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Przeciwciata dla cytrulinowanych biatek — nowe kierunki badanh

Antibodies to citrullinated proteins — a new research directions
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Streszczenie

Reumatoidalne zapalenie stawow jest najczesciej wystepujaca,
przewlekta chorobg zapalng stawow, ktorej etiologia ciggle nie
zostata poznana. Rozpoznanie tej choroby, mimo ustalonych kry-
teriow diagnostycznych, wciaz jest problematyczne, zwtaszcza we
wczesnym stadium.

Obiecujacym parametrem laboratoryjnym, ktéry obok wysokiej
swoistosci i specyficznoéci ma duze znaczenie prognostyczne, sg
przeciwciata przeciwko biatkom cytrulinowanym. Mogg one wyste-
powac wiele lat wczesniej przed pojawieniem sie pierwszych obja-
wow choroby, ponadto sg powigzane z obecnoscig tzw. wspdlnego
epitopu predysponujacego do zachorowania na RZS.

Pojawienie sie antycytrulinowych przeciwciat jest wynikiem nad-
miernej ekspresji cytrulinowanych biatek w zmienionych zapalnie
tkankach. Dlatego tez identyfikacja deiminowanych antygenéw
i ich lokalizacja oraz zbadanie zmian funkcjonalnych wywotanych
cytrulinacja stato sie ostatnio przedmiotem intensywnych badan.
Wysoka homologia miedzy wywotujgca produkcje przeciwciat
ludzka cytrulinowang a-enolaza a enolaza bakteryjng zwrécita
uwage na infekcyjny aspekt etiologii RZS. Na szczegélne zaintere-
sowanie zastuguje Porphyromonas gingivalis, jedyny drobnoustréj
wytwarzajacy deiminaze peptydyloargininowa, enzym odpowie-
dzialny za cytrulinacje u eukariota.

Przedstawione wyniki badan pozwalaja na lepsze zrozumienie
zmian zachodzgcych w przebiegu reumatoidalnego zapalenia sta-
wow, co daje nadzieje na wczesniejsze jej zdiagnozowanie i wdro-
zenie leczenia.

Wstep

Historia badan nad odpowiedzig antycytrulinowa
u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) jest
prawie tak dtuga, jak historia badan nad czynnikiem reu-
matoidalnym (rheumatoid factor — RF).

Summary

Rheumatoid arthritis is the most common, chronic inflammatory
joint disease, which etiology still remains unknown. The diagnosis
of this disease, despite the set diagnostic criteria, is still problem-
atic, especially in the early stage.

Promising laboratory parameter, which beside high specificity and
peculiarity, has also huge prognostic value, are antibodies against
citrullinated proteins ACPA. They can occur many years before the
first symptoms of the disease onset, moreover are related with
the presence of a shared epitope — SE, which predisposes to devel-
opment of rheumatoid arthritis.

The appearance of anticitullin antibodies results from excessive
expression of citrullinated proteins in inflammatory tissues.
Therefore, the identification of deiminated antigens, their local-
ization and examination of functional changes induced by citruli-
nation recently became an object of intensive research.

High homology between human citrullinated a-enolase, which
induces the production of antibodies, and bacterial enolase has
drawn attention to the infectious aspect of the RA etiology. Por-
phyromonas gingivalis deserves special interest, the only microbe,
which produces peptidylarginin deiminase — the enzyme respon-
sible for citrulination in eucariot.

The data shown in reviewed studies allow us better understand-
ing of changes in the course of the disease and promise earlier
diagnosis and implementation of treatment in the future.

Docelowy antygen dla przeciwciat wywotujacych te
odpowiedZ przez wiele lat pozostawat nieznany,
co zaowocowato réznorodnoscia nazw nadawanych
badanym przeciwciatom.

Dzi$ juz wiadomo, ze zaréwno odkryty w 1964 r.
przez Nienhuisa i Mandeme czynnik antyperynuklearny
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(antiperinuclear factor — APF) [1], jak i przeciwciata anty-
keratynowe (AKA) [2], przeciwciata antyfilagrynowe [3],
anty-Sa [4] czy przeciwciata anty-CEP-1 [5, 6] nalezg do
jednej grupy przeciwciat, okreslanych jako przeciwciata
przeciwko biatkom cytrulinowanym (anticitrillinated pro-
tein antibodies — ACPA).

Sa to przeciwciata odznaczajace sie wysoka swoisto-
Scig i specyficznoscia dla RZS, maja ponadto wartosc
prognostyczng, gdyz moga sie pojawi¢ nawet 9 lat przed
wystagpieniem objawéw klinicznych [7]. Rutynowo prze-
ciwciata te oznacza sie za pomoca testow ELISA, w kto-
rych antygenem optaszczajacym ptytke jest syntetyczny,
cykliczny, cytrulinowany oktapeptyd — CCPR Ogélna
dostepnos¢ oraz tatwos¢ wykonania tego testu sprawity,
ze obecnie jest on rownie popularny jak oznaczanie RF
Dzieki duzej liczbie wynikéw badah mozna doktadnie
przyjrze¢ sie wystepowaniu tych przeciwciat w réznych
populacjach oraz zbada¢ genetyczne powigzania
z zachorowalnoscig na RZS i jego objawami.

Przyczyna rozwiniecia odpowiedzi antycytrulinowe]
jest nadmierna ekspresja cytrulinowanych biatek
w tkankach. Biatka te powstaja na skutek posttransla-
cyjnej modyfikacji, w wyniku ktérej dodatnie reszty argi-
niny przeksztatcane sa w obojetne reszty cytrulinowe.
Przeksztatcenia tego dokonuje enzym deiminaza pepty-
dyloargininowa (peptidylarginine deiminase — PAD) EC
3.5.3.15 w obecnosci jondéw wapnia [8]. Okolicznosci
przebiegu tego procesu s3 ciggle wnikliwie badane.

W tkankach oséb chorych na RZS poszukuje sie
zarobwno cytrulinowanych biatek, jak i enzymu katalizu-
jacego ich powstawanie. Do listy deiminowanych biatek,
obok wimentyny, fibronektyny, fibrynogenu i antytrombi-
ny Ill, dotaczono ostatnio kolagen typu Il i a-enolaze
[4-6, 9-11].

Biorac pod uwage mozliwosé infekcyjnej etiologii
RZS, ciekawe wydaje sie odkrycie 100-procentowej
homologii miedzy ztozong z 9 aminokwaséw sekwencja
epitopu CEP-1 a sekwencja wystepujaca w enolazie
kodowanej przez Porphyromonas gingivalis [5], co moze
skutkowaé pojawieniem sie krzyzowej reaktywnosci
przeciwciat.

Celem pracy jest przedstawienie najbardziej istot-
nych zagadnien dotyczacych obecnosci cytrulinowanych
biatek i przeciwciat antycytrulinowych w ptynach ustro-
jowych chorych na RZS.

Genetyczne uwarunkowania przebiegu

reumatoidalnego zapalenia stawow

a produkcja przeciwciat antycytrulinowych
O tym, Ze istnieje rodzinna sktonnos¢ do zachorowa-

nia na RZS, wiedziano juz od dawna, $wiadczyty o tym
przeprowadzane przez lekarzy wywiady oraz obserwacje

rodzin chorych. Fakt ten znajduje takze potwierdzenie na
poziomie badan laboratoryjnych i genetycznych.

Z badan Gregersena i wsp. wynika, ze genetyczna
sktonnos¢ do zachorowan na RZS jest zwigzana z anty-
genami HLA klasy I, ktére zawierajg aminokwasowy
motyw zlokalizowany w pozycjach 70-74 na tancuchu §,
zwany wspblnym epitopem (shared epitope — SE) [12].
Wspolny epitop ma dodatni tadunek i oddziatuje z kie-
szonka P4 kotwiczaca biatka na czasteczce MHC klasy II.
Antygeny zgodnosci tkankowe] majace P4 o tadunku
ujemnym moga chroni¢ przed zachorowaniem na RZS
[13]. Antygeny MHC zawierajace SE wykazuja duze powi-
nowactwo do polarnych aminokwaséw o ujemnym lub
obojetnym tadunku, natomiast aminokwasy natadowane
dodatnio, np. arginina, moga ten proces ograniczac [14].

W wyniku posttranslacyjnej modyfikacji arginina ule-
ga przeksztatceniu w obojetna cytruline, co zwieksza
powinowactwo do czasteczki MHC z SE nawet 100-krot-
nie. To z kolei moze prowadzi¢ do zwiekszenia ekspresji
czasteczek MHC na komérkach prezentujacych antygen,
a w konsekwencji do przekroczenia marginesu tolerancji
i aktywacji komoérek T [15].

Oddziatywania pomiedzy poszczegélnymi amino-
kwasami na tafcuchu antygenowym a miejscami wigza-
nia na czgsteczkach MHC klasy Il moga by¢ kluczowe dla
inicjacji odpowiedzi immunologicznej.

W latach 90. XX w. Weyand i wsp. opublikowali pra-
ce, w ktérych donosili o zaleznosci miedzy posiadaniem
okreslonych alleli SE, gtéwnie DRB1*04, a szybkoscia roz-
woju RZS oraz pojawianiem sie zmian narzadowych
i guzkéw reumatoidalnych [16]. Polskie badania przepro-
wadzone w 2001 r. przez zespét Kowalskiego wykazaty,
ze posiadanie alleli DRB1*04 predysponuje do pierwot-
nie przewlektego poczatku choroby, bardziej agresywne-
go jej przebiegu z zajeciem wiekszosci stawow, koreluje
z obecnoscig RF, a ponadto ma zwigzek z rodzinnym
wystepowaniem RZS [17].

Ostatnio pojawity sie dwie prace dotyczace badan
nad populacja rdzennej ludnosci centralnej Kanady
[18, 19]. Indianie zamieszkujacy te tereny choruja na RZS
2-krotnie czesciej niz osoby rasy kaukaskiej. Choroba
czesciej atakuje osoby mtode, jej przebieg jest ciezszy,
czesciej wystepuja allele SE i RE W obrebie tej grupy
przeprowadzono badania na obecnos¢ przeciwciat dla
cytrulinowanych biatek, RF oraz alleli SE u 0séb chorych,
ich zdrowych krewnych i zdrowych 0séb niespokrewnio-
nych.

W badaniach loan-Facsinay i wsp. [18] stwierdzono
obecnos¢ przeciwciat ACPA (badano przeciwciata dla
cytrulinowanej wimentyny, cytrulinowanego fibrynoge-
nu i cytrulinowanej enolazy) u 91,4% chorych na RZS,
u 37,5% krewnych z niezréznicowanym zapaleniem sta-
wow, U 19% zdrowych krewnych i 8,8% zdrowych oséb
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niespokrewnionych, co znacznie przekracza czestosc
wystepowania tych przeciwciat u zdrowych oséb rasy
kaukaskiej. OdpowiedZ przeciwciatowa u chorych obej-
mowata 5-6 izotypéw immunoglobulin, gtéwnie IgG1l
i 1gA, a u zdrowych krewnych odpowiedzZ ograniczata sie
tylko do 1-2 izotypéw. Przeciwciata ACPA u 0séb chorych
rozpoznawaty wszystkie badane cytrulinowane biatka,
u zdrowych nie odnotowano odpowiedzi na cytrulinowa-
na wimentyne i peptydy pochodzace z cytrulinowanej
wimentyny i fibrynogenu. Stwierdzono ponadto zwigzek
obecnosci ACPA z rozwojem choroby niezaleznie od RF,
natomiast RF byt powigzany z RZS tylko przy wspotwy-
stepowaniu z ACPA.

El-Gabalawy i wsp. [19], badajac te samg populacje,
wykazali obecnosé przeciwciat anty-CCP u 82% chorych
na RZS, u 17% zdrowych krewnych | stopnia, 11% zdro-
wych krewnych I stopnia i 3% zdrowych 0séb niespo-
krewnionych. Czestos¢ wystepowania alleli SE w grupie
kontrolnej wynosita 66%, znacznie ponad przecietng
w innych populacjach. Najczesciej wystepujacymi
allelami byty HLA-DRB1*0404 i DRB1*1402. W omawia-
nym artykule wykazano takze powigzanie miedzy obec-
noscig antygenu DRB1*0901 nienalezgcego do alleli SE
z zachorowalnoscia na RZS. Wspotwystepowanie SE
i DRB1*0901 zwiekszato ryzyko wystapienia choroby,
zwtaszcza u 0s6b ponizej 16. roku zycia.

Czestos¢ wystepowania ACPA u zdrowych kuzynow
chorych na RZS sktania do dalszych obserwacji tych
0s6b pod katem wystapienia objawéw chorobowych.
Sama obecno$¢ ACPA moze by¢ niewystarczajaca do
rozwoju choroby, dodatkowymi czynnikami ryzyka sa
niewatpliwie allele SE i HLA-DRB1*0901.

U pacjentéw z RZS stata ekspozycja cytrulinowanych
biatek w stawie moze prowadzi¢ do aktywacji antygeno-
wo swoistych limfocytéw B i zmiany izotypu produkowa-
nych przeciwciat. Tylko u 10% zdrowych krewnych
stwierdza sie obecnos¢ przeciwciat ACPA klasy IgM, kt6-
re sa indukowane przez toczacy sie aktualnie proces
zapalny [18].

Dodatkowym czynnikiem ryzyka wystapienia RZS
jest palenie tytoniu. Palacze nie tylko czesciej choruja,
maja podwyzszony poziom RF, ale takze przebieg choro-
by jest u nich znacznie ciezszy [20]. Przeprowadzone na
szeroka skale badania populacyjne w Europie i Stanach
Zjednoczonych wykazaty, ze allele HLA-DRB1 s3 czynni-
kiem ryzyka tylko u chorych wytwarzajacych przeciwcia-
ta anty-CCP [21].

Linn-Rasker i wsp. donosza o istnieniu powigzania
miedzy paleniem tytoniu, wystepowaniem RF, przeciw-
ciat anty-CCP i obecnoscia wspélnego epitopu [20].
U pacjentéw, u ktérych nie stwierdzono alleli SE, oraz
u chorych z niezréznicowanym zapaleniem stawow nie
stwierdzono takiej zaleznosci.
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Obecnie nie wiadomo, czy cytrulinacji ulegaja kon-
kretne biatka pod wptywem palenia tytoniu, jak réwniez,
czy istnieje zwigzek miedzy liczba wypalanych papiero-
sOw a ryzykiem rozwoju RZS. Przypuszcza sie, ze w ptu-
cach palaczy dochodzi do nasilenia ekspresji cytrulino-
wanych biatek, co moze pozytywnie wptywaé na
antycytrulinowa odpowiedz [22].

Jako ciekawostke nalezy dodac, ze w Swietle opubliko-
wanych w 2009 r. badan Kallberga i wsp. [23] picie alko-
holu powoduje zalezne od dawki zmniejszenie prawdopo-
dobiefstwa zachorowania na RZS, a takze tagodzi efekty
dziatania czynnikow ryzyka, takich jak palenie papierosow
czy posiadanie SE w powiazaniu z wytwarzaniem prze-
ciwciat antycytrulinowych. Badania te byty przeprowadzo-
ne w krajach skandynawskich: Szwecji i Danii, z zaznacze-
niem, ze Dunczycy spozywaja wiecej alkoholu.

Lokalizacja i rola deiminazy peptydylo-
argininowej w tkance synowialne;j

Chang i wsp. podjeli probe zlokalizowania ekspresji
PADI4 i cytrulinowanych biatek w tkance synowialnej
chorych na RZS [24]. W tym celu przebadali 26 tkanek
synowialnych pobranych od chorych na RZS, 17 od 0s6b
z chorobg zwyrodnieniowa stawdw (ChZS) oraz 4 zdrowe
tkanki. Lokalizacje enzymu w tkance badali metoda
immunofluorescencji posredniej przy uzyciu monoklo-
nalnych kréliczych przeciwciat dla ludzkiej PADI4.

Najsilniejsza ekspresje PADI4 stwierdzono w komor-
kach T, B, makrofagach, neutrofilach, komérkach przypo-
minajacych fibroblasty i w komérkach endotelialnych
wysciotki oraz w rejonie podwysciotkowym btony mazio-
wej chorych na RZS. Odnotowano takze wewnatrz-
i zewnatrzkomoérkowa ekspresje enzymu w ztogach
witoknika wystepujacych w luznej strukturze tkankowej,
w czasie nasilonej apoptozy. Ekspresja PADI4 w tkan-
kach pochodzacych od pacjentéw z ChZS i oséb zdro-
wych byta zdecydowanie nizsza. Cytrulinowane biatka
wykryto tylko w ztogach wtéknika w reumatoidalnej bto-
nie maziowej. Reagowaty one wytgcznie z przeciwciata-
mi klasy IgA i IgM.

Ekspresje PADI4 wykrywa sie wytacznie w tkance
hematopoetycznej, wtaczajac w to grasice, sledzione,
szpik kostny, watrobe ptodowa i leukocyty krwi obwodo-
wej, dlatego powzieto przypuszczenie, ze enzym wykry-
wany w tkance synowialnej pochodzi z komdérek hema-
topoetycznych lub ich pochodnych [25].

Ciekawe, ze nie stwierdzono réznicy miedzy ekspre-
sja PADI4 w leukocytach pacjentéw z RZS i 0s6b zdro-
wych, nie wykryto tez obecnosci cytruliny w ich komér-
kach krwi. Mozna wiec przypuszczaé, ze cytrulinacyjna
aktywnos¢ PAD w btonie maziowe] jest w szczegélny
sposob zwigzana z patogeneza RZS [24].
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Potencjalny model cytrulinacji biatek w obrebie reu-
matoidalnego stawu przedstawili Vossenaar i wsp. [26].
Do objetej stanem zapalnym btony maziowej, pod wpty-
wem dziatania réznych czynnikéw chemotaktycznych,
naptywaja monocyty, po przeksztatceniu w makrofagi
dochodzi do ograniczenia transkrypcji jadrowej PADI4,
zwigksza sie natomiast poziom cytozolowej PADI2.
Mimo ze zmniejsza sie poziom mRNA PADI4, stezenie
biatek tego enzymu pozostaje niezmienione. Wyjasnie-
niem tego zjawiska moze by¢ fakt, ze transkrypty mRNA
PADI4 z usposabiajacymi do RZS haplotypami maja dtuz-
szy okres pottrwania, sg gromadzone i dajg wiecej biat-
kowych produktéw w zapalnej btonie maziowej.

Kolejna charakterystyczna cecha reumatoidalnej bto-
ny maziowej jest nadmierne odktadanie sie wtdknika,
zarébwno w wysciotce, jak i w gtebszych warstwach bto-
ny maziowej [24].

Zagregowany wtoknik moze wystepowaé w formie
zwartych blokéw lub luznych gabczastych struktur tkan-
kowych. Mimo Ze ekspresje PADI4 obserwowano tylko
w luznych strukturach, to obie formy sg wyraznie cytru-
linowane.

Komorki  zawierajace PADI4  zlokalizowane s3
w poblizu cytrulinowanych biatek i komérek apoptotycz-
nych [24]. Podlegajace dziataniu kaspaz komérki apopto-
tyczne traca swojg integralnos¢, dochodzi do niekontro-
lowanego naptywu jonéw wapnia i aktywacji deiminazy
— poczgtkowo w cytozolu — PADI2, a nastepnie, w miare
postepowania procesu obumierania komorki, kiedy
dochodzi do fragmentaryzacji jadra, takze PADI4 [26]. Ze
zniszczonych komorek enzymy wydostajg sie na
zewnatrz, gdzie dochodzi do dalszej pozakomorkowe;]
deiminacji. Po cytrulinacji ztogi o gabczastej, luznej
strukturze przeksztatcaja sie w zwarte bloki, a deimina-
za ulega degradacji, dlatego tez brak ekspresji badanego
enzymu w tych strukturach [24].

Aby zrozumie¢, dlaczego do takich proceséw docho-
dzi w zmienionym zapalnie stawie, nalezy pamietac, ze
podczas gdy u os6b zdrowych makrofagi stawowe sta-
nowig 20-30%, w reumatoidalnej btonie maziowej
dochodzi do nadmiernego nagromadzenia makrofagow,
ktére moga stanowi¢ nawet 80-100% komaorek [28]. Dtu-
gotrwata aktywacja (> 24 h), a z taka spotykamy sie
w zapalnej, reumatoidalne]j btonie maziowej, sprawia, ze
staja sie one podatne na apoptoze [29]. W ten sposéb
moze dochodzi¢ do apoptozy komérek synowialnych,
aktywacji i uwalniania na zewnatrz deiminazy peptydylo-
argininowej, cytrulinacji nagromadzonych biatek,
a w konsekwencji aktywacji specyficznych dla cytruliny
limfocytow B i produkcji antycytrulinowych przeciwciat
w obrebie stawu objetego procesem reumatoidalnym.

Pojawia sie coraz wiecej doniesien, w ktorych cytru-
linacja przypisywana jest raczej do stanu zapalnego nie-

koniecznie zwigzanego z RZS. Chapuy-Regaud i wsp. [30]
podczas artroskopii stawu kolanowego pobierali tkanke
synowialng od pacjentéw chorych na RZS i inne choroby
reumatyczne. Pobrane skrawki oceniano pod wzgledem
histopatologicznym i immunologicznym na obecnos¢
cytrulinowanych biatek przy uzyciu kréliczych przeciw-
ciat dla L-cytruliny. Okazato sie, ze obecnos¢ cytrulino-
wanego wtoknika nie ogranicza sie tylko do btony
maziowej chorych na RZS. Deiminowane biatka wyste-
powaty w jadrach i cytoplazmie makrofagéw i fibrobla-
stow w dwadch przypadkach zesztywniajgcego zapalenia
stawow kregostupa (ZZSK), w jednym przypadku tusz-
czycowego zapalenia stawow (£ZS), niesklasyfikowanej
spondyloartropatii i w przypadku ChZS. Artroskopowo
i histologicznie wykazano, ze u wszystkich pacjentéw
wystepowato zapalenie btony maziowe;j.

Dane te wskazuja, ze obecnos¢ cytrulinowanych bia-
tek wigze sie ze stanem zapalnym, natomiast cechg cha-
rakterystyczng RZS jest odpowiedZ immunologiczna
z produkcja przeciwciat antycytrulinowych.

Deiminaza peptydyloargininowa jest obecna w wielu
roznych tkankach — dotad nie znamy jej wszystkich funk-
cji ani biochemicznej struktury wszystkich substratow.

Prawdopodobnie odgrywa ona wazna role w proce-
sach koncowego réznicowania naskérka, rozwoju skéry
i mozgu [31]. Jest tez wyraznie powigzana z apoptoza,
by¢é moze jej wydzielanie jest czescig fizjologicznego pro-
cesu majacego na celu przyspieszenie rozpadu,
a nastepnie likwidacji obumierajacych komérek i dopie-
ro w specyficznych warunkach proces ten staje sie pato-
logiczny.

Wptyw cytrulinacji na wtasciwosci biatek

Pojawienie sie przeciwciat ACPA jest nie tylko jednym
z ogniw patogenezy RZS, ale przede wszystkim elemen-
tem odpowiedzi organizmu na nadmierng ekspresje
cytrulinowanych antygenéw.

Wszystkie z dotychczas opisanych deiminowanych
biatek petnia okreslona funkcje, ktérej zaburzenie moze
nie tylko przyspiesza¢ smier¢ komorki, ale takze
(w wyniku nadmiernej lub przewlektej cytrulinacji) prowa-
dzi¢ do nasilenia zmian patologicznych w rozwoju RZS.

Opisany w latach 90. ubiegtego wieku antygen Sa,
reagujacy z przeciwciatami wystepujacymi w surowicy
chorych na RZS, zostat zidentyfikowany jako cytrulino-
wana wimentyna [4].

Wimentyna jest biatkiem cytoszkieletowym tworza-
cym filamenty posrednie typu I, dos¢ obficie wystepu-
jacym w synowialnych fibroblastach [32]. To réwniez
dynamiczne biatko podlegajace regulacji poprzez fosfo-
rylacje, ktérego rola nie ogranicza sie tylko do stabilizo-
wania architektury cytoplazmy [33]. W stanie zapalnym
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jest wydzielana przez aktywowane makrofagi indukowa-
ne przez czynnik martwicy nowotwordw (tumor necrosis
factor oo — TNF-a), co prawdopodobnie ma wptyw na
efektywne zabijanie bakterii [34]. Obecnos¢ cytrulinowa-
nej wimentyny stwierdzono w tkance synowialnej cho-
rych na RZS [36].

Na powierzchni neutrofilow podlegajacych apoptozie
zaobserwowano ekspresje wimentyny [35]. Dwie godziny
po zainicjowaniu apoptozy pojawiaja sie fragmenty
wimentyny o ciezarze czgsteczkowym 48 kDa, jako wynik
dziatania kaspazy 3. Mozliwe, ze cytrulinacja wimentyny
prowadzi jedynie do rozdzielenia jej filamentéw, destruk-
¢ji cytoszkieletu i skurczenia komorki w procesie apopto-
zy [37]. Specyficzne podwyzszenie ilosci cytrulinowane]
wimentyny moze by¢ natomiast wynikiem nieefektywne-
go usuwania martwych komorek [36].

Fibronektyna jest glikoproteing adhezyjna,
powszechnie wystepujaca na powierzchni komaérek
(fibroblastéw i mioblastéw), w macierzy wewnatrz-
i zewnatrzkomaorkowej tkanki tacznej oraz ptynach orga-
nicznych. Biatko to jest kodowane przez jeden gen, ale
alternatywne taczenie egzonéw na etapie sktadania
mMRNA (splicing) pozwala na tworzenie wielu izoform,
odgrywajacych wazna role w réznych procesach fizjolo-
gicznych, wtaczajac w to: adhezje komérkowa, migracje,
proliferacje i ro6znicowanie komaérek.

Fibronektyna moze reagowac z réznymi ligandami
na powierzchni komorki oraz poza nig, takimi jak: fibry-
na, heparyna, kolagen, zelatyna, IgG czy CD44 [9]. Dome-
ny znajdujace sie na C-koncowym fragmencie fibronek-
tyny indukuja powstawanie tlenku azotu (NO)
i metaloproteaz w macierzy reumatoidalnej chrzastki,
poprzez oddziatywanie z powierzchniowa glikoproteing
CD44 [38]. Zardwno NO, jak i metaloproteazy maja wta-
Sciwosci prozapalne pogtebiajace destrukcje otaczaja-
cych tkanek. Ponadto fibronektyna indukuje degradacje
kolagenu typu Il przy wspdtudziale interleukiny 1, stymu-
luje TNF-a i kwas hialuronowy do zwiekszania ekspresji
GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating
factor) w celu zahamowania apoptozy eozynofilow we
krwi obwodowej i w drogach oddechowych [39].

Zarowno fibronektyna, jak i ACPA s3 dos¢ obficie
reprezentowane w tkankach chorego na RZS, dlatego
moze dochodzi¢ do deiminacji, a przez to takze do
modyfikacji tych funkgji fibronektyny. U chorych na RZS
w ptynie stawowym oraz surowicy wykryto zwiekszone
stezenie cytrulinowanej fibronektyny, znaleziono réw-
niez pozakomoérkowe ztogi wtdknika i cytrulinowanej
fibronektyny [9].

Jednym z pierwszych przejawéw zmian zachodza-
cych w reumatoidalnej btonie maziowej jest nadmierna
angiogeneza, ktérej gtownym mediatorem jest naczynio-
wy srédbtonkowy czynnik wzrostu (vascular endothelial
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growth factor — VEGF) [40]. Dziata on poprzez swoje
receptory na komérkach endotelialnych lub ich pochod-
nych. Stezenie VEGF jest zwiekszone u chorych na RZS
i powigzane z aktywnoscig choroby [41].

Pomiedzy VEGF, receptorem VEGF i receptorem fibro-
nektyny, przy wspétudziale integryny a5B1 tworzy sie
wigzanie, ktére indukuje migracje i proliferacje komorek
endotelialnych [42].

Po deiminacji znacznie wzrasta wigzanie fibronekty-
ny w poréwnaniu z forma natywna [9].

Prawdopodobnie przeksztatcenie argininy w cytruli-
ne w miejscu wigzacym VEGF wywotuje zmiane konfor-
macji molekularnej fibronektyny i zwieksza jej powino-
wactwo do VEGF, co powoduje nasilenie jego
,neowaskularyzacyjnej” aktywnosci.

Antytrombina Il jest nastepnym biatkiem, ktérego
cytrulinacja moze przyczyniac sie do nasilenia angioge-
nezy. Trombina jest proteazg wystepujaca w osoczu,
wytwarzang z protrombiny pod wptywem dziatania
tromboplastyny osoczowej. Moze ona aktywowac uktad
krzepniecia poprzez przeksztatcenie rozpuszczalnego
fibrynogenu w nierozpuszczalng fibryne. Trombina jest
takze stymulatorem angiogenezy poprzez zwiekszanie
ekspresji receptoréw dla VEGF [43], a — jak wiadomo —
nadmierne odktadanie wtdknika oraz wzmozona angio-
geneza sg charakterystyczne dla RZS.

Wraz z aktywowanym czynnikiem Xa, trombina nasi-
la produkcje prozapalnych prostacyklin [44]. Antytrombi-
na jest regulatorem aktywnosci trombiny. Po zwigzaniu
z heparyna moze tworzy¢ kompleks z trombing, ograni-
czajac jej proteazowa aktywnose.

W osoczu chorych na RZS stwierdzono zwiekszone
stezenie cytrulinowanej antytrombiny [10]. Poniewaz in
vitro cytrulinacja ogranicza aktywnos$¢ antytrombiny,
dlatego przypuszcza sie, ze taki sam efekt moze zacho-
dzi¢ w organizmie, co posrednio wptywa na nasilenie
proceséw prozapalnych.

Fibrynogen jest kolejnym cytrulinowanym biatkiem
czesto wykrywanym w reumatoidalnym ptynie stawo-
wym. W btonie maziowej chorych na RZS wykryto cytru-
linowane formy tancuchéw o i B fibrynogenu [27]. Prze-
ciwciata dla cytrulinowanego fibrynogenu wykryto
u 75% pacjentéw CCP+, a kompleksy zawierajace fibry-
nogen u 50% os6b [45]. Ciekawe jest, ze deiminowane-
go fibrynogenu nie wykryto w surowicy chorych na RZS,
co $wiadczy o miejscowej cytrulinacji [11].

Zarowno fibrynogen, jak i fibryna odgrywaja wazna
role w zapalnych procesach immunologicznych; integry-
ny i inne receptory tych biatek wystepuja na powierzch-
ni wielu komérek, w tym neutrofili i makrofagow [46].

Przypuszcza sie, ze fibrynogen stanowi strukturalne
rusztowanie dla podtrzymania i rozwoju tuszczki reuma-
toidalnej [47], jest tez czynnikiem chemotaktycznym dla
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komérek endotelialnych zaangazowanych w proces
angiogenezy. Poprzez receptory TLR-4 fibrynogen moze
stymulowac sekrecje chemokin przez makrofagi [48].
Wykazano, ze obecne w RZS kompleksy zawierajace
cytrulinowany fibrynogen stymuluja makrofagi do pro-
dukcji TNF-a [49].

Deiminacja fibrynogenu znacznie ostabia katalizowa-
na przez trombine polimeryzacje i tworzenie wtdknika,
a co za tym idzie — moze wptywac na zachwianie réwno-
wagi proceséw krzepniecia i fibrynolizy [50]. Deiminacja
fibryny moze hamowac jej degradacje przez plazmine,
poniewaz reszty argininowe sg miejscami proteolitycz-
nego ciecia tego enzymu.

Zaburzenie fibrynolizy prowadzi do gromadzenia
i odktadania wtoknika w btonie maziowej, co stanowi
istote patogenezy RZS [51].

Cytrulinowana a-enolaza jest jeszcze jednym biat-
kiem docelowym dla antycytrulinowych przeciwciat.
Enolaza to jeden z enzymow szlaku glikolizy przeksztat-
cajacy 2-fosfo-glicerynian w fosfoenolopirogronian
w obecnosci jonéw magnezu. Wystepuje ona zaréwno
w cytozolu, jak i na powierzchni komérek prokariota
i eukariota. Jest biatkiem wielofunkcyjnym i moze petnic
wiele niekatalitycznych funkcji. Wyeksponowana na
powierzchni komarki, staje sie receptorem dla réznego
typu ligandéw, w tym dla plazminogenu. Potgczenie eno-
laza—plazminogen/plazmina utatwia inwazyjnos¢ drob-
noustrojow, a takze uczestniczy w procesie biogenezy
i rozrostu tkanek nowotworowych [52].

Obecnos¢ enolazy na powierzchni komarek patoge-
néw moze inicjowal tworzenie przeciwciat, ktore
w wyniku mimikry molekularnej moga przyczyniaé sie
do rozwoju autoagresji. Wysokie miana autoprzeciwciat
dla enolazy sg wykrywane w chorobach tkanki tacznej,
takich jak toczen rumieniowaty uktadowy, choroba
Behceta czy krioglobulinemia.

W schorzeniach tych nie stwierdzono obecnosci
przeciwciat anty CEP-1 [5]. Dotad nie mozna ocenic,
w jaki sposéb deiminacja wptywa na wtasciwosci enola-
zy — czy stymuluje, czy ogranicza jej wielorakie funkcje.
Poszukiwanie tej odpowiedzi stanowi ciekawy temat
dalszych badan. Wykrycie przeciwciat dla deiminowanej
a-enolazy przyczynito sie posrednio do wznowienia
badan nad rola infekcji w etiologii RZS.

Porphyromonas gingivalis — bakteryjny
czynnik etiologiczny w reumatoidalnym
zapaleniu stawow

Zainteresowanie P gingivalis jako potencjalnym
patogenem istotnym w rozwoju RZS wzrosto po wykry-
ciu przeciwciat dla cytrulinowanej a-enolazy [6]. Okaza-
to sie bowiem, ze rozpoznawany epitop jest podobny do

bakteryjnej enolazy i moze powodowac krzyzowa reak-
tywnos¢ przeciwciat, co moze sta¢ sie pierwotnym
sygnatem do antycytrulinowej odpowiedzi immunolo-
gicznej [5].

Juz w 1982 r. Snyderman i McCarty opisali podo-
bieAstwa w przebiegu procesu zapalnego wystepujace-
go w RZS i w chorobach zapalnych przyzebia [53]. Cho-
rzy na RZS czesciej zapadaja na choroby przyzebia,
takie jak krwawienie dzigset, wypadanie zebdw, two-
rzenie sie kamienia nazebnego czy obnizenie wysoko-
sci zebodotow [54]. Leczenie przeciwzapalne stosowa-
ne w RZS poprawia takze stan jamy ustnej tych
pacjentow [55]. W $linie, surowicy, dzigstach i ptytce
poddzigstowej chorych na zapalenie przyzebia stwier-
dzono obecnoé¢ RF [56]. Z jednej strony seropozytywni
pacjenci z zapaleniem przyzebia wykazywali podwyz-
szony poziom przeciwciat klasy 1gG i IgM dla mikro-
organizmow jamy ustnej. Z drugiej strony w surowicy
i ptynie stawowym chorych na RZS stwierdzono obec-
nos¢ DNA flory bakteryjnej jamy ustnej, jak i przeciw-
ciat dla tych bakterii [57].

Zaréwno w RZS, jak i w chorobach przyzebia miej-
scowy stan zapalny dotyczacy btony Sluzowej dzigset czy
btony maziowej stawu pogtebiany jest poprzez naptyw
komérek zapalnych z krazenia. Aktywowane makrofagi
produkuja duze ilosci cytokin prozapalnych (TNF-o
i IL-18), co prowadzi do stymulacji wydzielania czaste-
czek adhezyjnych i uwalniania kolejnych mediatorow
reakcji zapalnej: cytokin, eikozanoidéw, enzymoéw prote-
olitycznych oraz wydzielania aktywnych form tlenu, azo-
tu i aktywacji sktadowych dopetniacza. Koncowym efek-
tem tych proceséw jest resorpcja przylegajacych kosci
[58]. Odnotowano, ze u pacjentéw z szybko rozwijajaca
sie choroba przyzebia czesciej wystepuja antygeny
HLA-DR4 [59].

Zapalenie przyzebia jest chorobg wywotywanga przez
patogenne drobnoustroje obecne w ptytce nazebnej,
wsréd ktérych P gingivalis zajmuje gtéwne miejsce.

Jest to pateczka Gram-ujemna, fakultatywny beztle-
nowiec, majacy wiele cech wspomagajacych jego inwazyj-
nos¢, tj. rzeski, ktére utatwiajg przyleganie do komarek
nabtonka, kapsuta, chroniaca przed fagocytoza, LPS, ktéry
uczestniczy w procesie niszczenia przyzebia, enzymy pro-
teolityczne, w tym proteaza cysteinowa (gingipaina R),
oraz matoczasteczkowe substancje toksyczne [60].

Porphyromonas gingivalis ma jeszcze jedna bardzo
ciekawg ceche — jest dotychczas jedynym poznanym
drobnoustrojem wytwarzajacym deiminaze peptydylo-
argininowa (inne prokariota produkuja deiminaze argini-
nowa) [61].

W procesie deiminacji argininy dochodzi do uwalnia-
nia amoniaku, ktéry moze neutralizowa¢ kwasne srodo-
wisko jamy ustnej, wptywaé pozytywnie na aktywacje
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naturalnych proteaz, inaktywowac peptydazy i stymulo-
wac wytwarzanie ATP przez enzymy dostepne w cyklu
deiminazy [61]. Dziatanie bakteryjnej deiminazy nie tyl-
ko tworzy dogodne Srodowisko do Zycia drobnoustrojéw,
ale takze poprzez degradacje wtoknika dostarcza pepty-
dy podtrzymujace ich wzrost [58].

Pojawienie sie cytrulinowanych biatek u 0séb z zapa-
leniem przyzebia moze naraza¢ je na antycytrulinowa
odpowied?, taka jak w RZS. Co ciekawe, wykryto prze-
ciwciata ACPA u pacjentéw z chorobami przyzebia bez
objawow reumatoidalnych. U chorych na RZS poziom
przeciwciat dla cytrulinowanych biatek korelowat
z poziomem przeciwciat dla P gingivalis [58].

Podsumowanie

Obecnosé antycytrulinowych przeciwciat jest zaled-
wie wierzchotkiem goéry lodowe] proceséw patologicz-
nych zachodzacych w tkance synowialnej i poza nig,
a bedacych wynikiem zmian strukturalnych i funkcjonal-
nych deiminowanych biatek.

Cytrulinacja, ktéra prawdopodobnie odgrywa wazna
role w apoptozie komarek, u 0séb majacych genetyczng
predyspozycje do zachorowania na RZS, pod wptywem
przewlektego, nasilonego procesu zapalnego staje sie
jednym z czynnikéw patogenezy tej choroby.

Podwyzszona ekspresja cytrulinowanych biatek sty-
muluje uktad immunologiczny do produkcji przeciwciat.
Proces ten moga nasila¢ drobnoustroje, ktére same
moga dokonywac deiminacji biatek lub amplifikowac
odpowiedZ gospodarza poprzez wzmaganie krzyzowej
reaktywnosci przeciwciat.

Pojawiaja sie doniesienia, sugerujace koniecznosé
wyodrebnienia réznych postaci RZS w zaleznosci od
obecnosci przeciwciat antycytrulinowych, ze wzgledu na
ich znaczenie prognostyczne, powiazanie z antygenami
zgodnosci tkankowej oraz gorsze rokowania u pacjen-
téw seropozytywnych [62]. Takie zatozenie implikuje
koniecznos¢ zbadania réznic miedzy ACPA obecnymi
w RZS a wystepujacymi w innych chorobach, takich jak
wirusowe zapalenie watroby czy gruZlica. Zwtaszcza ze
wiadomo, iz profil izotypowy przeciwciat ACPA u chorych
na RZS iich zdrowych krewnych jest rozny.

Mimo Ze Zzadne z prezentowanych badan nie wyja-
$nia jednoznacznie przyczyn prowadzacych do rozwoju
RZS, pozwalaja jednak one przyjrzec sie blizej mecha-
nizmom patogenezy tej choroby.

Nagromadzenie wiedzy dotyczacej genetycznych
uwarunkowan rozwoju RZS oraz wptywu czynnikéw sro-
dowiskowych moze przystuzyt sie do wczesniejszego,
profilaktycznego wdrozenia leczenia u 0séb szczegoélnie
narazonych na zachorowanie, co — jak wiadomo — ma
ogromny wptyw na rozwdj i przebieg choroby.
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