteczny naczyniowy i sia-
teczkowo-S§rodblonkowy mechanizm eliminacji
IC lub na lokalne tworzenie mpIC w stawach
objetych procesem zapalnym.

W patogenezie RZS bardzo wazna rolg
odgrywaja aktywowane limfocyty B. Dane
z badania Meeser i wsp. wskazuja na role mi-

Forum Reumatologiczne 2017, tom 3, nr 3

kroczasteczek obecnych w plynie stawowym
w indukowaniu uwalniania czynnika aktywuja-
cego limfocyty B (BAFF), limfopoetyny zr¢gbu
grasicy (TSLP) oraz antyleukoproteazy (SLPI)
przez synowiocyty podobne do fibroblastow.
Obecne w plynie stawowym MPs w réwnym
stopniu stymulowaly wydzielanie BAFF, co
uzyty jako badanie kontrolne IFN-y. Efekt
ten obserwowano zaréwno wsréd badanych
chorych na RZS, jak i w§rdd os6b z choroba
zwyrodnieniowa stawow, co wskazywato na
aktywno$¢ MPs w stymulowaniu limfocytéw B,
niezaleznie od rodzaju choroby. Gtéwna roz-
nica w tym badaniu miata charakter iloSciowy.
W plynie stawowym chorych na RZS liczba
MPs znaczaco byta wyzsza niz u oséb bez za-
palenia stawéw. W badaniu poddawano ocenie
zdolno$¢ MPs pochodzacych z linii komérek
monocytarno-makrofagowych THP-1 oraz z li-
nii limfocytéw CEM, do syntezy i uwalniania
BAFF, TLSP i SLPI przez aktywowane FLS.
Mikroczasteczki pochodzenia monocytarno-
-makrofagowego charakteryzowaly sie¢ wysoka
aktywnoScia prozapalna, wskazujac na wazny
udzial monocytéw w inicjacji odpowiedzi za-
palnej. Mikroczasteczki bton komdrkowych
pochodzace z pobudzonych limfocytéw T, be-
dacych stymulatorami wydzielania IL-6 i IL-§,
nie stymulowaly uwalniania BAFF, lecz TLSP
i SLPI przez synowiocyty. Takie same MPs,
po poddaniu dziataniu aktynomycyny D, nie
wplywaly na uwalnianie BAFF, TLSP i SLPI,
sugerujac brak wplywu MPs pochodzacych
z apoptotycznych limfocytow T na aktywacje
limfocytéw B [73].

MIKROCZASTECZKI JAKO WSKAZNIK OCENY
AKTYWNOSCI CHOROBY W RZS

Mikroczasteczki przyciagaja uwage ba-
daczy jako potencjalny wskaznik aktywacji ko-
morek eukariotycznych. Mikroczasteczki bton
komoérkowych wyposazone sa w antygeny po-
wierzchniowe komorek swojego pochodzenia,
co umozliwia identyfikacje ich subpopulacji.
Mikroczasteczki blon komérkowych moglyby
zatem dostarcza¢ cennych informacji na temat
toczacych si¢ proceséw zapalnych, aktywno-
Sci choroby i odpowiedzi na zastosowane le-
czenie oraz rokowania, stuzac jako jeden ze
wskaznikéw oceny choroby.

Hsu i wsp. zademonstrowali, ze po zaha-
mowaniu aktywnoSci kinazy BTK, uwalnianie
MPs z aktywowanych kolagenem plytek ulegto
znacznemu zmniejszeniu [51]. Obnizenie licz-
by PMPs w innych badaniach z inhibitorem ki-



nazy BTK w hodowlach plytkowych, zwiazane
byly ze spadkiem produkcji i wydzielania cyto-
kin prozapalnych IL-6 i IL-8 [52, 53].
Rodrigez-Cario i wsp. przeprowadzili ba-
dania liczby krazacych we krwi mikroczaste-
czek i ich pochodzenia wéréd 114 chorych na
RZS. Catkowita liczba MPs oceniona w osoczu
ubogoptytkowym byla znacznie wyzsza wSrod
0s6b z zapaleniem stawéw w poréwnaniu z gru-
pa kontrola zdrowych oséb. Wystepowanie
r6znych podtypéw MPs w tym badaniu réznito
si¢ znacznie w grupie z RZS i zwigzane bylo
z przebiegiem klinicznym zapalenia stawow:
liczba MPs pochodzenia §rédblonkowego wia-
zala si¢ z dtugoscia trwania choroby, pochodze-
nia granulocytowego z aktywnosScia choroby
ocenianej wskaznikiem DAS28 natomiast po-
chodzenia monocytarnego z obecnoscia czyn-
nika reumatoidalnego. Liczba MPs zwiazana
byta réwniez z wystgpowaniem tradycyjnych
czynnikdw ryzyka sercowo-naczyniowego [73].
Wyniki pracy Cloutier i wsp. moglyby wskazy-
wac na potencjalne mozliwosci wykorzystania
badan krazacych mpICs przy ocenie aktywno-
$ci RZS [69]. Odmienne wnioski jednak przed-
stawili van Eijk i wsp. na podstawie badania,
do ktérego wlaczono 24 chorych na wczesna
posta¢ RZS. Aktywno$¢ choroby oceniono tu
na podstawie szybkoSci odczynu Biernackiego
(OB), stezenie biatka C reaktywnego (CRP),
wysokosci wskaznika DAS28. U chorych okre-
Slono dodatkowo stezenie osoczowego amy-
loidu P (SAP, serum amyloid-P) oraz liczby
krazacych MPs i MPs eksponujacych sktadowa

ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic in-
flammatory disease characterised by synovitis and
joint destruction. The pathogenesis of RA is not
clear, but is considered to be an immune-mediated
inflammatory disorder. Microparticles (MPs) are het-
erogeneous group of spherical membrane structures
secreted from the cell membranes of most eucariotic
cells during cell activation or apoptosis. These very
small membrane structures are 0.1-1.0 um in size
and express cell surface antigens characteristic for
cells of their origin. MPs and their composition and
cellular origin, mechanisms of stimuli leading to their
formation and sites of formation determine their bio-
logical functions that can mediate autoimmune dis-
eases pathogenesis. The origin of microparticles can

Clq dopehiacza. Dziewigciu chorych podda-
no ponownej ocenie po 8-tygodniowym, inten-
sywnym leczeniu wedlug schematu COBRA
(COmBination therapy in Rheumatoid Arthri-
tis), obejmujacym skojarzona terapi¢ metotre-
xatem, sulfasalazyna i prednizolonem. Zgodnie
z oczekiwaniami OB, CRP oraz DAS28 w wy-
niku leczenia ulegly znacznej poprawie, lecz
nieco niespodziewanie ani liczba krazacych
MPs, ani MPs z przytaczona sktadowa Clq nie
ulegly zmniejszeniu, sugerujac brak zwiazku
aktywno$ci stanu zapalnego z wydzielaniem
MPs i tworzeniem mpIC [71].

PODSUMOWANIE

Mikroczasteczki charakteryzuja si¢ szcze-
gblnymi wiasciwoSciami biologicznymi, dzieki
ktérym moga uczestniczy¢é w patogenezie prze-
wlektego zapalenia. Moga réwniez stanowic
czuly wskaznik toczacego si¢ procesu zapal-
nego. Wiekszos$¢ opublikowanych badafi prze-
prowadzonych wérdd chorych na RZS opisuje
wzrost liczby krazacych MPs oraz MPs obec-
nych w plynie stawowym w stawach objetych
zapaleniem. Mikroczasteczki w RZS potrafia
stymulowaé produkcje i wydzielanie czynni-
kéw prozapalnych, braé udziat w ich transpor-
cie, uczestniczy¢ w formowaniu komplekséw
immunologicznych i prowokowacé wytwarzanie
autoprzeciwcial. W przysztosci MPs moga po-
stuzy€ jako jeden z elementéw oceny aktywnoSci
choroby i monitorowania odpowiedzi na lecze-
nie RZS.

be traced using flow cytometry with the help of anti-
genic markers of their parental cell that they present on
their surface. In a course of rheumatoid arthritis they
can stimulate synovitis via cytokines, chemokines,
complement and angiogenesis factors. Although MPs
have properties suggesting a key role in the patho-
genesis of rheumatic disease, evidence for this pos-
sibility comes primarily from in vitro studies. The un-
derstanding of the complexity of MPs biology remains
incomplete and requires further in depth research to
define the pathways by which they promote chronic
inflammation. In the future microparticles may also
represent novel biomarkers that may be used to as-
sess disease activity and response to therapy.
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Key words: disease activity; microparticles;
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