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1. Wykaz stosowanych skrotow.

5'UTR - 5' untranslated region, rejon 5’ niepodlegajacy translacji,
ACPA — anti-cyclic citrulinated peptide autoantibodies, przeciwciala przeciw
cyklicznemu cytrulinowanemu peptydowi

ACR — American Collage of Rheumatology

ADHD — zespot nadpobudliwos$ci psychoruchowej z deficytem uwagi
AIF - czynnik indukujacy apoptoze

AIMS-2 - arthritis impact measurement scales

ALT — aminotransferaza alaninowa

ARA — American Rheumatism Association (obecnie ACR)

AST — aminotransferaza asparaginowa

ATF — aktywujacy czynnik transkrypcyjny

ATF6 -biatko transbtonowe typu II

BAX — biatko uruchamiajace wewnetrzny szlak indukcji apoptozy
BCL-2 — gen antyapoptotyczny

Bcl-xL - biatko antyapoptotyczne

BERD - ballooning endoplasmic reticulum cell death

Biatka BH3 - mediator apoptozy indukowanej stresem ER

BID - biatko, mediator apoptozy indukowanej stresem ER

BIM - biatko, mediator apoptozy indukowanej stresem ER

BRAF — biatko kodujace

CAP - czapeczka mRNA

CDAI — clinical disease acitivity index

cDNA - complementary DNA, komplementarne DNA.

CHOP - proapoptotyczny czynnik (CCAAT/enhancer-binding protein
homologous protein)

CQ — chlorochina

CreP - konstytutywny represor fosforylacji elF2a

CRP — biatko ostrej fazy

CT — tomografia komputerowa



DAS28 — Disease activity score, skala aktywnos$ci choroby RZS uwzgle¢dniajgca
28 stawow.

DMARDS - disease-modyfing antirheumatic drugs, leki modyfikujace przebieg
choroby

DNA — kwas dezoksyrybonukleinowy

DRB1 — beta chain class II histocompability antigen, tancuch II klasy antygenow
zgodnosci tkankowej

EBV — wirus Epsteina-Baara

EIF2AKS3 — gen kodujacy biatko PERK oraz ufosforylowane elF2a

elF2alfa — eukariotyczny czynnik translacji

ER — endoplasmic reticulum, retikulum endoplazmatyczne

ERAD - ER-associated degradetion, degradacja biatek zwigzana z reticulum
ednoplazmatycznym.

ERSE - element odpowiedzi na stres ER

EULAR — European League Against Rheumatism

FACIT-F — Funcional Assesement of Chronic Iliness Therapy - Fatique Scale,
Indeks zmeczenia.

FLS — fibroblast-like synoviocyte, synowiocyty fibroblastopodobne.

GADD34 - podjednostka regulatorowa fosfatazy biatkowej 1 (PP1)

GAPDH - glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, dehydrogenaza aldehydu
3-fosfoglicerynowego

GRP78 - Glucose-Regulated Protein 78

GRP78/BIP - the 78-kDa glucose-regulated protein/ Binding immunoglobulin
protein

HAQ — Health Assesment Questionaire, kwestionariusz oceny zdrowia.

HCQ — hydroksychlorochina

HLA- allel zgodnosci tkankowej

IgM — immunoglobulina M

IL — interleukina

IRE - inozitol requiring enzyme

IRElalfa - biatko transbtonowe typu, zawierajgce domene¢ endorybonukleazy

oraz domeng kinazy biatkowej serynowo-treoninowej



IRE1p - drugi izoform kinazy IRE1

JAK — odwracalny selektywny inhibitor kinazy janusowej

KEGG — The Kyoto Encyclopedia of Genes and Genoms

LEF — leflunomid

MHC — major histocompatibility complex, gldéwny uktad zgodnosci tkankowe;.
MRI — rezonans magnetyczny

MRNA — messenger RNA, informacyjny RNA.

MTX — methotrexat

NLPZ — niesterydowe leki przeciwzapalne

NOXA — biatko, mediator apoptozy indukowanej stresem ER

NRF2 — szlak sygnatowy, element odpowiedzi antyoksydacyjnej

OB - odczyn Biernackiego

PERK — protein Kinase RNA — Like ER Kinase

PERKIi — inhibitory PERK

PET — pozytonowa tomografia emisyjna

PNF — proprioceptive neuromuscular facilitation, proprioceptywna, nerwowo-
mig$niowa facylitacja.

PP1 - specyficzng fosfatazg dla ufosforylowanego elF2a

PUMA — biatko, mediator apoptozy indukowanej stresem ER

gPCR — quantitative polimerase chain reaction, ilosciowa tancuchowa reakcja
polimerazy.

RAMRIS — Rheumatoid Arthritis MRI Scoring System, skala oceny zmian w
przebiegu RZS w MRI.

RF — czynnik reumatoidalny

RTG - rentgen

RZS — reumatoidalne zapalenie stawow

SDAI — Simplified Disease Acitivity Index

SE — shared etipote, wspolny epitop.

SEM - blad standardowy $rednie;j

SF-36 - Short Form Health Survey, Kwestionariusz oceny jakoS$ci zycia

SSA —sulfasalazyna



T-score — stosunek gestosci mineralnej kosci (BMD) osoby badanej do srednie;j
gestosci kosci osoby mtode;j

TENS — transcutaneous electric nerve stimulation, przezskorna
elektrostymulacja nerwow.

TNF-alfa — tumor nercrosis factor alfa, czynnik martwicy guza alfa
TRAF2-JNK - szlak sygnatowy

TXNIP - biatko interakcji tioredoksyny

UPR — unfolded protein response, szlak adaptacyjnej odpowiedzi na stres ER.
USG — ulatrasonografia

UVB — promieniowanie ultrafioletowe

XBP1 — X-Box Binding Protein 1, czynnik transkrypcyjny
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2. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe dysertacji

Ponizszy cykl publikacji bedacy podstawg do nadanie stopnia naukowego
doktora, sktada si¢ z dwoch oryginalnych artykulow naukowo-badawczych oraz jednej
pracy przegladowej. Wszystkie prace zostaly opublikowane w czasopismach

umieszczonych w wykazie ministerialnym.
Publikacja 1

Aleksandra Kucharska-Lusina, Maciej Skrzypek, Aleksandra Binda and Ireneusz
Majsterek

Gene Expression Profiling to Unfolded Proteins Response as a Risk Modulator of
Patients with Rheumatoid Arthritis

International Journal of Molecular Sciences 2024, 25, 4854.

(IF 4,9, MNiSW=140)
Publikacja 2

Aleksandra Kucharska-Lusina
Individual and molecular risk factors for the development of rheumatoid arthritis.
Wiadomosci Lekarskie 2024;77(10):2013-2025

(MNiSW=20)
Publikacja 3
Aleksandra Kucharska-Lusina,
ER-dependent apoptotic response to cellular stress in patients with rheumatoid arthritis

International Journal of Molecular Sciences 2025, 26, 2489

(IF 4,9 MNiSW = 140)
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Impact Factor za calosciowy dorobek naukowy: 29,6

Punktacja MNiSW za calo$ciowy dorobek naukowy: 910
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3. Wstep

Reumatoidalne zapalenie stawow to przewlekla autoimmunologiczna choroba
stawOw o nieznanej do konca etiopatogenezie. Dotyka ona 0,5 do 1 % catej populacji
1 wystepuje dwu, trzykrotnie czedciej u kobiet niz u mezczyzn. RZS jest tematem
wiodacym w prowadzonych przeze mnie badaniach na poziomie molekularnym
u pacjentéw chorujacych na t¢ chorobe. Cel jaki przy§wiecal prowadzonym przeze mnie
badaniom to przede wszystkim proba znalezienia terapii celowanej, majgcej wpltyw na
przebieg choroby, wyraznie zmniejszajacej jej ciezko$¢ i spowalniajacej przebieg.
W moich publikacjach obok tematu wiodacego zwigzanego z RZS, poruszalam takze
inne wazne kwestie, takie jak choroby nowotworowe, w przebiegu ktérych objawy
kliniczne mogg nasladowa¢ dolegliwo$ci stawowe imitujace objawy RZS. Prowadzone
przez nasz zespot badania potwierdzily, ze biopsja ptynna stala si¢ niezwykle
przydatnym narzedziem do wykrywania nowotworow gltowy i szyi. Wraz z postepem
chorob nowotworowych 1 problemami zwigzanymi z tymi chorobami 1 ich
poszczego6lnymi, klinicznymi etapami, w centrum moich zainteresowan znalazta sig¢
takze opieka paliatywno-hospicyjna. Ze wzgledu na istnienie wspolnego czynnika
inicjujacego chorobe, tak w przypadku RZS jak i stwardnienia rozsianego, jakim jest
obecnos$¢ biatka PERK (Protein Kinase RNA-Like ER Kinase) , takze 1 ono znalazto si¢
w obszarze moich badan. Zespo6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi
(ADHD) jako choroba neurorozwojowa, ktorej jedng z przyczyn jest dysfunkcja
receptorow  N-metylo-D-asparaginianu, stal si¢ takze przedmiotem moich
zainteresowan. Nowoczesne metody pomiaru dlugosci zatoki wiencowe] u mezczyzn
i kobiet stanowitly réwniez obszar moich badan. Coraz wigksza liczba pacjentow
cierpigcych na wymienione jednostki chorobowe i1 che¢ poglebiania wiedzy, zrodzity
we mnie przekonanie o potrzebie podjecia tych tematow. Niniejsza praca doktorska jest
proba ukazania zagadnienia zmian na poziomie komdérkowym w RZS  w Swietle
dostepnej literatury i konkretnej praktyki lekarskiej autora. Tematem przewodnim
bedacym w centrum moich zainteresowan jak juz uprzednio wspomnialam byto

reumatoidalne zapalenie stawOw, a szczegdlnie badania ekspresji gendéw bedacych
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odpowiedzig na niesfatldowane biatka jako modulatora ryzyka u pacjentow z RZS,
a takze badania osobniczych i molekularnych uwarunkowan czynnikow ryzyka rozwoju

RZS.

Praca moja dokonuje oceny zmian na poziomie molekularnym komorki, co
przysztosciowo bedzie mialo wptyw na mozliwos¢ wdrozenia spersonalizowanego
leczenia, ukierunkowanego na zmniejszenie bolu i zwrdcenie uwagi na koniecznos$¢
holistycznego podejscia, ktore bierze pod uwage przeszto$¢ pacjenta, doswiadczenie
zyciowe 1 ktadzie nacisk na otwarta i empatyczng komunikacj¢ z chorym i jego
opiekunem, a takze z calym interdyscyplinarnym zespotem zaangazowanym w proces
leczenia. Poniewaz jako praktyk na co dzieh spotykam si¢ z chorymi na RZS i inne
schorzenia uktadu kostno-stawowego, a takze zderzam si¢ z maching instytucjonalnych
form opieki i istniejacych utrudnien, probuje w tej pracy zasygnalizowaé istotne
problemy, ktore osadzam w codziennosci. Zrodtem dla pracy jest literatura naukowa

1 badania wtasne prowadzone w Centrum Laboratoryjnym MOLecoLAB w Lodzi.
3.1 Reumatoidalne Zapalenie Stawow
3.1.1 Definicja choroby i jej aspekt spoleczny

Reumatoidalne zapalenie stawow jest przewlekta, autoimmunologiczng choroba
zapalng stawow o nieznanej do konca etiopatogenezie, manifestujaca si¢ procesem
zapalnym, gléwnie w obrgbie drobnych stawow $rodreczno-paliczkowych 1 §rodstopno-
paliczkowych, a takze nadgarstkéw, prowadzaca do deformacji i1 trwalych uszkodzen
stawOw oraz jednoczesnych zmian wielonarzagdowych. Pomimo nowych metod
diagnostyki oraz stosowanego na szeroka skale¢ leczenia biologicznego
I immunosupresyjnego, ktére w znacznym stopniu spowalniaja przebieg choroby,
problemy dotyczace diagnostyki i leczenia chorych na RZS sg ciaggle aktualne i dotykaja
duzej grupy pacjentow [1]. Pacjenci z RZS charakteryzujg si¢ istotnie statystycznie
wyzszg zachorowalno$cig na szereg chordb wspotistniejacych, w tym choroby uktadu
Sercowo-naczyniowego, mie$niowo-szkieletowego, immunologicznego oraz

endokrynologicznego.

W surowicy pacjentow z RZS obecne sa autoprzeciwciala, w tym czynnik

reumatoidalny (RF), przeciwciata przeciw biatku cytrulinowanemu (ACPA), a takze
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karbamylowane przeciwciala biatkowe. Autoprzeciwciala te tworza w stawach
kompleksy immunologiczne, prowadzac do standéw zapalnych i uszkodzenia chrzastki
stawowej. W zaleznosci od obecnosci RF i ACPA w surowicy u pacjentow z RZS
wyrdznia si¢ dwie postacie choroby: RZS seronegatywny okresla si¢ na podstawie
braku zarowno RF i ACPA oraz RZS seropozytywny z obecnoscig RF i/lub ACPA [2].
Charakterystyczng cechg zaawansowanego RZS jest utrzymujacy si¢ stan zapalny btony
maziowej, ktory zwykle obejmuje stawy obwodowe w symetrycznym rozmieszczeniu.
Pomimo ciggle prowadzonych badan i prob znalezienia przyczyn RZS, choroba ta nie
jest do konca poznana i mozemy powiedzie¢, ze jest to choroba wieloczynnikowa,
ktérej ztozone, wzajemne oddzialywanie migdzy gospodarzem a S$rodowiskiem
determinuje ogdlne ryzyko podatnosci na chorobe, utrzymywanie si¢ jej i stopien

ciezkosci [3].

Reumatoidalne zapalenie stawoéw ze wzgledu na przebieg choroby i zasieg,
a takze koszty leczenia jest chorobg spoteczng, wymagajaca cigglego wprowadzania
nowych terapii skrojonych na miar¢ potrzeb pacjenta. Ze wzgledu na duza grupe
chorych bedacych osobami niepelnosprawnymi i inwalidami, a co za tym idzie
wymagajacych duzych naktadéw finansowych, istnieje konieczno$¢ dokonania oceny
trafnosci diagnostyki i leczenia ukierunkowanego na zmniejszenie bolu i powro6t do
lepszej sprawnos$ci fizycznej pacjenta. Niezwykle istotng rol¢ odgrywa konieczno$¢
badania markeréw ryzyka rozwoju RZS na poziomie molekularnym. Znajomos¢
czynnikow genetycznych 1 S$rodowiskowych moze prowadzi¢ do skutecznych
interwencji zapobiegawczych, co wyraznie zmniejszy zachorowalno$¢ i1 ograniczy
cigzki przebieg kliniczny RZS, tym bardziej iz badania biomarkerow 1 ich wptyw na
kliniczne objawy zapalenia stawdéw sugeruja, ze czynniki ryzyka RZS moga
oddziatywac¢ na dtugo przed pierwszymi klinicznymi objawami tej choroby [1]. Dlatego
tez wyzwaniem dla wspolczesnej medycyny jest zbadanie petnego spectrum rozwoju
RZS, od inicjacji i rozprzestrzeniania si¢ choroby autoimmunologicznej podczas
przedklinicznej fazy RZS, az do klinicznych objawow zapalenia blony maziowe;j
1 ostatecznej diagnozy. Celem lepszego poznania etiopatogenezy choroby i zadziatania
na czynnik inicjacyjny, aktywujacy lawing procesu zapalnego, nalezy kontynuowaé
badania na poziomie molekularnym, aby zastosowana terapia mogta hamowac

intensywny rozwdj choroby. Dolegliwosci bolowe, towarzyszace chorobie, a takze

15



sztywno$¢ poranna, w znacznym stopniu utrudniajg funkcjonowanie pacjentdéw w zyciu
codziennym, a takze ograniczajg stosowany w leczeniu cykl rehabilitacyjny, co zamyka
btgdne koto w tej grupie chorych. Leczenie reumatoidalnego zapalenia stawow to nie
tylko leczenie farmakologiczne. Niezwykle istotng role odgrywa tutaj zmiana stylu
zycia, odpowiednia dieta, jednoczesne leczenie rehabilitacyjne i szeroko pojeta
edukacja pacjenta, wiacznie z psychoterapig. Nalezy zdawac sobie sprawe, ze pacjenci z
reumatoidalnym zapaleniem stawow na skutek dolegliwosci bdolowych, czgsto nie
ustepujagcych po standardowych lekach przeciwbolowych 1 NLPZ-ach, popadaja
w depresj¢ 1 wymagajg opieki psychologicznej oraz psychiatrycznej. W okresach
zaostrzen pacjenci z RZS wymagaja hospitalizacji, co takze wigze si¢ z nieobecnoscig w
pracy i duzymi kosztami leczenia. Jak podajg zrodta 50% chorych na reumatoidalne
zapalenie stawOw posiada orzeczenie o niepetnosprawnosci. Obecnos$¢ bolow
spoczynkowych i wybudzajacych ze snu znacznie obniza samooceng stanu zdrowia
naszych pacjentéw. W trakcie choroby dochodzi do wyraznego pogorszenia jakosci
zycia, zardwno w sferze fizycznej, emocjonalnej, jak i spotecznej. Wplyw RZS na
jako$¢ zycia czgsto zwigzana jest z obnizeniem codziennej aktywnos$ci chorego.
Prawidlowe funkcjonowanie emocjonalne zaktocaja objawy depresji, obnizony nastroj
oraz wzmozone napigcie. Jak wynika z definicji, RZS jest choroba nieuleczalna,
doprowadzajaca do wuposledzenia przede wszystkim aparatu ruchu, zwlaszcza
w przypadku pozno podjetej diagnostyki i1 leczenia. Wykazano, Zze niesprawnos¢ jest
tym wieksza, im wyzszy jest stopien uposledzenia funkcji aparatu ruchu stwierdzany na
poczatku choroby [4]. Chorzy z RZS czgsto nie sg zdolni do pelnego 1 czynnego
funkcjonowania, do wykonywania podstawowych czynnos$ci dnia codziennego (mycie,
ubieranie si¢, poruszanie, przygotowywanie positkow, zakupy, sprzatanie). Z czasem
chorzy potrzebuja pomocy oséb trzecich. Utrata autonomii i pelnej samodzielno$ci
wplywa negatywnie na wszystkie aspekty zycia chorego [5,6]. Jakos¢ zycia jest
uzalezniona od stopnia nasilenia zmian patologicznych w stawach, dlatego tez
wprowadzenie nowych terapii, majacych celowany wplyw na przebieg choroby
W znaczacy sposOb moze poprawi¢ jakos¢ zycia chorych. Reumatoidalne zapalenie
stawOw to choroba ludzi stosunkowo mtodych, aktywnych zawodowo. Nieprawidtowo
leczona prowadzi do kalectwa oraz wystgpienia groznych dla zycia powiklan.

Nowoczesne leki uzyskane na drodze badan, a majace wplyw na hamowanie procesu
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zapalnego na poziomie komorkowym, pozwolg unikngé powiklan choroby
podstawowej, powstrzymaja rozwdj niepetnosprawnosci, a nawet umozliwig
prowadzenie w miar¢ normalnego zycia bez koniecznosci rezygnacji z pracy. Pacjenci
z RZS nie umierajg bezposrednio z powodu tej choroby, ale na jej powiktania takie jak:
udary mozgu, zawaty serca, niewydolno$¢ krazenia, zmiany w ptucach o charakterze
wtoknienia, cukrzyca typu 2 i nadcis$nienie tetnicze. Celem nowych terapii opartych na
badaniach na poziomie komorkowym jest personalizacja leczenia, ktéora umozliwi
wdrozenie  leczenia  celowanego, stanowigc tym  samym  profilaktyke

niepetnosprawnosci.

Dostep pacjentow z RZS do innowacyjnego leczenia w Polsce jest stosunkowo
maty na tle innych krajéw europejskich. Zwigkszenie dostgpnosci do coraz nowszych
I bardziej efektywnych terapii moze pozwoli¢ na utrzymanie stanu remisji klinicznej
w dtugim horyzoncie czasowym, optymalnie przez cate zycie pacjenta. Bardzo istotnym
jest fakt dobrej wspolpracy lekarza i pacjenta, gdyz brak swiadomej akceptacji pacjenta,
dotyczacej wyboru terapii moze skutkowaé nieprzestrzeganiem zalecen lekarskich.

Nowoczesna terapia poprawia rokowanie pacjenta w dtuzszej perspektywie czasu.

3.1.2 Epidemiologia i klasyfikacja reumatoidalnego zapalenia stawow

RZS to najczegstsza zapalna choroba stawow, ktora dotyka okoto 0,5 — 1 %
spoleczenstwa. Zapadalno$¢ na to schorzenie wynosi 0,1-0,5%. Szczyt zachorowan
przypada na 4 1 5 dekad¢ zycia. W ostatnim czasie obserwuje si¢ coraz wigcej
przypadkéw zachorowan po 65 roku zycia, definiowane jako RZS senilny. Kobiety
choruja 3 razy cze$ciej niz mezczyzni, zas wiek zachorowania u kobiet, to najczesciej
powyzej 50 roku zycia. Dodatni wywiad rodzinny wielokrotnie zwigksza ryzyko
zachorowania. Klasyfikacja RZS opiera si¢ na kryteriach ACR/EULAR 2010 (Tabela
1).
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Tabela 1 Kryteria klasyfikacyjne RZS wg ACR /EULAR z 2010.

Kryteria reumatoidalnego zapalenia stawow

Domeny Opis Punkty
1 duzy 0

A. Liczbairodzaj [2-10 duzych 1

Zajetych stawow 1-3 mate (dodatkowo zajete duze stawy lub nie) 2
4-10 matych (dodatkowo zajete duze stawy lub nie) 3
>10 stawow (w tym minimum 1 maty staw) 5
Ujemny RF i anty-CCP 0
Dodatni w niskim mianie RF lub anty-CCP 2

B. Testy serologiczne|pogatni w wysokim mianie RF lub anty-CCP 3

Prawidlowa  warto§¢  wskaznika  sedymentacji

C. Wskazniki ostrejlerytrocytow (OB) i biatka c-reaktywnego (CRP) 0
fazy Przyspieszone OB i/lub zwigkszone CRP 1
D. Czas trwania < 6 tygodni 0
Objawow > 6 tygodni 1

Do postawienia rozpoznania, opierajac si¢ na kryteriach klasyfikacyjnych ACR/EULAR

z 2010 r. konieczne jest uzyskanie > 6 punktow.

Ze wzgledu na czas trwania choroby reumatoidalne zapalenie stawow mozna podzieli¢
na:

a) bardzo wczesny RZS (czas wystgpowania objawdw <6 miesiecy)

b) wezesny RZS (czas wystgpowania objawdw <24 miesiecy)

Ze wzgledu na rodzaj i wystgpowanie przeciwciat (RF, przeciwcial przeciwko biatku
cytrulinowanemu ACPA) wyrdznia sig:

a) postac¢ seropozytywng (obecne w surowicy autoprzeciwciata czynnika
reumatoidalnego RF w klasie IgM i/lub przeciwciata przeciwko biatku
cytrulinowanemu ACPA)

b) posta¢ seronegatywng (niecobecne w surowicy autoprzeciwciala czynnika
reumatoidalnego RF w klasie IgM i przeciwciata przeciwko biatku cytrulinowanemu

ACPA)
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3.1.3 Etiopatogeneza reumatoidalnego zapalenia stawow

Badania pokazuja, ze na ryzyko rozwoju RZS maja wptyw czynniki genetyczne,
autoimmunologiczne oraz $rodowiskowe. Dziedziczno$¢ reumatoidalnego zapalenia
stawOw okre$lana jest na 66%. Obserwuje si¢ zwigkszone ryzyko rozwoju
reumatoidalnego zapalenia stawoéw u krewnych pierwszego stopnia. Obecnos¢ choroby
u rodzica zwieksza ryzyko jej rozwoju u dziecka 2 do 5-krotnie [7]. Udowodniono takze
zwigzek reumatoidalnego zapalenia stawoéw z gtownym allelem zgodnosci tkankowe;j
klasy drugiej (HLA-DR4). Okoto 70% pacjentow wykazuje zwigkszong ekspresj¢ tego
genu. Bardzo istotne sg takze inne geny z rodziny HLA, a w szczegolnosci HLA-B1,
HLA-DR9 i HLA-DR10. Etiologia autoimmunologiczna po raz pierwszy zostala wzigta
pod uwage w patogenezie RZS przez E. Waalera na podstawie obecnosci przeciwciata
anty-globulinowego typu G (IgG), znanego jako czynnik reumatoidalny, a pdzniej
zostala doktadniej opisana przez H.M. Rosego w latach 40. Koncepcje te,
a w szczegodlnosci sposodb odpowiedzi immunologicznej ewoluowaly znaczaco w ciggu
ostatnich 50 lat. Autoimmunizacja ze zwigkszong produkcja przeciwcial jest jednym
z kluczowych czynnikow w etiopatogenezie RZS [8]. Badania wieloosrodkowe
dowiodly, i1z reumatoidalne zapalenie stawow moze by¢ odpowiedzig pacjenta
z predyspozycja genetyczng na czynnik infekcyjny (m.in. Mycoplasma, wirus Epsteina-
Baara, cytomegalowirus, parwowirus i wirus rozyczki). W inicjowaniu procesow
zapalnych rozwaza si¢ takze udziat niektérych mikroorganizméw dziatajacych
w mechanizmach takich jak: autoimmunizacja i1 dlugotrwale bytowanie patogenu
w organizmie czlowieka, co moze wywota¢ zmiany czynnosciowe komorek.
Autoimmunizacja czyli odpowiedZ na wlasne antygeny moze by¢ wynikiem m.in.
mimikry molekularnej (podobienstwa molekularnego epitopow) oraz wytworzenia
reaktywnosci krzyzowej na biatka patogenu 1 cziowieka. Moze potwierdzi¢ to fakt
podobienstwa produktéw niektorych bakterii gram-ujemnych i EBV oraz czasteczek
HLA-DR4 [9]. Reumatoidalnemu zapaleniu stawow towarzyszy przewlekly stan
zapalny, co potwierdza obecnos$¢ zmian zapalnych, prowadzacych do uszkodzenia
btony maziowej z udzialem limfocytow T, B, makrofagoéw i cytokin prozapalnych.

Limfocyty T CD4 przewazaja nad limfocytami T CD8 1 wystepuja czgsto w sasiedztwie
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makrofagow. Komorki te produkuja duzg ilo$¢ interferonu gamma. Na skutek stalego
wydzielania interferonu gamma bez regulacyjnego wptywu interleukiny 4 nastgpuje
aktywacja makrofagdéw oraz produkcja prozapalnych cytokin interleukiny 1 i czynnika
martwicy nowotworéw alfa TNF-alfa. Bedaca konsekwencja tych procesow produkcja
immunoglobulin i czynnika reumatoidalnego prowadzi¢ moze do powstania
kompleksow immunologicznych 1 aktywacji ukladu dopeiliacza oraz znacznego
zaostrzenia procesu zapalnego przez produkcje anafilatoksyn C3A i C5A oraz czynnika
chemotaktycznego C5A. Moze takze dojs¢ do produkcji przeciwciat przeciwko innym
antygenom wlasnym, co odpowiada za etiologi¢ tej choroby. Potwierdzeniem udziatu
limfocytéw B w przewlektym procesie zapalnym jest fakt, ze leczenie przeciwciatami
monoklonalnymi przeciw markerowi limfocytow B CD20 powoduje natychmiastowe
zmniejszenie liczby limfocytow B i ustgpowanie objawow zapalenia. Obecne
przeciwciala przeciwko skladnikom tkanki i kompleksy immunologiczne aktywuja
uktad dopelniacza i produkcje anafilatoksyn oraz czynnikéw chemotaktycznych.
Obecno$¢ w plynie stawowym wielu enzymoéw powodujacych degradacje chrzastki
1 wywotujacych zmiany destrukcyjne $wiadczy o istnieniu ognisk zapalnych w
maziowce 1 rozprzestrzenianiu si¢ tuszczki na chrzastke stawowa. Cytokiny takie jak
IL-1 i TNF-alfa pobudzaja komorki tuszczki do produkcji kolagenazy i innych proteaz,
powodujac uszkodzenie stawu. Ponadto interleukina 1 i TNF-alfa aktywuja chondrocyty
in situ, pobudzajac je do produkcji enzymoé6w proteolitycznych, ktore to powoduja
miejscowa degradacje chrzastki i hamuja syntez¢ nowych czastek macierzystych.
Wymienione cytokiny przyczyniaja si¢ do miejscowej demineralizacji kosci poprzez
aktywacje osteoklastow, ktore to zwiekszajg resorpcje kosci, nasilajac osteoporoze [10].
Podobnie prostaglandyna E2, produkowana przez fibroblasty i makrofagi przyczynia si¢
do demineralizacji ko$ci, a tym samym osteoporozy. W reumatoidalnym zapaleniu
stawow za kliniczne objawy uktadowe odpowiadajg uwolnione z maziowki efektorowe
czastki zapalne takie jak II-1, IL-6 i TNF-alfa. Sg one odpowiedzialne za zle
samopoczucie, zmeczenie 1 podwyzszenie stg¢zenia surowiczych markerdw ostrej fazy
zapalenia. Zwigkszenie poziomu powyzszych cytokin produkowanych przez makrofagi
nasila efekt zapalny w mazidwce. Aktywowane limfocyty T pamiegci produkuja
cytokiny, zwtaszcza IFN-gamma, nasilajace proces zapalny. Obecnos¢ aktywowanych

limfocytow T wykazujacych ekspresje liganda CD-154 indukuje poliklonalng

20



stymulacj¢, réznicowanie limfocytéw B pamigci, a takze komorek plazmatycznych
1 miejscowo inicjuje produkcj¢ przeciwcial. (Ryc.1). W etiopatogenezie RZS istotne sa
takze czynniki $rodowiskowe, do ktorych naleza: palenie papieroséw, otytos¢ oraz
dieta. Palenie papierosow jest najbardziej znanym modyfikowalnym czynnikiem
zewnetrznym rozwoju choroby [10]. Wydaje sie, iz aktywacja allelowego receptora
weglowodorowego (AhR) odgrywa kluczowa rolg w patogenezie RZS u 0s6b palacych.
Receptor ten jest czynnikiem transkrypcyjnym aktywowanym obecnoscig
odpowiedniego liganda, czyli ksenobiotykow. Bierze udziat w ich detoksykacji [11].
Zaobserwowano, ze ekspresja gendw bedaca skutkiem aktywacji AhR ma miejsce
zardbwno u osob palacych jak i niepalacych, natomiast u pacjentow palacych jest ona
istotnie zwigkszona [12]. Reguluje on procesy réznicowania, aktywacji oraz apoptozy

wielu typéw komorek zwigzanych z reumatoidalnym zapaleniem stawow [13].

Nieswoiste zapalenie Aktywacja limfocytow T Uszkodzenie tkanek
Inicjacja Amplifikacja Przewlekle zapalenie
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Rycina 1. Przebieg reumatoidalnego zapalenia w btonie maziowe; .

21



3.1.4 Objawy Kkliniczne reumatoidalnego zapalenia stawow

Podstawowym objawem, ktory utrudnia samodzielne funkcjonowanie pacjentow
Z RZS jest bol. Bardzo wazne jest jego umiejscowienie, promieniowanie, natezenie,

a takze zalezno$¢ od pory dnia i utozenia ciala oraz wykonywanych ruchow.

Pacjenci z RZS skarza si¢ na dolegliwosci bolowe, zwlaszcza w zakresie
drobnych stawéw. Wystepuja one glownie w godzinach porannych. Cecha
charakterystyczng jest rowniez sztywnos$¢ poranna trwajaca zazwyczaj > 1 godziny.

Bl moze mie¢ charakter regionalny badz udzielony.

Udowodniono $cista korelacje pomiedzy nasileniem dolegliwosci bolowych
I czynnikami zlej prognozy, takimi jak obecno$¢ czynnika reumatoidalnego RF, oraz

obecnos¢ przeciwciat ACPA.

Obok bolu u pacjentow z RZS wystepuja obrzgki stawow, szczeg6lnie
miedzypaliczkowych blizszych dtoni i stop oraz $rodreczno-paliczkowych. Dochodzi
takze do zmian destrukcyjnych w stawach o charakterze ,tlabedziej szyi” Iub
,outonierki”. W zakresie stop czgsto wystepuja palce mioteczkowate. Zmiany
deformacyjne w stawach mig¢dzypaliczkowych blizszych 1 towarzyszacy im przykurcz
powoduja znaczne ograniczenie ruchomosci. Na skutek ucisku przez ziarning zapalng
btony maziowej nerwu posrodkowego, dochodzi do rozwoju zespolu ciesni kanatlu

nadgarstka, manifestujgcego si¢ objawami klinicznymi [1].

Proces zapalny w przebiegu RZS moze by¢ obecny w kazdym stawie. Jako
przyktad moze stluzy¢ staw lokciowy, w ktorym zapalenie maziowki powoduje
przykurcz zgigciowy. Podobnie procesem zapalnym objety jest staw ramienny
I barkowo-obojczykowy, w ktorym zajete sa rowniez struktury pozastawowe, takie jak:

kaletki, wigzadlo kruczo-ramienne oraz $ciggna stozka rotatorow.

W obrebie konczyny dolnej dochodzi do przerostu btony maziowej w stawie
kolanowym, co powoduje nawracajacy wysigk. W dole podkolanowym moze powstac
torbiel Bakera uciskajagca na naczynia zylne i1 imitujgca zakrzepice zylng. W stawie

biodrowym dochodzi do ograniczenia ruchomosci oraz dolegliwosci boélowych okolicy
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pachwiny z ograniczeniem ruchoéw rotacyjnych i odwodzenia. Zapalenie stawow

skokowych i przodostopia prowadzi do bolu i usztywnienia tych stawow.

W obrebie krggostupa najczesciej zajetym odcinkiem jest odcinek szyjny.
Zmiany w obrebie stawu szczytowo-obrotowego manifestujg si¢ bélem promieniujagcym
do potylicy, parestezjami oraz mozliwym niedowtadem, w przypadku ucisku na rdzen
kregowy. Czasami dochodzi takze do zajecia stawu skroniowo-zuchwowego, co

prowadzi do utrudnienia otwierania ust.

Poczatek choroby bywa zwykle podstepny, manifestuje si¢ np. stanami
podgoraczkowymi, bélami miesni, zmgczeniem, utratg taknienia i spadkiem tolerancji
wysitku. Nalezy pamigta¢, ze w 10% przypadkéw poczatek choroby jest ostry
i gwattownie dochodzi do rozwoju zapalenia wielostawowego i towarzyszacych mu

zmian narzagdowych [1].

W przebiegu RZS dochodzi takze do pojawienia si¢ zmian w obregbie innych
narzagdéw. Jedng z nich jest obecno$¢ guzkéw reumatoidalnych, ktore wystepuja u 20-
30% chorych. Pojawiaja si¢ one w miejscach szczegdlnie narazonych na ucisk np.
kaletce wyrostka tokciowego, $ciggnie Achillesa, a takze w oplucnej, oponach
moézgowych 1ipotylicy. Histologicznie guzki te posiadaja material martwiczy
Z obecnos$cig wiokien kolagenowych, filamentow niekolagenowych i resztek komorek.
Na podstawie doniesien literaturowych, leczenie metotreksatem moze w sposob
drastyczny zwieksza¢ liczbe guzkow, takze w narzadach wewngtrznych, gtownie w

ptucach [14,15].

U os6b z wysokim mianem czynnika reumatoidalnego RF jednym z powiklan
jest zapalenie naczyn, powodujace polineuropati¢, a takze owrzodzenia i martwice

paliczkow.

Najniebezpieczniejsze dla pacjenta z RZS sg powiktania sercowo-naczyniowe,
ktore stajg si¢ jedng z najczestszych przyczyn zgonow u tych chorych. Do powiklan
tych naleza: zapalenie osierdzia, wsierdzia, mig$nia sercowego, naczyn wiencowych,
kardiomiopatie, incydenty zakrzepowo-zatorowe, a takze zaburzania przewodzenia

W Sercu.
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Kolejnym, poza stawami, waznym narzadem zajetym w przebiegu choroby sa
pluca. Guzki reumatoidalne w plucach moga ulega¢ zwtoknieniu, zwapnieniu lub

Zakazeniu.

W przebiegu RZS dochodzi takze do =zajecia nerek, co manifestuje sie

mezangialnym, ktebuszkowym, odmiedniczkowym zapaleniem lub amyloidoza.

W czasie tej choroby uszkodzeniu ulega takze narzad wzroku, co objawia si¢
wtornym zespolem Sjogrena, dajagcym objawy kliniczne ze strony wzroku, a takze
Sluzéwek jamy ustnej, nosogardzieli i uktadu rozrodczego. Zmiany w narzadzie wzroku

manifestujg si¢ takze zapaleniem rogéwki, spojowki, twardowki i nadtwardowki.

Wspolistniejaca z RZS neutropenia i splenomegalia moga tworzy¢ zespot

Felty'ego (FS) [16]. Dane wskazuja, ze dotyczy on 1-3% pacjentéw z RZS [17].

3.1.5 Markery i diagnostyka laboratoryjna reumatoidalnego zapalenia stawow

RZS jest niezwykle interesujaca chorobg pod wzgledem diagnostyki.
Postawienie ostatecznego rozpoznania mozliwe jest w oparciu o dokladnie zebrany
wywiad, badanie kliniczne, a takZze badania laboratoryjne i1 obrazowe. Zgodnie
z obowigzujacymi kryteriami ARA (American Rheumatism Association, obecnie:
American College of Rheumatology) do postawienia rozpoznania potrzebne sg zarowno

objawy kliniczne, jak 1 wyniki badan laboratoryjnych.

W diagnostyce RZS pomocne jest oznaczanie czynnika reumatoidalnego RF.
Czestotliwos¢ wystepowania czynnika reumatoidalnego wyraznie wzrasta z wiekiem.
Nalezy doda¢, ze czynnik reumatoidalny wystepuje takze w wielu innych chorobach
zapalnych, takich jak: toczef rumieniowaty ukladowy, zespol Sjogrena, sarkoidoza,
wlbdknienie sroédmigzszowe ptuc, zapalenie watroby 1 inne. Dlatego tez niezwykle wazne
jest réznicowanie RZS z innymi chorobami, w ktorych to obecny jest czynnik
reumatoidalny. Nie zapominajmy jednak, Ze ten czynnik moze wystgpowaé takze
u os6b zdrowych np. po szczepieniach badz przetoczeniach krwi. Obecno$¢ czynnika

reumatoidalnego nie potwierdza rozpoznania RZS. Moze mie¢ jednak warto$é

24



prognostyczng, gdyz osoby z wysokim jego mianem chorujg ci¢zej, a takze znacznie

czesciej u tych osob wystepuja dolegliwosci pozastawowe.

Przeciwciata przeciwko biatku zawierajacemu cytruling (ACPA) obecne s3
u wigkszosci chorych z reumatoidalnym zapaleniem stawow. Czulos¢ ACPA jest
podobna do czutosci czynnika reumatoidalnego IgM, jednak ich swoisto$¢ jest duzo
wieksza, dlatego uwazane sg za czynnik patognomiczny dla tej choroby. Odgrywaja one
szczegblnie istotng role¢ u pacjentdow z wczesng postacia RZS i s3 bardzo wazne

W postawieniu ostatecznego rozpoznania.

U pacjentow chorujacych na RZS moga by¢ obecne takze inne przeciwciata, jak

na przyktad przeciw filagrynie czy kalpastatynie.

Jesli mamy do czynienia z innymi zapalnymi chorobami tkanki tacznej
naktadajacymi si¢ na proces reumatoidalny, nalezy pamig¢ta¢ miedzy innymi o badaniu

autoprzeciwcial patognomonicznych dla poszczegdlnych jednostek chorobowych.

W aktywnej postaci RZS obserwuje si¢ takze niedokrwisto$¢ normocytowa,
bedaca wyrazem nieskutecznej erytropoezy. Niedokrwistos$¢ ta niejednokrotnie koreluje
z aktywnoscig procesu zapalnego. W przebiegu RZS pojawia si¢ podniesiony poziom
leukocytow, a takze podwyzszone OB, ceruloplazmina i CRP. Wartos¢ CRP koreluje
dodatnio zaréwno z aktywnoscig choroby, zmianami histologicznymi w blonie
maziowej, jak 1 progresja radiologiczng 1 parametrami klinicznymi, takimi jak
sztywnos¢  poranna, bol, zmeczenie, sita chwytu, wskaznik stawowy
I niepelnosprawnos¢ [18]. Stwierdzono zatem, ze CRP jest uzytecznym markerem
w diagnostyce RZS, a takze w monitorowaniu progresji choroby i prognozowaniu

uszkodzenia stawow [19].

Istotng rolg prognostyczng ma takze badanie plynu stawowego. Ptyn ten w RZS
jest makroskopowo metny, posiada wigksza lepkosé, podwyzszony poziom biatka

I zazwyczaj obnizony poziom glukozy.

W  wykonywanych badaniach dodatkowych nie wolno pomija¢ badan
podstawowych takich jak morfologia, OB, mocznik, kreatynina, AST, ALT, bilirubina,
poziom zelaza, ferrytyna, gdyZz czgsto obraz kliniczny RZS jest maska choroby
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nowotworowej badz tez zespoldw mieloproliferacyjnych, przebiegajacych w sposob
niespecyficzny. Badania podstawowe sg bardzo istotne w monitorowaniu leczenia

I ocenie jego skutecznosci.

Czulym markerem aktywnos$ci zapalnej i bdolowej jest IL-6, ktéra odgrywa
istotng rol¢ w ocenie stopnia zaawansowania procesu chorobowego u pacjentow z RZS.
IL-6 jest jedng z najwazniejszych czasteczek sygnalowych wytarzanych przez komorki
uktadu odpornosciowego. Jej gldownym zadaniem jest koordynowanie procesu
zapalnego w organizmie, w trakcie ktorego jej stezenie moze wzrosnaé nawet 100-200
krotnie. Koreluje ona takze z nat¢zeniem bolu i uwalnianiem endorfin majacych efekt
przeciwbolowy [20]. IL-6 jest wytwarzana w miejscu zapalenia i odgrywa kluczowa
rolg wostrej fazie zapalenia. IL-6 po potaczeniu ze swoim receptorem indukuje
przejscie z fazy ostrej do fazy przewleklej zapalenia poprzez zmiang charakteru nacieku
leukocytow (z neutrofili wielojadrzastych na monocyty/makrofagi). Ponadto wywiera
stymulujacy wptyw na limfocyty T 1 B, sprzyjajac w ten sposéb przewlektym
odpowiedziom zapalnym. Strategie ukierunkowane na zablokowanie dzialania IL-6
znalazly zastosowanie w leczeniu RZS, jak i innych przewleklych choréb zapalnych
[21]. Pierwszym przeciwcialem monoklonalnym blokujacym receptor IL-6 jest

tocilizumab [22]

Rownie wazng rolg w procesie zapalnym odgrywa poziom interferonu typu 1
(IFEN-1), ktory jest zaangazowany w patogenez¢ wielu chorob reumatycznych, w tym
RZS. Podczas prawidtowej odpowiedzi immunologicznej IFN-1 bierze udziat w obronie
przed wirusami, jednak w przypadku czesci pacjentdéw z RZS szlak ten wykazuje stalg

aktywacje. Moze on modulowac¢ produkcje cytokin i chemokin prozapalnych [23,24].

Czynnikami predykcyjnymi do bardziej agresywnego przebiegu choroby
I powiktan narzadowych jest obecnos¢ czynnikow HLA-DRB1 0401 lub DRB1 0404
[25].

26



3.1.6 Diagnostyka obrazowa reumatoidalnego zapalenia stawow

Obok badan laboratoryjnych niezwykle istotng role spetniajg badania obrazowe,
do ktérych naleza: rentgen (RTG), ultrasonografia (USG), tomografia komputerowa
(ang. Computed Tomography, CT), rezonans magnetyczny (ang. Magnetic Resonance

Imaging, MRI) oraz scyntygrafia i inne.

W rozpoznaniu RZS wérod badan obrazowych nadal standardem jest badanie
radiologiczne. Szczegdlnie istotne dla postawienia rozpoznania jest badanie
porownawcze dloni i stop, a takze badanie radiologiczne odcinka C-Th kregostupa [26].
Stopien zaawansowania zmian radiologicznych okre§la klasyfikacja Steinbrockera
(Tabela 2) [27]. Badanie to nie moze by¢ uzywane do oceny wczesnych postaci

reumatoidalnego zapalenia stawow.

Tabela 2 Klasyfikacja zmian radiologicznych wg. Steinbrockera.

Okres
Zmiany radiologiczne Przyczyny zmian radiologicznych
choroby
Rozrastanie si¢ ziarniny zapalnej w
[ Osteoporoza okolostawowa kosci beleczkowej, a w konsekwencji
zmniejszenie gestosci beleczek
kostnvch.
_ _ Dalszy rozrost blony maziowej z
Osteoporoza 1 zwezenie szpary ‘ _ o _
' niszczeniem chrzastki 1 jej Scienczeniem.
11 stawowej, geody zapalne oraz ) ) )
. o Destrukcje kosci w postaci nadzerek
pojedyncze nadzerki kostne.
brzeznych.
Osteoporoza, zwezona szpara
stawowa, liczne nadzerki,
111 podwichnigcia w stawach, a takze Zniszczenie aparatu wiezadtowego.
zaburzenia osi kosci tworzacych
staw (ulnaryzacja, przeprost).
v Zrosty wtokniste lub kostne. Zniszczenie 1 usztywnienie stawu.
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Do oceny obecnosci zmian w tkankach migkkich, a takze wysigku i odczynu
zapalnego blony maziowej istotne jest badanie USG. Jest ono pomocne zwlaszcza
w rozpoznawaniu wczesnych zmian w przebiegu RZS [28]. Badanie USG stawow
objetych stanem zapalnym pozwala na obrazowanie proliferacji blony maziowej, jak
réwniez ocen¢ aktywnosci procesu zapalnego i neoangiogenezy metoda Dopplera [29].
Jest ono istotne z punktu widzenia diagnostycznego, nie naraza pacjenta na dodatkowy

stres 1 jest tatwo dostgpne [30].

Rezonans magnetyczny 1 tomografia komputerowa stanowig istotne badania
obrazowe stuzace do rozpoznania wczesnych zmian w przebiegu choroby 1 sa
niezwykle wazne dla wczesnego rozpoczecia leczenia. Niskopolowe badanie rezonansu
magnetycznego moze pokaza¢ obecno$¢ nadzerek i obrzgk szpiku nawet o rok
wczesniej niz badanie RTG [30]. W ocenie stopnia zaawansowania choroby mozna
uzy¢ skali RAMRIS (Rheumatoid Arthritis MRI Scoring System), ktora zostata
opracowana w 2002 roku [31]. Chociaz jest to bardzo czule narzedzie diagnostyczne do
wykrywania np. przerostu blony maziowej lub tworzenia tuszczki przed wystapieniem
erozji kosci, rutynowe stosowanie technik rezonansu magnetycznego w diagnostyce
RZS jest ograniczone wysokimi kosztami i trudno$cia w obrazowaniu niektdrych

stawow [32].

W przypadkach podejrzanych o rozsiew nowotworowy do ukladu kostnego,
innym waznym badaniem obrazowym jest scyntygrafia kosci, a takze niekiedy
pozytonowa tomografia emisyjna (PET), stluzace do wykrywania zmian o charakterze
meta w stosunku do ogniska pierwotnego. Nalezy wspomnie¢, iz W ocenie
wspolistniejgcej  osteoporozy  wtdornej w  przebiegu RZS 1 leczenia
glikokortykosteroidami konieczne jest badanie densytometryczne, oceniajgce gesto$¢
masy kostnej w odniesieniu do wskaznika T-score (stosunek ggstosci mineralnej kosci
osoby badanej do S$redniej gestosci kosci osoby mtodej). Zgodnie z kryteriami
diagnostycznymi WHO:
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T-score od +1,0 do -1,0 — norma
T-score od -1,0 do -2,4 — osteopenia
T-score od -2,5 i mniej — osteoporoza

T-score od -2,5 i jedno ztamanie lub wiecej — ciezka osteoporoza [33].

3.1.7 Metody oceny aktywnosci choroby i monitorowania leczenia

W celu monitorowania przebiegu i oceny klinicznej aktywnos$ci choroby stosuje
si¢ wskaznik DAS28. Skala DAS =zostala opracowana przy uzyciu badania
prospektywnego z udziatem duzej liczby oséb, w ktorym pacjenci z wczesng postacig
RZS byli oceniani za pomoca wielu ilosciowych pomiaréw aktywnosci choroby. Skala
DAS28 bierze pod uwagg liczbe bolesnych (0-28) i obrzeknietych stawow (0-28), OB
(2-300) lub CRP oraz oceng ogodlnego stanu zdrowia wedtug pacjenta w oparciu o 100
mm wizualng skale analogowa VAS. Oznaka malej aktywnosci choroby jest niski
wskaznik DAS28. Przy warto$ci ponizej 2,6 pkt. mowi si¢ o remisji choroby. Warto$¢

powyzej 5,1 pkt. wskazuje na duzg aktywno$¢ choroby [34].

Do oceny aktywnosci choroby uzywa si¢ rowniez skali SDAI, gdzie przyjmuje
sie¢ < 3,3 jako remisje, za$§ > 26 — duza aktywnos$¢ oraz skale CDAI, gdzie przyjmuje si¢
< 2.8 jako remisje, za$ > 22 — duza aktywnos$¢ [35].

Do oceny dolegliwosci bolowych stosuje si¢ analogowa wizualng skalg bolu
VAS. Pacjent okresla nasilenie bolu od 0 (zupelny brak bolu) do 10 (najsilniejszy
wyobrazalny bol) [36].
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3.1.8 Leczenie reumatoidalnego zapalenia stawow
3.1.8.1 Farmakoterapia reumatoidalnego zapalenia stawéw

Leczenie farmakologiczne jest podstawowym elementem leczenia chorych na RZS.
Powinno ono by¢ ukierunkowane na poprawe stanu ogolnego i jakosci zycia pacjentow.
Podstawowe znaczenie w leczeniu RZS maja leki modyfikujace przebieg choroby -
DMARDS (ang. disease-modifying antirheumatic drugs), ktore definitywnie
zmniejszaja, a nawet wygaszaja objawy zapalenia i zapobiegajg zmianom strukturalnym

w stawach, badz tez op6zniaja ich wystgpowanie i poprawiajg wydolno$¢ funkcjonalna.
Leki te dzielimy na:
Syntetyczne (SLMPCh):

a) Konwencjonalne (ksLMPCh) - methotrexat (MTX), leflunomid (LEF) i sulfasalazyna
(SSA), chlorochina, hydroksychlorochina i zwiazki zlota.

b) Celowane (csLMPCh) — tofacytynib (inhibitor kinaz janusowych JAK1, JAK2
1 JAK3, wmniejszym stopniu TYK2) i baricytynib (inhibitor JAK1 iJAK2),
upadacytynib (inhibitor JAK1 i JAK3), filgotynib (selektywny inhibitor JAK1)

Biologiczne (bLMPCh):

a) oryginalne (boLMPCh):
e antycytokinowe:adalimumab, anakinra, certolizumab, etanercept, golimumab,
infliksymab, tocilizumab, sarilumab

e nieantycytokinowe — abatacept i rytuksymab

b) biopodobne (bpLMPCh), np. adalimumab, etanercept, infliksymab, rytuksymab.

Istotng role odgrywa rowniez stosowanie glikokortykosteroidow, zwlaszcza
w okresach duzej aktywno$ci choroby, gdyz wykazuja one szybkie dziatanie

przeciwzapalne, czeSciowo modyfikujac przebieg choroby. Glikokortykosteroidy
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dziatajg poprzez receptory dla glikokortykosteroidow, ktore sg receptorami jgdrowymi.
W zwiazku z tym, odpowiadaja za modulowanie transkrypcji genéw. Geny docelowe
obejmuja wigkszo$¢ mediatorow zapalnych, takich jak cytokiny, chemokiny, czynniki

wzrostu i ich receptory [37].

Do konwencjonalnych syntetycznych lekéw modyfikujacych przebieg choroby
nalezy analog kwasu foliowego - methotrexat (MTX), podawany w dawce 10-30 mg na
tydzien w dawkach wzrastajacych, tacznie z kwasem foliowym. Przeciwwskazaniem do
jego stosowania jest §rodmigzszowe zapalnie i widknienie ptuc, klirens kreatyniny
ponizej 30 ml/min oraz cigza. Przy jego stosowaniu nalezy zwraca¢ uwage na wzrost
poziomu transaminaz, cytopeni¢ i dzialanie teratogenne, a takze pojawianie si¢
owrzodzen w jamie ustnej i zaburzen ze strony przewodu pokarmowego. Jest on
podstawowym lekiem w leczeniu chorych z RZS i pozwala na osiggnigcie remisji u 13
do 68 % pacjentow, w zaleznos$ci od stosowanej dawki i1 drogi podania, w ciggu 6-12
miesiecy. MTX jest stosowany w monoterapii oraz w leczeniu skojarzonym z

glikokortykosteroidami i innymi konwencjonalnymi lekami syntetycznymi [38].

Leflunomid (LEF) to pochodna izoksazolu, stosowany w dawce 20 mg/dobe.
Hamuje synteze¢ pirymidyn 1 wykazuje wlasciwosci immunomodulujace, prowadzace do
zmniejszenia liczby aktywowanych limfocytow T. Jest on glownie stosowany doustnie
u chorych, ktorzy wykazuja nietolerancj¢ na MTX. Przeciwwskazaniem do jego
stosowania s3 zakazenia, leukopenie, trombocytopenie, mielodystrofie, a takze
nowotwory, choroby limfoproliferacyjne, uszkodzenie watroby 1 cigza. Lek moze
powodowaé wzrost wartosci prob watrobowych, biegunki, bole brzucha, wypadanie

wlosOw, moze mie¢ dziatanie teratogenne [39].

Sulfasalazyna (sulfonamid i kwas 5-amionosalicylowy) - SSA podawana jest
w dawce do 3 g/dobg. Mechanizm dziatania nie jest do konca poznany. Uwaza sig, ze
wpltywa ona immunomodulujagco na zmniejszenie liczby aktywnych limfocytow T
I zahamowanie aktywacji limfocytow B. Przeciwwskazaniem do jej stosowania sg:
nadwrazliwo$¢ na sulfonamidy, uszkodzenie watroby, niewydolnos¢ nerek, porfiria oraz
niedobdr dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej. Moze ona powodowaé zaburzenia ze
strony przewodu pokarmowego, bdle glowy, zmiany skdorne, niedokrwisto$¢

hemolityczng 1 zwigkszenie aktywnosci transaminaz.

31



W przeszios$ci czesto stosowane sole zlota obecnie uzywane sg niezwykle
rzadko, bowiem nagromadzenie ich w makrofagach tkanek i1 blonie maziowej powoduje
hamowanie uwalniania chemokin i enzymow proteolitycznych. Ze wzglgedu na ich

toksycznos¢ w wielu krajach nie sg juz stosowane [40].

W leczeniu RZS uzywane sg leki antymalaryczne (hydroksychlorochina HCQ,
chlorochina CQ), ktore hamuja zdolno$¢ do transportowania antygenéw przez
makrofagi i monocyty. Dziataja przeciwzapalnie poprzez ograniczenie chemotaksji,
fagocytozy, produkcji wolnych rodnikow i1 aktywno$ci enzymow, w szczegdlnosci
fosfolipazy A2. Moga by¢ stosowane w monoterapii 1 leczeniu skojarzonym.
Wykazano, iz zmniejszaja ryzyko powiklan sercowo-naczyniowych ze wzglgdu na ich
pozytywne dzialanie na metabolizm lipidow i glukozy. Nie wykazuja jednak wplywu na
spowolnienie postepu choroby [41].

Azatiopryna, cyklosporyna 1 cyklofosfamid nie wykazuja dziatania
modyfikujacego przebieg choroby i moga by¢ stosowane tylko w szczegdlnych

sytuacjach.

W terapii skojarzonej trojlekowej stosowane jest potagczenie MTX + SSA +
HCQ w przypadku nieskuteczno$ci monoterapii MTX skojarzonej z podawaniem
glikokortykosteroidow. Stosowanie takiej formy skojarzenia jest kontrowersyjne,
bowiem istniejg badania, ktore wskazuja, ze terapia trojlekowa stosowana z matymi
dawkami glikokortykosteroidow jest rownie skuteczna jak stosowanie MTX

z glikokortykosteroidami oraz lekiem biologicznym [42].

Celowane syntetyczne leki (csLMPCh) - tofacytynib stosowany w dawce 5 mg
2 razy na dobeg oraz baricytynib stosowany w dawce 4 mg 1 raz na dobg¢ sg inhibitorami
kinaz janusowych (ang. Janus-activated kinases, JAK). JAK to enzymy, ktére biorg
udzial w przekazywaniu informacji z receptoréw dla cytokin i czynnikow wzrostu.
Poprzez fosforylacje¢ aktywuja one nastgpnie biatka STAT, ktore biorg udziat w dalsze;j
transmisji sygnatu do jadra komorkowego i aktywuja proces transkrypcji bialek.
Przekaznictwo sygnatowe JAK-STAT odgrywa wazng role w powstawaniu stanu

zapalnego, jak i mechanizmie odpowiedzi immunologicznej. Do dziatan niepozadanych
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lekéw celowanych nalezg wzrost parametrow lipidowych w surowicy, a takze wzrost

incydentow choroby zatorowo-zakrzepowej przy stosowaniu baricytynibu [43].

Duzym postepem w leczeniu RZS sg leki biologiczne, ktore dzielg si¢ na leki
oryginalne i biopodobne. Do grupy antycytokinowych blokujacych naleza: inhibitory
TNF 1 IL-6. Inhibitorami TNF sg: adalimumab, certolizumab pegol, ectanercept,
golimumab i infliksimab. Za$§ do lekéw biologicznych hamujgcych aktywnos¢ IL-6
naleza tocilizumab oraz sarilumab. Do lekéw biologicznych o innym mechanizmie
dzialania naleza abatacept i rytuksymab [44] Leki biopodobne (biosymilary) to
odpowiedniki leku oryginalnego. Sa to zloZzone kompleksy biatkowe, spelniajace
kryteria farmakokinetyczne i dynamiczne tak jak leki oryginalne. Maja podobnag
skuteczno$¢, bezpieczenstwo i immunogenno$¢. Biosymilary zmniejszaja wyraznie

koszty terapii lekami biologicznymi, co gwarantuje wickszg dostepnos¢ leczenia [45].

Do rozpoczecia leczenia biologicznego wymagana jest bardzo doktadna
kwalifikacja pacjenta. Im we wczes$niejszym stadium zaawansowania choroby jest ono
wdrozone, tym wyrazniejsza jest poprawa 1 osiggniecie zatozonego celu leczenia.
Zaktada sie, ze cel leczenia winien by¢ osiggniety w ciggu 6 miesiecy. Jak podaja
dostgpne zrodia literaturowe wyrazna poprawa kliniczna wystepuje u ponad polowy
chorych w 3 miesigcu leczenia. Pacjenci objeci leczeniem biologicznym wymagaja
kompleksowej opieki, za§ decyzje terapeutyczne nalezy uzaleznia¢ od

wspotistniejgcych, indywidualnych potrzeb pacjenta.

Wybierajac forme leczenia u pacjentow z RZS nalezy pamigtaé, zgodnie
z rekomendacjami EULAR 2010, o czynnikach zlej prognozy, do ktorych naleza:
umiarkowana lub wysoka aktywno$¢ choroby po zastosowaniu pierwszego ksLMPCh,
utrzymujgca si¢ wysoka wartos¢ wskaznikow ostrej fazy, duza liczba obrzeknietych
stawow, obecno$¢ RF i1 ACPA w wysokim mianie, choroby wspdtistniejace, wczesne
wystepowanie nadzerek stawow widoczne w badaniach obrazowych, niepowodzenie

W leczeniu dwoma lub wigcej lekami z grupy ksLMPCh 2010 [6].
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3.1.8.2 Inne formy leczenia RZS

U chorych z RZS w leczeniu istotne jest polaczenie farmakoterapii
I rehabilitacji, co przyczynia si¢ do sukcesu terapeutycznego. Zasadnicze cele
rehabilitacji obejmujg dziatania: przeciwbolowe, ograniczajace aktywno$¢ zapalng
w stawach, a takze regulujace napigcie migsni, odcigzajace, zapobiegajace deformacjom
stawOow 1 umozliwiajagce poprawe juz powstatych deformacji [46]. Osiagnicte efekty
zachecaja chorego do udzialu w rehabilitacji oraz do zwigkszenia wtasnej aktywnosci

ruchoweyj.

Do oceny aktywnosci pacjentow stuzg kwestionariusze takie jak: kwestionariusz
oceny zdrowia (ang. Health Assessment Questionnaire, HAQ), ktory umozliwia oceng
dlugofalowych skutkow oddziatywania RZS na Zycie pacjenta; ocena jakosci zycia
kwestionariuszem SF36; indeks zmg¢czenia (ang. Functional Assessment of Chronic

Iliness Therapy -Fatigue Scale, FACIT-F) [47.48].

Leczenie rehabilitacyjne winno by¢ kompleksowe i prowadzone w roéznych
formach do konca zycia. Szczegélnie istotny jest fakt, iz rehabilitacja stosowana
powinna by¢ od poczatku choroby, a wigc na wczesnym etapie zachorowania i przez
caly okres jej trwania. Umozliwia ona pacjentom radzenie sobie w pOzniejszym etapie

choroby z aktywnos$ciami zycia codziennego.

Rehabilitacja w RZS obejmuje kinezyterapig, ktorej celem jest zwigkszenie sity
miegs$ni, poprawa sprawnos$ci fizycznej, zapobiegnie przykurczom 1 znieksztatceniom
stawOw oraz ochrona przed inwalidztwem. Zadaniem kinezyterapii jest odzywienie
chrzastki stawowej i zwigkszenie zakresu ruchu (¢wiczenia bierne, samowspomagane,
czynne, wolne, w odcigzeniu, z oporem) oraz likwidacja przykurczéw np. wyciagi,
mobilizacja technikami manualnymi. Przywréocenie prawidtowej pracy mieéni uzyskuje
si¢ poprzez ¢wiczenia z oporem, ¢wiczenia w wodzie, ¢wiczenia izometryczne. Coraz
czescie] wykorzystuje si¢ nowe techniki fizjoterapeutyczne takie jak proprioceptywna
nerwowo-mig¢sniowa facylitacja (ang. Proprioceptive Neuromuscular Facilitation, PNF),
stretching oraz rdzne techniki medycyny manualnej 1 techniki na tkankach miekkich

(tasmy mig$niowe, techniki powigziowe, terapia punktow spustowych) [49].
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Fizykoterapia, a wig¢c krioterapia, elektroterapia, termoterapia, laseroterapia,
masaz i balneoterapia majg dziatanie przeciwbdlowe, przeciwzapalne i rozluzniajace
napigcie migsni. Formg rehabilitacji jest takze wsparcie psychologiczne,
psychoterapia indywidualna 1 zbiorowa. Jednym 2z zadan fizykoterapii jest
przygotowanie tkanek migkkich do roznych form kinezyterapii. Zabiegami dziatajgcymi
najsilniej przeciwbolowo jest krioterapia (miejscowa i ogdlnoustrojowa), przezskorna
elektrostymulacja nerwow (ang. Transcutaneous Electric Nerve Stimulation, TENS),
laseropunktura, prady elektryczne, takie jak stymulacja, prady diadynamiczne,

galwanizacja, interdyn oraz pole magnetyczne, laser 1 ultradzwigki [50].

Rodzaj stosowanej rehabilitacji powinien by¢ dostosowany do okresu choroby
I stopnia zaawansowania zmian w stawach. W kompleksowej rehabilitacji i stosowaniu
zabiegow fizykoterapeutycznych nalezy pamigta¢ o istniejagcych do nich
przeciwwskazaniach takich jak: choroby nowotworowe, zaawansowane choroby pluc,
niewydolno$¢ krazenia, a takze choroby zakazne w przebiegu zakazen wirusowych

I bakteryjnych oraz cigza.

W przebiegu RZS nie nalezy zapomina¢ o wspolistniejacej osteoporozie,
z jednej strony bedacej wynikiem stanu zapalnego, z drugiej zas, wynikiem stosowanej
farmakoterapii  (glikokortykosteroidy). W tej chorobie istotny jest takze brak
odpowiedniego obcigzenia szkieletu i ostabienie sity migsniowej wynikajace z redukcji
aktywnosci fizycznej. Przed zastosowaniem rehabilitacji nalezy wigc pamigta¢ o stanie
biomechanicznym i funkcjonalnym, wynikajacym z zaistniatych zmian chorobowych

w uktadzie kostno-stawowym [51].

W przebiegu RZS dochodzi do uwalniania mediatoréw bedacych jednoczesnie
mediatorami boélu, dlatego tez bol jest statym objawem towarzyszacym tej chorobie.
Pacjenci z RZS ze wzgledu na istniejacy bol czesto unikajg aktywnosci ruchowej, co

jeszcze bardziej nasila proces zapalny [52].

W postgpowaniu leczniczym RZS nalezy pamigta¢c o zaopatrzeniu
ortopedycznym, ktorego celem jest zmniejszenie bolu, odcigzenie, stabilizacja,
zapobieganie upadkom oraz wczesne uruchomienie po zabiegach operacyjnych. Stuza

temu kule, laski, balkoniki, gorsety, kotnierze, stabilizatory, buty ortopedyczne oraz
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wktadki. Bardzo istotng role¢ w chorobach reumatycznych speiniajg ortezy stosowane w

deformacjach reki reumatoidalnej. Pelnig one funkcje lecznicza i profilaktyczng [53].

W przebiegu powyzszej choroby dochodzi do znacznego ograniczenia pracy
zawodowej i samodzielnego funkcjonowania. Pacjent nie jest w stanie wykonywac
podstawowych czynnos$ci dnia codziennego, cz¢sto nie akceptuje wiasnego wygladu
i choroby, co prowadzi do znacznego obnizenia nastroju, a nawet depresji. Niezwykle
wazne jest zachowanie réwnowagi migdzy malejaca sprawno$cig, a rosngcymi
potrzebami, czemu stuzy rehabilitacja zawodowa. Polega ona na przystosowaniu
stanowiska pracy lub w razie koniecznosci przekwalifikowaniu zawodowemu, a takze
likwidowaniu barier architektonicznych w $rodowisku zycia. W zaawansowanym
stadium choroby niejednokrotnie niezbedne jest uzywanie przedmiotéw ulatwiajacych
wykonywanie codziennych czynno$ci oraz dostosowanie miejsca zamieszkania do

mozliwos$ci chorego [53].

Jednym z elementdw leczenia w RZS jest leczenie operacyjne. Do czgstych
zabiegow wykonywanych w RZS naleza: odbarczenie kanatlu nadgarstka,
synowektomia, wycigcie gltow kosci $rddstopia, alloplastyka stawow biodrowych,

kolanowych czy barkowych, a takze artrodeza, czyli usztywnienie stawow [54].
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4. Wprowadzenie do artykuléow bedacych podstawa dysertacji

4.1 Stres retikulum endoplazmatycznego (ER)

W komorkach eukariotycznych jedna trzecia bialek jest syntetyzowana poprzez
szlak sekrecyjny, ktory rozpoczyna si¢ od translokacji niepofaldowanych biatek
z cytosolu do organellum blonowego, zwanego retikulum endoplazmatycznym (ang.
Unfolded Protein Response, UPR) oraz zaleznej od retikulum endoplazmatycznego
(ang. Endoplasmic Reticulum, ER).. W ER biatka sekrecyjne sa syntetyzowane,
modyfikowane 1 faldowane, co umozliwia im uzyskanie odpowiedniej konformacji
[55,56]. Proces faldowania bialek jest znacznie bardziej podatny na bledy
w porownaniu z replikacja DNA, transkrypcja czy translacja [55]. Utrzymanie
homeostazy ER jest kluczowe dla prawidtowego przebiegu tego procesu, a jego

zaburzenie okresla si¢ mianem stresu ER.

Przyczynami stresu ER moga by¢ hipoksja, infekcja wirusowa, niedobor jondw
Ca?" lub zmiany w procesie glikozylacji. W wyniku tych zaburzen dochodzi do
nagromadzenia niepofatdowanych lub nieprawidtowo sfatdowanych biatek, ktorych
dalszy rozwoj jest blokowany przez szlak sygnatowy okreslany jako odpowiedz na
nieprawidtowo sfatdowane biatka (UPR) [56]. UPR bierze udziat w regulacji procesu
syntezy  biatek i jest zalezny od roznorodnych  bodzcow  zaréwno

wewnatrzkomorkowych, jak i zewnatrzkomorkowych.

Do tych bodzcoéw nalezg czynniki wzrostu, hormony oraz ligandy zdolne do
wigzania  receptorow  obecnych  na  powierzchni  komorki. Czynniki
wewnatrzkomoérkowe wptywajace na szlak UPR obejmujag zmiany w poziomie
sktadnikow odzywczych, rownowadze redoks, rdéznicowaniu oraz wzro$cie komorek
[55]. Lizosomalna degradacja zalezna od UPR, degradacja zwigzana z ER (ERAD) oraz

autofagia zwigkszaja skutecznos¢ usuwania nieprawidtowo sfaldowanych biatek.

Aby zahamowa¢ nagromadzanie si¢ niepofatdowanych biatek, dochodzi do
obnizenia poziomu transkrypcji biatek sekrecyjnych. Dodatkowo zwigkszona synteza

foldaz i chaperonéw poprawia wydajnos¢ procesu faldowania biatlek w ER [56,57].
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U pacjentow z rozpoznanym RZS obserwuje si¢ zwickszong produkcje cytokin

prozapalnych przez limfocyty T i B, makrofagi oraz komorki dendrytyczne.

W stawach wystepuje réwniez nadmierny rozrost fibroblastopodobnych
komoérek maziowych. W wyniku przewlektego stanu zapalnego, obnizonego poziomu
glukozy oraz hipoksji dochodzi do indukcji stresu ER. Nagromadzenie nieprawidtowo
sfatdowanych biatek w ER aktywuje szlak ERAD, ktory z kolei prowadzi do aktywacji
UPR [58].

4.2 Degradacja zwiagzana z retikulum endoplazmatycznym (ERAD)

ERAD to mechanizm odpowiedzialny za identyfikacj¢ i transport nieprawidlowo
sfaldowanych biatek ER do cytosolu, gdzie ulegaja degradacji proteasomalne;.
Mechanizm rozpoznawania substratow przez ERAD u ssakow nadal pozostawia wiele
niewyjasnionych kwestii. Wiadomo, ze identyfikacja substratow moze zachodzi¢ na

skutek obecnosci potranslacyjnych modyfikacji lub interakcji z chaperonami.

Chaperony biorgce udziat w rekrutacji nieprawidtowo sfaldowanych biatek do
kompleksu ERAD obejmujg ER-degradacje wzmacniajaca a-mannozylaze 1 (EDEM1),
biatko wigzace immunoglobuliny (BiP) oraz dwa lektyny rezydujace w ER: XTP3-B i
Osteosarcoma amplified 9 (0S9).

Kompleks ERAD obejmuje Selll 1 Hrdl (Synowiolin), ktére sg ligazami
odpowiedzialnymi za usuwanie niektorych nieprawidlowo sfatdowanych biatek w ER.
W kolejnym etapie substraty sa transportowane do cytosolu, gdzie ulegaja ubikwitynacji
(Ub) i degradacji przez proteasom przy udziale p97 (VCP/CDC48) [59].

Badania wskazuja, ze u pacjentdw z reumatoidalnym zapaleniem stawdéw (RZS)
obserwuje si¢ zwigkszong aktywacje mechanizmu ERAD, co sprzyja proliferacji
reumatoidalnych komorek maziowych oraz tagodzi stres ER poprzez aktywacje
odpowiedzi antyapoptotycznej. Ponadto stwierdzono podwyzszong ekspresje

synowioliny w blonie maziowej pacjentow z RZS, co wptywa na patogeneze choroby
[58].
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4.3 Szlak odpowiedzi na nieprawidlowo sfaldowane bialka (UPR)

Dziatanie UPR opiera si¢ na trzech gtéwnych receptorach transbtonowych ER:
kinazie biatkowej podobnej do kinazy ER (PERK), biatku wymagajacym inozytolu 1
(IREla) oraz aktywujacym czynniku transkrypcyjnym 6 (ATF6) [56,60]. Bialka te
charakteryzuja si¢ obecnoscig domen luminalnych ER, ktore majg zdolnos¢ wykrywania
nieprawidlowo sfaldowanych biatek. Zawieraja réwniez regiony cytoplazmatyczne,
ktére chronia komorke przed stresem ER w warunkach fizjologicznych poprzez
regulacje transkrypcji i translacji lub poprzez interakcje z czasteczkami sygnatowymi
w roli rusztowania [55]. W ER obecne sg réwniez biatka regulowane przez UPR, ktore
posiadaja element odpowiedzi na stres ER (ERSE) lub element odpowiedzi na
nieprawidlowo sfaldowane biatka (UPRE). Sekwencje te aktywuja transkrypcje

w odpowiedzi na nagromadzenie nieprawidtowo sfatdowanych biatek.

Gdy poziom nieprawidlowo sfaldowanych bialek staje si¢ zbyt duzym
obcigzeniem dla komoérki i adaptacja w wyniku UPR okazuje si¢ niewystarczajaca,
dochodzi do aktywacji odpowiedzi apoptotycznej za posrednictwem kinazy
aminoterminalnej c-Jun (JNK) [56,57].

PERK to transblonowe biatko typu 1, ktore inicjuje odpowiedZ na stres ER
poprzez fosforylacje eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2, podjednostki
a (elF2a) w pozycji seryny 51. Skutkiem tego procesu jest zmniejszenie syntezy biatek,

a tym samym redukcja poziomu biatek w ER [55,56].

elF2a odpowiada za inicjacje¢ translacji specyficznych fragmentéw mRNA, ktore
zawieraja otwarte ramki odczytu (ORF) w regionach nietranslacyjnych. Ekspresja
jednej z tych sekwencji w odpowiedzi na stres prowadzi do syntezy aktywujacego
czynnika transkrypcyjnego 4 (ATF4). ATF4 jest odpowiedzialny za indukcje ekspresji
genow biorgcych udziat w metabolizmie aminokwaséw, utrzymaniu homeostazy

redoks, autofagii oraz apoptozie.

ATF4, uczestniczagc w mechanizmie sprz¢zenia zwrotnego, prowadzi do
defosforylacji eIF2a. Skutkuje to zwigkszeniem syntezy bialek poprzez aktywacj¢ genu
indukowanego zatrzymaniem wzrostu DNA 34 (GADD34), ktéry jest podjednostka
regulatorowg fosfatazy biatkowej 1 (PP1). W warunkach stresu ER dochodzi do
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utworzenia kompleksu GADD34 z PPI, co prowadzi do defosforylacji elF2a.
Dodatkowo istnieje rowniez konstytutywny represor fosforylacji elF2a (CReP), ktory
dziata jako kofaktor PP1. Zar6wno GADD34, jak i CReP biora udziat w reaktywacji
syntezy biatek po ustgpieniu stresu ER [55].

IRE1a jest klasyfikowane jako biatko transbtonowe typu 1, zawierajagce domeng
endorybonukleazy oraz domeng kinazy biatkowej serynowo-treoninowej [56]. Biatko to
wystepuje we wszystkich tkankach, z wyjatkiem bton $luzowych, gdzie obecny jest

drugi izoform kinazy IRE1, okreslany jako IRE1 [57].

Nagromadzenie nieprawidlowo sfaldowanych biatek powoduje uwolnienie
chaperonu ER BiP z domeny luminalnej IREla, co prowadzi do jego aktywacji.
Nastepnie domena endorybonukleazowa IREla aktywuje splicing mRNA czynnika
transkrypcyjnego X box binding protein 1 (XBP1), kodujacego biatko XBP1 [55,56].
XBP1 reguluje ekspresj¢ genow zaangazowanych w rdzne procesy, takie jak degradacja
nieprawidlowo sfatdowanych bialek, translokacja bialek ER, sekrecja oraz faldowanie

biatek [55].

ATF6 nalezy do bialek transblonowych typu II. W wyniku nagromadzenia
nieprawidtowo pofatdowanych biatek, zostaje uwolniony czynnik GRP78 (Glucose-
Regulated Protein 78) 1 ATF6 przemieszcza si¢ do aparatu Golgiego. Nastgpnie domena
NH2-terminalna zostaje uwolniona w wyniku proteolitycznego rozszczepienia przez
proteazg 1 (S1P) oraz proteaze 2 (S2P). ATF6 migruje do jadra komodrkowego, gdzie
dochodzi do wigzania ATF6 z elementem odpowiedzi na stres ER (ERSE), co skutkuje
aktywacja transkrypcji gendw zaangazowanych w UPR, w tym XBP1, komponentow
ERAD oraz chaperonéw ER [56,57].

Jak wczesniej wspomniano, gdy ilo$¢ nieprawidiowo sfatdowanych bialek staje
si¢ zbyt duzym obcigzeniem dla UPR, w komodrce aktywowany zostaje proces apoptozy.
Istnieje wiele potencjalnych mechanizméw wyjasniajacych inicjacj¢ 1 kontrolg apoptozy
indukowanej stresem ER. Aktywacja szlaku apoptotycznego prowadzi do aktywacji
biatek z rodziny Bcl-2 w mitochondriach [55]. Biatka te sg okreslane jako gltowne
regulatory apoptozy i obejmujg zarowno biatka proapoptotyczne, takie jak BAX, jak
i biatka antyapoptotyczne, takie jak Bcl-2 [60].
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Biatko Bcl-2, o dziataniu antyapoptotycznym, ma zdolno$¢ hamowania
uwalniania mitochondrialnych czynnikdéw apoptogennych, takich jak cytochrom C oraz
AIF (czynnik indukujacy apoptozg), co prowadzi do zahamowania apoptozy.
Cytochrom C i AIF mogg aktywowa¢ kaspazy, w tym kaspaze-3 w cytoplazmie, ktore
odpowiadajg za rozszczepianie bialek komorkowych, inicjujac tym samym proces
apoptozy. Ponadto Bcl-2 zapobiega apoptozie, co prowadzi do degradacji apoptosomu,
bedacego kompleksem proteaz cysteinowych okreslanych jako kaspazy. Badania
wykazuja, ze podwyzszona ekspresja antyapoptotycznego biatka Bcl-2 jest

obserwowana w tkance maziowej u pacjentow z RZS [61,62].

Stres ER aktywuje réwniez biatka proapoptotyczne BAX 1 BAK, jednocze$nie
indukujgc tworzenie apoptosomu oraz aktywacje kaspazy-3. Biatka BH3, takie jak BIM,
BID, NOXA i PUMA, réwniez nalezace do rodziny Bcl-2, odgrywaja istotng role jako
mediatory apoptozy indukowanej stresem ER. Ponadto szlak PERK-eIF2a UPR wplywa
na ekspresj¢ ATF4, ktory jest odpowiedzialny za aktywacje¢ translacji GADD34 oraz
proapoptotycznego czynnika CHOP (CCAAT/enhancer-binding protein homologous
protein). GADD34 kontroluje aktywno$¢ fosfatazy biatkowej 1 (PP1), ktoéra
defosforyluje elF2a, przywracajac tym samym reaktywacje translacji mRNA [61].

PP1 jest specyficzng fosfataza dla ufosforylowanego elF2a w warunkach stresu
ER w obecnosci kofaktora, jakim jest konstytutywny represor fosforylacji elF2a
(CReP). CHOP stymuluje apoptoz¢ indukowang stresem ER dzigki zdolnosci do
modyfikacji receptora $mierci 5 (DRS), GADD34 oraz biatek z rodziny Bcl-2, co
prowadzi do zwigkszonej syntezy bialek, a tym samym do wzrostu ilo$ci nieprawidtowo
sfaldowanych biatek. Dodatkowo szlak IRE1a UPR bierze udziat w apoptozie zaleznej
od kaspazy 8, kaspazy 2 lub BAK/BAX poprzez aktywacj¢ szlaku sygnatowego
TRAF2—kinaza aminoterminalna JUN (JNK) lub mechanizmu regulowanej degradacji
zaleznej od IRE1 (RIDD) [63].

RIDD jest réwniez zwigzany z regulacjg biatka oddziatujacego z tioredoksyng
(TXNIP), co prowadzi do stymulacji szlaku zaleznego od kaspazy 1 i IL-1p oraz
zapalnej reakcji sterylnej zaleznej od inflamasomu, skutkujacej aktywacja apoptozy.
Nalezy réwniez zauwazy¢, ze interakcja jonoéw Ca** (uwalnianych z ER za

posrednictwem receptora inozytolo-1,4,5-trifosforanowego (IPsR)) z inhibitorem BAX
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1 (BI-1) oraz podjednostka receptora glutaminianowego jonotropowego typu NMDA
(GRINA) obecnymi w ER, prowadzi do aktywacji apoptosomu zaleznej od BAK/BAX
oraz do uwolnienia reaktywnych form tlenu (ROS) z mitochondrium [55].

Badania wykazuja, ze zwigkszona ekspresja genu EIF2AK3 (zwanego rowniez
genem PERK), kodujacego biatko PERK oraz ufosforylowane elF2a, jest obserwowana
w makrofagach i tkankach maziowych pacjentow z rozpoznanym RZS. Ponadto szlak
PERK/elF2a UPR poprzez aktywacje szlaku NF-kB moze wptywaé na inicjacj¢ stanu
zapalnego u pacjentow z RZS [58, 64].

4.4 Cel badania

Celem badania byta ocena poziomu ekspresji genow PERK, elF2a, Bcl-2, BAX, Bcl-2,
PUMA (BBB3), TP53 oraz poziomu uszkodzen DNA i apoptozy u pacjentow
z rozpoznanym RZS. Badanie ma na celu ustalenie, potencjalnych markerow

molekularnych dla skutecznej diagnostyki i/lub nowych celow terapeutycznych RZS.

4.5 Material i metodyka
4.5.1 Grupa badana

Niniejsze badania zostaly przeprowadzone zgodnie z Deklaracja Helsinskg. Swiadoma
zgoda zostata uzyskana od wszystkich pacjentow (Zgoda Komisji Bioetycznej nr
2/KBL/OIL/2024). Probki krwi pobrano od zdrowych osdb oraz pacjentow
z rozpoznanym RZS w Centrum Medycznym Vadimed w Krakowie.

4.5.2 1zolacja PBMCs

Krew pobrana od pacjentéw zostata zawieszona w probdéwkach z EDTA. Nastepnie
rozpoczgto izolacje jednojadrzastych komoérek krwi obwodowej (PBMCs, Peripheral
Blood Mononuclear Cells). W tym celu krew zostata zawieszona w roztworze DPBS

(DPBS bez wapnia i magnezu, Gibco™ REF 14190-144) w stosunku 1:1, a nastepnie
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delikatnie natozona na roztwor Histopaque (Histopaque®-1077, Sigma-Aldrich)
w stosunku 1:2. Przygotowane probki odwirowano, po czym zebrano komorki
zawieszone w warstwie interfejsu. Po dwukrotnym przeptukaniu komoérek roztworem
DPBS, okreslono gest$¢ komorek oraz ich zywotno$é. Do tego celu wykorzystano biekit
trypanowy (Trypan Blue 1450021, BioRad) oraz licznik komoérek TC20TM Automated
Cell Counter (BioRad).

4.5.3 lIzolacja RNA

Catkowite RNA byto izolowane z pelnej krwi przy uzyciu RiboPure™ RNA
Purification Kit (AM1928, Thermo Fisher, USA). Procedura izolacji RNA sktadata si¢
z dwbch etapow. Pierwszy polegat na lizie komoérek w roztworze na bazie guanidyny
oraz wstepnym oczyszczaniu RNA metodg ekstrakcji fenolowo-chloroformowe;j.
Nastepnie przeprowadzono koncowe oczyszczanie RNA poprzez ekstrakcje na fazg
statg przy uzyciu filtra z widkna szklanego. Izolacja RNA zostata potaczona
z trawieniem DNA za pomocg DNazy. Stezenie catkowitego RNA okreslono przy
uzyciu spektrofotometru mikroplatowego Multiskan SkyHigh (Thermo Scientific),

a jako$¢ RNA oceniono na podstawie absorpcji UV przy dtugosci fali 260/280 nm.

4.5.4 Biblioteki cDNA

Biblioteki ¢cDNA przygotowano metoda odwrotnej transkrypcji przy uzyciu High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (4368814, ThermoFisher, USA). Reakcje¢
przeprowadzono z 200 ng catkowitego RNA w objetosci reakcyjnej 10 ul. Za kazdym
razem do RNA dodawano 10 pl mieszaniny reakcyjnej, skladajacej sie¢ z: buforu
reakcyjnego (2 pl), mieszaniny dNTP (0,8 ul), starterow (2 pl), odwrotnej transkryptazy
(1 pl) oraz wody (4,2 pul). Synteze cDNA przeprowadzono zgodnie z okreslonymi
warunkami reakcji: odwrotna transkrypcja przez 10 minut w temperaturze 25 °C,
nastepnie 120 minut w temperaturze 37 °C oraz dezaktywacja enzymu odwrotnej

transkryptazy przez 5 minut w temperaturze 85 °C.
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4.5.5 Real-Time gPCR

Ekspresje wybranych gendéw analizowano przy uzyciu sond TagMan Gene Expression
Assays. Do reakcji Real-Time qPCR wykorzystano 100 ng cDNA dla kazdej probki.
Probki naniesiono na plytke 96-dotkowa, do ktérej dodano mieszaning reakcyjng do
uzyskania koncowej obje¢tosci 10 pl. Mieszanina ta sktadata si¢ z TagMan™ Gene
Expression Master Mix (4369016, Applied Biosystems, USA), wody oraz odpowiedniej
sondy fluorescencyjnej znakowanej barwnikiem FAM (Tab. 1), wiazace] si¢
z sekwencja genow TP53, BBC3, GAPDH, TP53, Bcl-2, BAX, elF2a oraz PERK.
Amplifikacje PCR przeprowadzono zgodnie z nast¢pujagcym programem: wstepny etap
przez 2 minuty w temperaturze 50 °C, nastepnie 10 minut w temperaturze 95 °C, po
czym wykonano 40 cykli sktadajacych si¢ z denaturacji w 95 °C przez 15 sekund oraz
wydluzania w 60 °C przez 60 sekund. Reakcje przeprowadzono przy uzyciu systemu
CFX Touch Real-Time PCR Detection System (BioRad). Sygnat fluorescencyjny FAM
byl odczytywany bezposrednio po etapie wydtuzania w kazdym cyklu, a cykl, w ktorym
produkt zostat po raz pierwszy wykryty, zapisano jako prog cyklu (Ct). Jako kontrolg
wewnetrzng zastosowano GAPDH, co umozliwito normalizacj¢ ro6znic miedzy
probkami. Wartosci Ct dla kazdej probki zostaly wykorzystane do analizy ilosciowe;,
normalizowanej wzgledem poziomu ekspresji genu referencyjnego GAPDH, zgodnie
z nastepujacymi obliczeniami: 1) Okreslenie rdéznicy cykli progowych (ACt) dla probek
z grupy kontrolnej (zdrowi pacjenci), znormalizowanej wzgledem genu referencyjnego
GAPDH: 2) Okres$lenie réznicy cykli progowych (ACt) dla probek z grupy badanej
(RA), znormalizowanej wzgledem genu referencyjnego GAPDH; 3) Okreslenie
wzglednej wartos$ci poziomu ekspresji badanego genu (R): R=2—ACt.

Tab. 1. Sondy TagMan (ThermoFisher, USA).

PERK (ID HS00984003_ml)
elF2 a (ID HS00187953_ml)
ATF4 (ID HS00909569 gl)
BCL-2 (ID HS00708019_s1)
BAX (ID HS00180269 m1)
BBC3 (ID HS00248075_ml)
GAPDH (ID HS02786624 gl)
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4.5.6 Indukcja apoptozy

W celu indukcji apoptozy przygotowano zawiesiny komdérkowe PBMC o stezeniu
1x10%/ml Nastepnym krokiem bylo dodanie roztworu nadtlenku wodoru (Hydrogen
peroxide solution, 216763 Sigma-Alrdich) w celu uzyskania zawiesiny o stezeniu 50
uM. Tak potraktowane komorki inkubowano na lodzie w czasie 20 minut. Po inkubacji
komorki przeptukano roztworem DPBS w celu przerwania dalszej indukcji apoptozy

przez nadtlenek wodoru.

4.5.7 Aktywnos$¢ kaspazy 3

W celu oznaczenia aktywnosci kaspazy 3 w zawiesinach komérkowych w gestosci
1x10%/ml zastosowano Caspase-3 Assay Kit Colorimetric (AB39401, Abcam).
Zawiesiny komorkowe zwirowano, a nastepnie zawieszono w 50 pl schtodzonego Lysis
Buffer IV, a nastgpnie inkubowano na lodzie przez 10 minut. Zawiesing zwirowano,
a supernatant przeniesiono do nowych probéwek. Nastgpnie przygotowano mieszaning
reakcyjng poprzez dodanie 50ul 2x Reaction Buffer I oraz 0,5ul DTT 1. Po dodaniu 5Sul
DEVD-pNA calos¢ zworteksowano, oraz inkubowano w 37°C przez 120 minut.
Pomiaru absorbancji dokonano za pomoca Multiskan SkyHigh Microplate

Spectrophotometer (ThermoScientific).

4.5.8 Cytometria przeplywowa

Do pomiaru poziomu apoptozy w komoérkach uzyto FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit 1 (556547, BD Pharmingen TM). Po zwirowaniu zawiesiny komodrkowe;j
w gestosci 1x10%/ml zlewano supernatant i zawieszono komorki w 100 ul 1X roztworu
wigzgcego (component no. 51-66121E). Nastepnie dodano Sul FITC Annexin V
(component no. 51-65874X), po czym inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej chronigc przed $wiattem. Po inkubacji dodano 1 ml 1X roztworu wiazacego
(component no. 51-66121E) po czym wirowano przy 600g przez 5 minut. Supernatant

wylano, a komorki zawieszono w 200 ml 1X roztworu wigzacego (component no. 51-
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66121E), do ktorych dodano 5 ul Propidium Iodide (PI) (component no. 51-66211E).
Tak sporzadzone roztwory inkubowano przez 15 minut w temperaturze pokojowej,
chronigc przed §wiatlem. Po inkubacji dokonano pomiaréw cytometrycznych z uzyciem

cytometru ZE5 Cell Analyzer (BioRad).

4.5.9 Test kometowy

Test kometowy przeprowadzono w warunkach alkalicznych. Komorki o gestosci 50
tys/ml po odwirowaniu zawieszono w 40 pl roztworu 0,75% agarozy o niskiej
temperaturze topnienia (UltraPure™ Low Melting Point Agarose, ThermoFisher)
sporzadzonym z wykorzystaniem DPBS (DPBS, no calcium, no magnesium, Gibco™
REF 14190-144). Nastgpnie zawiesina zostala umieszczona na szkielkach
mikroskopowych wstepnie pokrytych 0,5% agaroza o normalnej temperaturze topnienia
(UltraPure™ Agarose, ThermoFisher). Nast¢gpnie komorki lizowano przez 1 godz.
w temp. 4 °C w buforze sktadajagcym si¢ z 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 1% Triton X-
100, 10 mM Tris, pH 10. Po lizie szkietka umieszczono w aparacie do elektroforezy,
DNA rozwijano przez 20 min w roztworze elektroforetycznym zawierajacym 300 mM
NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13. Elektroforez¢ prowadzono w temperaturze pokojowej
przez 20 min przy nate¢zeniu pola elektrycznego 0,73 V/cm (30 mA). Nastepnie szkietka
barwiono 2 pg/ml DAPI 1 przykryto szkietkami nakrywkowymi. Preparaty badano przy
powigkszeniu 200x pod mikroskopem fluorescencyjnym Eclipse (Nikon, Tokio,
Japonia) podiaczonym do kamery wideo COHU 4910 (Cohu Inc., San Diego,
Kalifornia, USA) potaczonej z systemem analizy obrazu Lucia-Comet (Laboratory
Imaging, Praga, Czechy).

4.6 Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 13.1
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Dane dotyczace charakterystyki klinicznej pacjentow
z reumatoidalnym zapaleniem stawOw przedstawiono jako $rednie = SD (odchylenie
standardowe $redniej). Dane dotyczace analizy ekspresji gendow przedstawiono jako

srednie £ SEM (btad standardowy $redniej) przeprowadzonych eksperymentow. Wyniki
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analizy komet obliczono dla kazdego pacjenta, liczac 100 losowo wybranych obrazow
komet i obliczajac warto§¢ mediany procentowej zawartosci DNA w ogonie komety.
Dane dotyczace poziomow kaspazy-3 i1 procentowej zawartosci komorek w populacjach
PBMC przedstawiono jako s$rednie = SEM (blad standardowy $redniej)
przeprowadzonych eksperymentow. Rozklad zmiennych oceniono przy uzyciu testu
Shapiro—Wilka, a analiz¢ statystyczng roznic miedzy grupami danych przeprowadzono
przy uzyciu testu U Manna—Whitneya (dla rozktadu innego niz normalny). Warto$ci p <

0,05 uznano za statystycznie istotne (* p < 0,05, ** p < 0,01 i *** p <0,001).

4.7 Podsumowanie

RZS jest jedna z najczestszych chorob autoimmunologicznych. Ze wzgledu na
zmienno$¢ 1 réznorodno$¢ objawdw, diagnoza pacjenta jest znacznie opdzniona, co
wplywa na wyniki leczenia. Obecne metody leczenia zmniejszaja bol, stan zapalny,
spowalniajg przebieg choroby u pacjenta, ale nie prowadza do catkowitego wyleczenia.
Z tego powodu nalezy przeprowadzi¢ badania w celu zidentyfikowania potencjalnych
markerow diagnostycznych dla pacjentow z RZS, ktére moga by¢ wykorzystane jako

potencjalne cele nowych terapii.

Przeprowadzone badania wykazaty aktywacje szlaku UPR u pacjentow ze
zdiagnozowanym RZS. Ponadto oznaczono wysoki poziom ekspresji gendéw pro-
apoptotycznych oraz wzrost poziomu uszkodzen DNA 1 apoptozy w odpowiedzi na
indukowany stres ER. Podsumowujac, uzyskane wyniki uzasadniajg zastosowanie
ekspresji genow zwigzanych z aktywacja szlaku UPR jako potencjalnych markerow,
ktore moga prowadzi¢ do skrocenia efektywnego procesu diagnostycznego. Wyniki te
wskazuja rowniez na wysoki potencjat testowania inhibitoréw stresu ER jako nowych

celow spersonalizowanych terapii pacjentow z RSZ.
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5. ,,Gene Expression Profiling to Unfolded Proteins Response as a Risk Modulator of
Patients with Rheumatoid Arthritis”

RZS jak powszechnie wiadomo jest przewlekla choroba zapalng i pomimo
nowych metod diagnostyki i réznych metod leczenia poszerzanie wiedzy dotyczacej
nowych terapii celowanych jest niezwykle potrzebne. Problem diagnostyki i leczenia
chorych na RZS jest ciagle aktualny 1 dotyka duzej grupy chorych. RZS jest choroba
autoimmunologiczng stanowiacg wazne wyzwanie terapeutyczne. Na RZS cierpi ok. 1%
populacji $wiata, co czyni go jedna =z najczestszych przewleklych chorob
autoimmunologicznych. Najczestszy wiek zachorowania to 30-60 lat. Choroba ta
charakteryzuje si¢ silnym bolem stawow, sztywno$cig poranng drobnych stawow,
obrzekiem, a leczona nieskutecznie moze prowadzi¢ do niepelnosprawnosci, a takze
stresu. Prawidlowe leczenie RZS wplywa na zlagodzenie bolu, poprawia
funkcjonalno$¢ 1 jakos$¢ zycia chorych. W chorobie tej jako odpowiedz na stan zapalny
dochodzi do nieprawidtowej proliferacji synowiocytow, nacieku leukocytow
1 angiogenezy. Pomimo szeroko stosowanych terapii, ktore istotnie spowalniajg
przebieg choroby, problem leczenia jest ciggle otwarty. Na rozwdj tej choroby
wplywaja takze czynniki autoimmunologiczne, srodowiskowe 1 genetyczne, dlatego tez

duza grupa pacjentéw nie osigga remisji.

Badania wieloo$rodkowe dowodza, ze wilasciwosci zwigzane z reticulum
endoplazmatycznym (ER) moga uposledza¢ adaptacje do przewlektego stresu co

stanowi czynnik ryzyka RZS.

Glownym celem mojego badania byta ocena zmian w translacji mRNA w celu
okreslenia przewlektych stanow stresu ER u pacjentow z RZS. Grupe badang stanowito
86 0sOb, w tym 56 osob chorych na RZS, za$ grupe¢ kontrolng stanowito 30 o0sob
zdrowych. Poziom ekspresji mRNA u chorych z RZS, a takze kontrole genow
zwigzanych z odpowiedzig na niesfaldowane biatko UPR i zwigzane z nim geny PERK,
BCL-2, elF2, ATF4 i BAX badano za pomocg qPCR w czasie rzeczywistym. Jako

standardowg kontrole zastosowano ekspresj¢ GAPDH. Ukierunkowanie innowacyjnych

48



badan na sktadniki zaleznego od PERK szlaku sygnatowego UPR za posrednictwem
matoczasteczkowych inhibitorow PERK moze przyczyni¢ si¢ do opracowania

innowacyjnych strategii leczenia RZS.

Wigkszos¢ biatek wydzielniczych i transblonowych falduje si¢ i dojrzewa
W reticulum endoplazmatycznym (ER). Strumien bialek wchodzacych do ER jest
dynamiczny i regulowany. W stanach patologicznych obcigzenie bialkiem w ER
wzrasta I musi zosta¢ pokryte przez zdolno$¢ faldowania organelli. Dostosowanie do
obcigzenia wymaga mechanizmow kontroli jako$ci, ktéore monitoruja poziom
niesfaldowanych biatek i zapobiegaja ich akumulacji ze wzglgdu na ryzyko agregacji.
Aby zapobiec gromadzeniu si¢ nieprawidtowo sfatdowanych bialek w ER, biatka ktére
nie przejda kontroli jakos$ci przechodzg retranslokacje do cytozolu gdzie ulegaja
ubikwitynizacji. Nieprawidlowo sfatdowane, potencjalnie toksyczne biatka w $wietle
1 blonie siateczki $rodplazmatycznej sa eliminowane przez proteasomy w cytozolu,
poprzez degradacje zwiazang z ERAD. Proces ERAD polega na rozpoznaniu substratow
w $wietle 1 ER, ich translokacji do cytozolu, ubikwitynizacji i dostarczeniu do
proteasomu w celu degradacji, dlatego szeroka gama zle sfaldowanych bialek wymaga
szybkiego 1 wysoce efektywnego mechanizmu. Gdy te mechanizmy kontroli jakos$ci
ulegng naruszeniu lub gdy komoérki ulegna czynnikowi zmieniajacemu fizjologie szlaku
wydzielniczego, np. infekcji wirusowej lub w odpowiedzi na inng chorobe, rownowaga
migdzy sfaldowanymi 1 niesfaldowanymi bialkami w ER zostaje zachwiana co
powoduje akumulacje nieprawidlowo sfaldowanych biatek, stan okreslany jako stres
ER. Komorki eukariotyczne reaguja na stres poprzez aktywacje szlaku sygnatowego
zwanego odpowiedzia na niesfaldowane biatko (UPR). UPR to zbiér szlakow
sygnatowych, ktére moga zredukowac stres ER poprzez integracje kontroli translacji
mRNA z regulacjg transkrypcji genow. Jesli stres ER utrzymuje si¢ pomimo aktywacji
tych odpowiedzi zwrotnych, UPR zainicjuje apoptoze. W komodrkach ssakow UPR
sklada si¢ z trzech glownych gatezi: enzymu 1 wymagajacego enozytolu (IRE1), kinazy
biatkowej ER podobnej do RNA (PERK) i aktywujacego czynnika transkrypcyjnego 6
(ATF6), z ktorych kazda jest nazwana celem podkreslenia transblonowych czujnikow
ER, aby moc zmierzy¢ poziom nieprawidtowo sfaldowanych biatek w $wietle ER
i w konsekwencji aktywowa¢ odpowiadajace im dalsze kaskady sygnalizacyjne. Pod

wplywem stresu ER czynnik przezbtonowy ATF6 przemieszcza si¢ z ER do aparatu
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Golgiego, gdzie jest rozszczepiany w sposob uwalniajagcy domene N-koncowa ATF6.
ATF6 przemieszcza si¢ do jadra i petni funkcj¢ czynnika transkrypcyjnego. PERK jest
aktywowany przez oligomeryzacje, a po aktywacji, fosforyluje inicjujacy czynnik
translacji elF2alfa. Zmniejsza to inicjacj¢ translacji co prowadzi do globalnej redukcji
syntezy biatek. Paradoksalnie fosforylacja elF2alfa zwigksza syntez¢ wybranych
transkryptow, z ktorych niektore zawierajg krotkie, nakladajace si¢, otwarte ramki
odczytu w swoich rejonach 5 UTR, takie jak ATF4, czyli czynnik transkrypcyjny
koordynujacy transkrypcje gendéw, determinujacy los komodrek po stresie ER. Trzeci
czynnik UPR, IREL, to kinaza i endonukleaza. Po aktywacji sktada mRNA czynnika
transkrypcyjnego XBP1, wycinajac 26-nukleotydowy intron. To nietypowe potaczenie
powoduje przesuniecie ramki odczytu, dajac poltaczong form¢ XBP1 (XBPl1s). XBPl1s
jest bardzo silnym czynnikiem transkrypcyjnym, ktory zwieksza poziom wielu roznych
biatek opiekunczych ER i indukuje ekspansj¢ ER. Analiza szlaku przeprowadzona w
KEGG (The Kioto Encyclopedia of Genes and Genoms) ujawnila, ze grupa genow,
ktérych ekspresja ulega odpowiedniemu podwyzszeniu regulacji podczas przewleklego
stresu ER jest wzbogacona w te geny, ktore koduja biatka zaangazowane w funkcje ER,
w tym geny wymienione w odniesieniu do UPR zaleznego od PERK. Geny
adaptosomow ER (w tym 35 genow szlaku przetwarzania biatka ER) sg znanymi celami
czynnikow transkrypcyjnych indukowanych przez UPR, w tym ATF6, ktory wykazuje
funkcje ochronne podczas przewleklego stresu ER. Jeden z tych czynnikow,
transbtonowa glikoproteina ER - wolframina, jest regulatorem poziomu wapnia w ER,
ktory odgrywa kluczowa rolg¢ w homeostazie ER. Poniewaz indukcja ATF4 wymaga
PERK 1 jest konieczna do maksymalnej indukcji ATF6, sugeruje si¢, ze utrzymujaca si¢
aktywno$¢ PERK podczas przewleklego stresu ER utrzymuje proteostaz¢ ER zgodnie
z odpowiednio zwigkszong aktywno$cig gendéw. To, w polaczeniu z wplywem na
translacje zlokalizowang w ER, sugeruje ze przewlekly stres ER jest dostosowany do
utrzymywania funkcji ER poprzez koordynacje ilo$ci biatka 1 mozliwosci przetwarzania
go w ER. Transkrypty, ktore z reguty ulegaly translacji w ER, wykazaty zmniejszenie
poziomu asocjacji polisomow i cytozolowego mRNA podczas przewlektego stresu ER.
Zatem translacja mRNA zwigzana z ER jest modulowana podczas przewlektego stresu
ER w sposob zalezny od PERK. Najnowsze doniesienia naukowe wskazuja, ze stres

siateczki $rodplazmatycznej stanowi istotny czynnik etiologiczny réznych chordb,
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w tym stanéw zwigzanych zrozwojem stanu zapalnego. Szczegdlnie badajac
komorkowy szlak sygnalowy PERK zauwazono szanse na zrozumienie patologicznych
mechanizmow zwigzanych z RZS. Opisywane badanie ma na celu zastosowanie
ekspresji mRNA (genéw UPR) w czasie rzeczywistym qPCR w celu okreslenia
globalnych zmian w translacji mRNA specyficznej dla przewlektych stanow stresu ER

u pacjentéw z RZS.
5.1 Opis grupy badanej

Jak juz wspomniatam ogélem badaniami objeto grupe 86 osob. Grupg badang
stanowitlo 56 pacjentdéw ze zdiagnozowanym RZS (39 kobiet i 17 mezczyzn),
wybranych sposrod pacjentéow Centrum Medycznego Vadimed w Krakowie. Sredni
wiek kobiet wynosit 73 lata, za§ me¢zczyzn 63 lata. Rekrutacja pacjentow odbywata sig
w latach 2021-2023. Grup¢ kontrolng stanowito 30 ochotnikéw wybranych sposrod
zdrowych o0s6b bedacych pacjentami Centrum Medycznego Vadimed z innych
powoddéw, niezwigzanych z przewleklymi stanami zapalnymi, nowotworami lub
chorobami neurodegeneracyjnymi (pacjentdéw przyjetych na rutynowe badanie
stomatologiczne lub profilaktyczng cytologi¢ szyjki macicy). Wszystkie etapy
pobierania materiatow - krwi do badan genetycznych, do oceny markeréw zapalnych,
a takze badanie kliniczne odbywaty si¢ tego samego dnia w centrum Medycznym
Vadimed. Grupg¢ kontrolng dobrano do grupy badawczej pod wzgledem plci 1 wieku. Od
pacjentow z obu grup pobrano probki krwi w celu oceny ekspresji genow. Badanie
uzyskalo zgode Komisji Bioetycznej (protokot nr 323/KBL/OIL/2021). WSszyscy
uczestnicy wyrazili pisemng, §wiadomg zgode¢ na udziat w badaniu. Uczestnikami
badania byli pacjenci Poradni Reumatologicznej Centrum Medycznego Vadimed
u ktérych RZS zostal §wiezo rozpoznany (od pierwszej wizyty ambulatoryjnej do
rozpoznania RZS nie uplyneto wiecej niz miesigc) przez tego samego reumatologa.
W grupie badanej dodatni wywiad rodzinny w kierunku zapalnych choréb stawow
stwierdzono u 21 kobiet i 10 me¢zczyzn. Chorzy u ktorych rozpoznano RZS spetniali

kryteria klasyfikacyjne ACR/EULAR (2010)[6].

Kryteria wilaczenia: rozpoznanie RZS dokonane na podstawie ustalonych

kryteriow diagnostycznych ACR/EULAR(2010), wiek powyzej 45 lat, stabilny stan
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zdrowia, zdolno$¢ do wyrazenia $wiadomej zgody, che¢ przestrzegania procedur

badawczych, regularne przyjmowanie lekéw 1 wspotpraca z lekarzem prowadzacym.

Kryteria wykluczenia: wiek ponizej 45 lat, obecno$¢ innych chorob
autoimmunologicznych, wczesniejsze przyjmowanie lekéw immunosupresyjnych,
niemoznos¢ wyrazenia $wiadomej zgody, nieche¢ do przestrzegania procedur

badawczych, brak mozliwosci wspotpracy z lekarzem prowadzacym.

Przedmiotem badania byla takze analiza wskaznika aktywnos$ci choroby
(DAS28) ktory jest powszechnie stosowany w praktyce klinicznej do oceny aktywnosci
choroby i stopnia jej zaawansowania [65]. Sredni wynik w skali DAS28 przed
rozpoczeciem leczenia w grupie kobiet wynidst 5,76, natomiast w grupie me¢zczyzn
6,23. Wszyscy pacjenci nie byli weze$niej leczeni, a zastosowane leczenie byto zgodne

z aktualnymi zaleceniami ACR/EULAR(2010) [66].

Badani pacjenci leczeni byli lekami z grupy DMARD. Krotkotrwalg doustng
terapi¢ glikokortykosteroidami zastosowano u 27 kobiet i 16 mezczyzn w okresie

indukcji lub modyfikacji DMARD.

Sredni  wspolczynnik sedymentacji erytrocytow (OB) przed rozpoczeciem
leczenia w grupie kobiet wynosit 47 mm/h [wartosci referencyjne 5-10 mm/h],
natomiast w grupie mezczyzn wynosit 64 mm/h. Sredni poziom biatka C-reaktywnego
(CRP) przed rozpoczeciem leczenia w grupie kobiet wynosit 31 mg/l [0-5 mg/l],

natomiast wsréd mezczyzn 38 mg/l.
5.2 Omowienie wynikow przedstawionych w powyzszej publikacji
5.2.1 Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania STATISTICA 13.1
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Dane dotyczace charakterystyki klinicznej pacjentow
z RZS przedstawiono jako $rednie +/- SD (odchylenie standardowe $redniej). Dane
z analizy ekspresji genow przedstawiono jako s$rednie +/- SEM (btad standardowy
Sredniej) z przeprowadzonych eksperymentow. Do analizy ekspresji rozklady
zmiennych oceniono za pomocg testu Shapiro-Wilka, a analize statystyczng rdznic

pomiedzy grupami danych przeprowadzono za pomocg testu U Manna-Whitneya (dla
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rozktadu innego niz normalny). Za istotny statystycznie uznano wartosci p< 0,05 (* p <

0.05,**p<0,01i ***p<0,0001).
5.2.2 Charakterystyka pacjentow po przeprowadzonym badaniu

Sredni wynik badanych chorych mierzony w skali DAS28 po trzech miesigcach od
rozpoczecia leczenia wyniost 2,69 u kobiet 1 2,58 u mezczyzn, co wskazywalo na
osiggniecie remisji. Po rozpoczeciu leczenia zaobserwowano takze istotne obnizenie
parametrow zapalnych. W grupie kobiet srednie OB wyniosto 19 mm/h, natomiast
w grupie mezczyzn 12 mm/h. Srednia warto$¢ stezenia CRP wéréd kobiet wynosito

6 mg/l, natomiast wsrod mezczyzn 4 mg/l.
5.2.3 Ekspresja genow stresu siateczki Srodplazmatycznej

Analize ekspresji genéw przeprowadzono dla 6 gendéw, w tym endogennego genu
kontrolnego GAPDH 1 pigciu gendéw testowych, a mianowicie: PERK, BCL-2, elF2,
ATF4 i BAX. Biorgc pod uwage mediane, stwierdzono istotnie zwigkszong ekspresje
genow stresu ER (PERK, BCL-2, elF2, ATF4, BAX) we krwi chorych na RZS

W porownaniu z grupg kontrolng, a wyniki przedstawiono na Ryc. 1
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Warto$¢ p dla genu PERK wyniosta 0,0000000036, warto$¢ p dla genu BCL-2 wyniosta
0,000000014, wartos¢ p dla genu elF2 wyniosta 0,006948, wartos¢ p dla genu ATF4
wyniosta 0,0000056, a wartos$¢ p dla genu BAX wyniosta odpowiednio 0,00019.

Dodatkowo analizowano ekspresje w probkach krwi pochodzacych z grup chorych na
RZS oraz grup kontrolnych w podziale na pte¢ pacjentoéw. W grupie kobiet stwierdzono
znaczaco zwigkszong ekspresje genow stresu ER (PERK, BCL-2, elF2, ATF4, BAX)
we krwi pacjentow z RZS w poréwnaniu z grupa kontrolng. Wyniki przedstawiona na
Ryc. 2.
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Wartos¢ p dla genu PERK wyniosta 0,000001026, warto$¢ p dla genu BCL-2 wyniosta
0,000004234, warto$¢ p dla genu elF2 wyniosta 0,02843, wartos¢ p dla genu ATF4
wyniosta odpowiednio 0,00002514, a wartos¢ p dla genu BAX wyniosta odpowiednio
0,002822.

W grupie mezczyzn ekspresja genow stresu ER (PERK, BCL-2, ATF4, BAX)
we krwi chorych na RZS byla istotnie zwigkszona w pordwnaniu z grupa kontrolna.
Warto$¢ p dla genu PERK wynosi 0,0004593, warto$¢ p dla genu BCL-2 wynosi
0,00009458, wartos¢ p dla genu ATF4 wynosi 0,02951. Warto$¢ p dla genu BAX
wynosi 0,01845. Nie zaobserwowano jednak istotnych roznic statystycznych dla genu

elF2. (wartos¢ p 0,05535). Wyniki pokazano na Ryc. 3
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Analiza ekspresji gendow PERK, BCL-2, elF2, ATF4 i BAX pomi¢dzy grupami kobiet
I mezczyzn chorych na RZS nie wykazata statystycznie istotnych réznic. Wartos¢ p dla
genu PERK wyniosta 0,5182. Warto$¢ p dla genu BCL-2 wyniosta 0,6165, warto$¢ p
dla genu ATF4 wyniosta 0,2705, wartos¢ p dla genu BAX wyniosta 0,3483, a wartos$¢ p
dla genu elF2 wyniosta odpowiednio 0,5662.

Podsumowujac, w oparciu o najnowsze dane literaturowe i1 wyniki uzyskane
w niniejszym badaniu, profilowanie ekspresji genow dla odpowiedzi na niesfatdowane
biatka mozna uzna¢ za modulator ryzyka u pacjentow z RZS. Mozna takze stwierdzic,

ze ukierunkowanie skladnikéw szlaku sygnatowego UPR zaleznego od PERK za
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pomoca matoczasteczkowych inhibitorow PERK moze przyczyni¢ si¢ do opracowania

nowych strategii leczenia RZS.
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6. Artykul przegladowy ,, Individual and molecular risk factors for the development

of rheumatoid arthritis”
6.1 Definicja i epidemiologia RZS

Zgodnie z definicja RZS jest chorobg autoimmunologiczng, zapalng,
0 nieznanej do konca etiopatogenezie. W surowicy chorych z RZS identyfikuje si¢
kilka autoprzeciwcial, ze szczegdlnym uwzglednieniem czynnika reumatoidalnego (RF)
1 przeciwciat przeciwko biatku cytrulinowanemu (ACPA). Autoprzeciwciata tworzac
kompleksy immunologiczne prowadza do standw zapalnych i uszkodzenia chrzastki
stawowej. Proces zapalny w stawach cechuje si¢ obecnoscig stanu zapalnego blony
maziowej, ktory obejmuje stawy obwodowe i Charakteryzuje si¢ symetrycznym
rozmieszczeniem [67,68]. Czynniki ryzyka rozwoju RZS dzielimy na zwigzane
z zywicielem 1 $rodowiskiem. Czynniki gospodarza powigzane z rozwojem RZS
dzielimy na czynniki genetyczne, epigenetyczne, hormonalne, reprodukcyjne
i neuroendokrynne, a takze wspotistniejace czynniki gospodarza. Czynniki ryzyka dla
srodowiska beda obejmowaty palenie tytoniu i inne znajdujace si¢ w powietrzu czynniki
zagrazajace takie jak: mikroflora, czynniki zakazne, dieta i1 czynniki spoteczno-
ekonomiczne.[69]. Niezwykle istotna jest wczesna diagnostyka, a takze wczesne
rozpoczecie leczenia lekami modyfikujacymi przebieg choroby (DMARD) co ma
ogromne znaczenie rokownicze, prowadzace do szybkiej remisji choroby, lepszych

wynikow leczenia 1 ciggle] poprawy jakosci zycia. [70,71,72].

6.2 Czynniki osobnicze ryzyka rozwoju choroby

Na podstawie badan wieloosrodkowych zauwazono epidemiologiczng korelacje
migdzy zwigkszonym ryzykiem wystgpienia RZS w przysztosci u pacjentdéw z pozornie
nie zwigzang wielochorobowos$cia. Istnieje natomiast roznica mi¢dzy zwigkszonym
ryzykiem wystepowania innych choréb wspdtistniejacych u pacjentow z juz
zdiagnozowanym RZS. Jak podaje Hill J. 1 wspot. do trzech najczesciej
wspotwystepujacych chorob naleza: zaburzenia lekowe, nadcisnienie tetnicze 1 depresja
[73]. Zauwazono ze istnieje szczegdlny zwigzek miedzy RZS a schorzeniami

psychicznymi z uwzglednieniem zespotu stresu pourazowego [74]. Podobnie depresja
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zwigksza ryzyko wystgpienia RZS o 28-68 %. Wspotwystepowanie RZS z tuszczyca,
zapaleniami jelit, tysieniem plackowatym i bielactwem nabytym potwierdza hipotezg
etiologii immunologicznej tych chorob. Dane epidemiologiczne dowiodly odwrotnie
proporcjonalny zwigzek pomiedzy wystepowaniem schizofrenii a rozwojem RZS. Jak
podaje Sheen YH i wspot. stwierdzona jest takze dodatnia korelacja pomiedzy ostrymi
i przewlektymi chorobami gornych i dolnych drég oddechowych a wigkszym ryzykiem
zachorowania na RZS, zar6wno w postaci seropozytywnej jak 1 seronegatywnej
[75,76,77,78,79]. Badania dowiodty, iz choroby autoimmunologiczne takie jak choroba
Hashimoto, Gravesa-Basedowa [80,81], cukrzyca typu 1 [82], tysienie plackowate [83],
bielactwo nabyte [84], nieswoiste zapalenia jelit [85], stwardnienie rozsiane [86] s3
istotnymi czynnikami ryzyka wystgpienia RZS. Badania kohortowe sugerujg takze, ze
zaburzenia snu (w tym obturacyjny bezdech senny oraz inne zaburzenia snu) sg
dodatkowymi czynnikami ryzyka RZS. [87,88,89]. Ostatnie badania wykazaly, ze
odpornos¢ btony §luzowej jamy ustnej w potaczeniu z dysbioza jamy ustnej i/lub jelit

oraz przewleklymi infekcjami sg $cisle powigzane z etiologia i patogeneza RZS.

6.2.1 Czynniki hormonalne

Ze wzgledu na fakt wystepowania RZS 2-3 razy czgéciej u kobiet anizeli
U mezczyzn [90], a takze ze wzgledu na ci¢zszy 1 bardziej agresywny przebieg z duza
aktywno$cig zapalng 1 wysokim stopniem niepelnosprawnosci [90], zaczeto zastanawiaé
si¢ nad istnieniem bezposredniego zwigzku pomigdzy czynnikami hormonalnymi
a ryzykiem zachorowania na RZS. Niezwykle ciekawym jest fakt, ktory obserwuje jako
lekarz praktyk, a ktory potwierdzaja dane literaturowe, 1z u kobiet w cigzy nastepuje
remisja choroby, za$ drugi szczyt zachorowania na RZS przypada na okres menopauzy.
Ponadto spadek poziomu estrogendéw i/lub progesteronu w okresie poporodowym
I okotomenopauzalnym predysponuje do zwiekszonej zachorowalnosci na RZS [91]. Na
dzialanie estrogenow jako czynnikow prozapalnych lub przeciwzapalnych ma wptyw
takze ich stezenie w surowicy i tkankach, dominujacy typ komorek i receptory
estrogenowe, roéznigce si¢ na poszczegolnych etapach zycia [92,93]. W doniesieniach
literaturowych istnieje szeroka dyskusja, a takze kontrowersje dotyczace czynnikdéw
hormonalnych, niemniej jednak istnieja sugestie, ze karmienie piersig peini role
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ochronng przed zachorowaniem na RZS. Istotnymi w etiologii tej choroby sg takze:
liczba porodéw, wiek wystapienia pierwsze] miesigczki, wiek pierwszej ciazy,
stosowanie doustnych §rodkow antykoncepcyjnych i hormonalnej terapii zastepcze;.
Badania kohortowe opublikowane w Oxford Rheumatology (sierpien 2024) wykazaty,
ze stosowanie doustnych $rodkow antykoncepcyjnych wigzalo si¢ ze zmniejszonym
ryzykiem rozwoju RZS u os6b je stosujacych. Natomiast stosowanie hormonalnej
terapii zastgpczej w okresie menopauzalnym wigzato si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia RZS. Udowodniono, ze wiek wystgpienia pierwszej miesigczki powyzej 14
roku zycia zwigksza ryzyko zachorowania na RZS w poréwnaniu z menarche w wieku
13 lat. Przypuszcza sig, ze im wcze$niejsza pierwsza cigza tym ryzyko wystapienia RZS
jest mniejsze. Reasumujac uwaza si¢, ze nagly spadek poziomu estrogendéw w czasie
wczesnej menopauzy [94], okres pomenopauzalny [95], okres poporodowy [96]
i stosowanie srodkow antyestrogenowych takich jak selektywne modulatory receptora
estrogenowego [97], inhibitory aromatazy [98] identyfikowane byly jako czynniki
ryzyka RZS. W grupie hormonéw udowodniono, ze kortyzol i androgeny nadnerczowe
dziatajg przeciwzapalnie [99,100], za$ ich niedobor nasila aktywacj¢ procesu zapalnego
w blonie maziowej [99,101,102]. Ponadto w zakresie uktadu neuroendokrynnego
istniejg dowody na korelacje miedzy zaburzeniami réwnowagi hormonalnej a zmianami
w ukladzie wspotczulnym i1 czuciowym, ktore takze przyczyniajg si¢ do rozwoju RZS
[99,100]. Zaburzenia w uktadzie wspolczulnym wptywaja na przebieg RZS i zwigzane
s z przesuni¢ciem sygnalizacji wspotczulnej z przeciwzapalnych receptorow beta i A2
na receptory zapalne alfa i Al. W ciggu ostatnich lat bardzo duzym zainteresowaniem
cieszg si¢ badania dotyczace witaminy D 1 jej szerokiego wpltywu na poszczegdlne
uktady i1 narzady cztowieka. Jest ona niezbednym elementem odgrywajacym kluczowa
rolg w gospodarce wapniowo-fosforanowej, a takze wplywa ona na uklad
odpornosciowy cztowieka. Badania Lee YH 1 wspot. dowodza, ze witamina D wywiera
dzialanie przeciwzapalne poprzez swoj wplyw na makrofagi, komorki dendrytyczne
I limfocyty FLS (ktére wykazuja receptor witaminy D), co sugeruje iz stanowi ona
czynnik ochronny przed RZS [103,104]. Pomimo prowadzonych badan istniejg duze
rozbiezno$ci 1brak jednoznacznego stanowiska o roli profilaktycznej wptywu
suplementacji wapnia i witaminy D na ryzyko RZS. Istniejag dowody potwierdzajace

zwigzek niedoboru witaminy D z gorszym rokowaniem u pacjentow z RZS, co
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uwidacznia si¢ wysoka aktywnoscig choroby (markery zapalne), uposledzeniem funkcji
i niskg jako$cig zycia pacjentow [104,105,106]. Pamigtajac o tym, iz witamina D
syntetyzowana jest w skorze, a nastgpnie aktywowana w watrobie i nerkach, fakt ten
taczono ze zmniejszonym ryzykiem rozwoju RZS po wigkszym nastonecznieniu
promieniami UVB. Czynnikiem zewnetrznym odgrywajacym takze kluczowa role jest
otylos¢, ktora potwierdzona zostata jako czynnik ryzyka wystapienia RZS. Wydaja si¢
tu odgrywa¢ istotng rolg¢ mechanizmy metaboliczne i endokrynologiczne. Wzmozone
wydzielanie przez adipocyty cytokin prozapalnych i adipokin oraz zaburzenia
metabolizmu hormonow piciowych, moga prowadzi¢ do zwigkszonej produkcji
estrogendw przez enzym aromataze [107,108]. Konkludujac, mozna wysnué¢ wniosek, iz
efekty metaboliczne, zapalne 1 immunologiczne otyloSci moga predysponowac do
chorob autoimmunologicznych (w tym rozwoju RZS). Potwierdzajac role zaburzen
metabolicznych w rozwoju tej choroby nalezy podkresli¢, iz osoby z podwyzszonym
poziomem cholesterolu i zaburzong gospodarka lipidowa cze$ciej zapadaja na RZS
[109,110], dlatego tez mozna wysung¢ hipoteze ze stosowanie statyn pelni rolg
ochronng przed wystgpieniem RZS co prawdopodobnie wynika z obnizenia poziomu
lipidow we krwi i dziatania przeciwzapalnego statyn. Rola statyn w etiologii RZS,
a takze ich rola w zapaleniu skorno-migsniowym 1 wielomigsniowym, a szczegolnie

dzialanie lipolityczne sg ciaggle dyskutowane i znajduja si¢ w toku badan klinicznych.

6.2.2 Czynniki dziedziczne

Badania bliznigt 1 rodzinne wykazaly zwigzek miedzy czynnikami
dziedzicznymi a rozwojem RZS. Ryzyko rozwoju choroby u jednojajowego blizniaka
chorego na RZS wynosi 9-15%, co jest czterokrotnie wyzsze niz u bliznigt
dwujajowych [111,112]. Zgodnie z badaniami Frisella i wspol. u krewnych pierwszego
stopnia wspotczynnik RR waha si¢ od 2 do 5 [113,114]. Jak podaje Hemminki K.
1 wspol. potomstwo rodzicow z chorobami autoimmunologicznymi, jak toczen
rumieniowaty ukladowy czy zapalenie tarczycy Hashimoto, ma 1,5-3 razy wigksze
ryzyko rozwoju RZS [115]. Genetyczny wklad w rozwdj choroby wynosi 50-65%
[116,117] i jest znacznie wyzszy u pacjentdw z seropozytywnym RZS. W badaniach
Okady 1 wspot. zidentyfikowano ponad 100 loci zwigzanych z RZS, z czego najbardziej
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istotny jest locus MHC, odpowiadajacy za 1/3 podatnosci genetycznej [117,118,119].
Niektore loci ludzkiego antygenu leukocytowego (HLA), takie jak HLA-DRBI sg silnie
powigzane z RZS [120], a ryzyko rozni si¢ w zaleznos$ci od alleli i grup etnicznych.
Odkrycie wspolnego epitopu (SE) w tancuchu DR BETA1 miato kluczowe znaczenie
w zrozumieniu etiologii choroby. SE jest silniej powigzany z seropozytywnym RZS,
ciezszym przebiegiem [121,122], objawami pozastawowymi [121,123] i uszkodzeniami
radiograficznymi [122]. Badania wykazaty, ze 30% ryzyka RZS wynika z regionu
MHC. Poza HLA, drugim najsilniejszym czynnikiem genetycznym RZS jest SNP
R620W w genie PTPN22 gtéwnie w jego seropozytywnej postaci. Pozostate loci i geny
zaangazowane w szlaki zapalne majace mniejsze znaczenie w etiopatogenezie RZS to :
CTLA4 [124], STAT4 [125], TNFAIP3, TRAFI-C5 [126], 1L2/21 [127], CD40 [128] ,
IL2RA/IL2RB [129,130], IL6R [131], CCL21 [132], a takze nowe geny badane
w onkologii, jak RNASET2.

6.2.3 Czynniki epigenetyczne

Przedmiotem zainteresowan w ostatnim czasie staly si¢ takze czynniki
epigenetyczne. Jak dowodza badania Klein i wspol. mechanizmy epigenetyczne
wywotujg dziedziczne zmiany w ekspresji genow bez konieczno$ci zmiany w sekwencji
kwasu dezoksyrybonukleinowego [90,133]. Modyfikacje epigenetyczne mogg byc¢ takze
wywolane przez czynniki zewngtrzne takie jak zanieczyszczenia powietrza, aktywne
i bierne palenie tytoniu, leki, dieta i dlatego mogg one stanowi¢ potaczenie migdzy
interakcjami genetycznymi a §rodowiskowymi [134]. Kluczowe zmiany epigenetyczne
obejmuja metylacj¢ DNA, modyfikacje histonéw oraz niekodujgce DNA, ktérych rola
jako czynnikow predysponujacych do RZS zostata udowodniona. W obrebie locus HLA
istnieja dwa obszary (zawierajace 9 gendow) lub w ich bliskim sasiedztwie (1 gen), co
moze wskazywac ze ryzyko genetyczne RZS wigze si¢ z tym regionem 1 jest czgsciowo
zalezne od metylacji DNA [135]. Ostatnio prowadzone badania wykazaly istnienie
dwodch odrebnych grup pacjentdéw z RZS, ktére charakteryzowaty si¢ specyficznymi
sygnaturami metylomu i transkryptomu w stawach biodrowych, kolanowych i MCP, co

wyjasnia roznice stopnia zaawansowania choroby w réznych stawach [136,137].
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6.3 Czynniki sSrodowiskowe a RZS

Intensywnie = prowadzone badania udowodnity  wpltyw  czynnikow
srodowiskowych na ryzyko rozwoju RZS, do ktérych naleza: dieta, alkohol, palenie

papierosow, zanieczyszczenie powietrza, a takze inne czynniki spoteczno-ekonomiczne.
6.3.1 Dieta

Istnienie wptywu modulacji mikrobiomu jelitowego zwigzanego z dieta na
ryzyko rozwoju RZS stato si¢ przedmiotem wielu badan [138,139]. Dieta okazata si¢
by¢ czynnikiem silnie wptywajacym na autoimmunizacj¢ [140]. Jak podaje Linos A
1 wspot. dieta $rodziemnomorska, a wiec codzienne spozywanie oliwy z oliwek, ryb
i kwasow tluszczowych omega-3, spetnia role ochronng w rozwoju RZS [141,142].
Duze spozycie sodu i czerwonego migsa, typowe w diecie zachodniej, wigze si¢ ze
zwigkszonym ryzykiem zapalenia wielostawowego lub RZS [140,143]. Ponadto dieta ta
zwicksza ryzyko otylosci wplywajacej niekorzystnie na zdrowie, takze bedacej
potencjalnym czynnikiem ryzyka wystapienia RZS [143]. Dieta bogata w blonnik
pokarmowy 1 mniejsze spozycie weglowodandéw poprawia mikroflore jelitowa
U pacjentow z RZS. Badania ostatnich lat potwierdzaja, ze spozycie kawy moze miec¢
dziatanie ochronne przed RZS, sa one nadal wtoku. Badania prospektywne
potwierdzaja mniejsze ryzyko wystgpienia RZS w przypadku stosowania diety
srodziemnomorskiej, a takze spozywania produktéw takich jak owoce 1 warzywa,

bogate w witaming¢ C 1 antyoksydanty.
6.3.2 Palenie papierosow i alkohol

Na podstawie prowadzonych badan zaobserwowano istnienie $cistego zwigzku
szkodliwych czynnikow pochodzacych z powietrza, a rozwojem RZS. Jednym z nich
jest palenie papierosow [144]. Badania Kallberg H. i wspot. pokazaly, Zze palenie
papieroséw odpowiada za 15-20% catkowitego ryzyka RZS 1 do 35% RZS z dodatnim
wynikiem ACPA [145,146]. Zauwazono, ze istnieje wyrazna zalezno$¢ pomiedzy
iloscig wypalonych papierosoOw a odpowiedzig organizmu [145,146,147]. Wykazano iz

zaprzestanie palenia stopniowo zmniejsza ryzyko rozwoju RZS i po 20-30 latach
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powraca do poziomu wystepujacego u osob nigdy nie palgcych [145,146,148]. Ponadto
istnieje takze zwigzek zbiernym narazeniem na dym papierosowy w okresie

prenatalnym [148,149,150], w dziecinstwie [150,151] i w dorostosci [146],

a wystepowaniem RZS. Wieloosrodkowe badania epidemiologiczne Malmstrom V.
1 wspol. dostarczyly wiedzy na temat patogenezy RZS, w ktérym to palenie jest
odpowiedzialne za cytrulinizacj¢ biatek in citu (tj ACPA) i ostatecznie rozwdj RZS
[144,152]. Okazato si¢, ze to dym papierosowy a nie tyton czy nikotyna, sg kluczowe w
rozwoju RZS powodujac przewlekle zapalenie drog oddechowych. Dodatnia korelacja
pomiedzy narazeniem na dym tytoniowy a wystgpieniem RZS wigze si¢ z wptywem
palenia na reakcje immunologiczng, zwigkszenie stresu oksydacyjnego organizmu,
zakldcenie apoptozy i prowokacje proceséw prozapalnych, co powoduje cytrulinizacje
I zmiany epigenetyczne takie jak metylacja DNA [153,146]. Okazalo sie, iz istnieje
interakcja gen-srodowisko pomiedzy paleniem a genotypem HLA-DRB1 SE. Palenie
papierosOw wptywa tez na ciezko$¢ przebiegu klinicznego i odpowiedZ na leczenie
lekami grupy DMARDs. Ponadto prowadzone badania wykazaty, ze niskie Iub
umiarkowane spozycie alkoholu zmniejsza ryzyko RZS, zwlaszcza w sposob zalezny od
dawki 1 czasu spozywanego alkoholu, a takze plci pacjenta [154,155]. Zaleznos¢ ta jest
bardziej wyrazna w przypadku RZS z dodatnim wynikiem ACPA [156]. Istnieja takze
doniesienia o synergistycznym dziataniu alkoholu i paleniu tytoniu, gdzie pozytywny
zwigzek pomigdzy paleniem a wystepowaniem RZS ulegal zmniejszeniu wraz ze
wzrostem spozycia alkoholu. Istniejg dane literaturowe, ktore moéwig o trojstronnej
interakcji pomiedzy alkoholem, paleniem tytoniu i HLA-DRB1-SE w odniesieniu do
ryzyka wystapienia RZS z dodatnim wynikiem ACPA [157].

6.3.3 Zanieczyszczenie Srodowiska

Do czynnikow zanieczyszczajacych s$rodowisko, a wywotujacych chorobe,
szczegblnie u 0so6b pracujacych w gornictwie 1 budownictwie, nalezy krzemionka.
W badania Anlar HG. 1 wspol. wykazano, ze zalezno$¢ pomiedzy zanieczyszczeniem
krzemionkg a wystapieniem RZS wigze si¢ ze wzrostem miana interleukiny-lalfa, IL-
1beta, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, a takze TNFalfa, co wyraznie wskazywalo na pobudzenie
uktadu odpornosciowego i reakcje zapalng na dzialanie krzemionki [158]. Ponadto

okazato sig¢, iz pyl tekstylny 1 pyly nieorganiczne, takie jak azbest, cement, sg
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czynnikami ryzyka rozwoju RZS [159,160]. Inne substancje zanieczyszczajace
zwigzane z wystgpieniem RZS to: czasteczki state, ozon, tlenek wegla, dwutlenek azotu,
dwutlenek siarki i otow [161,162]. W tym kontekscie istotng rolg odgrywaja ptuca jako
narzad inicjujacy autoimmunizacj¢. Badania Zho CN. i wspol. potwierdzaja, ze
uszkodzenie drog oddechowych wywotane narazeniem na inhalacje wyzej
wymienionych substancji prowadzi do ogolnoustrojowego stanu zapalnego,
zwigkszonego stresu oksydacyjnego i modyfikacji epigenetycznych [162]. Badania
wykazaty ze istnieje Scisty zwigzek pomigdzy zanieczyszczeniem powietrza, a okresami
zaostrzen RZS, gdzie narazenie na wysokie poziomy substancji zanieczyszczajacych
powietrze zwigzane bylo ze wzrostem poziomu CRP i zwigkszonym ryzykiem

zaostrzenia choroby.
6.3.4 Czynniki spoleczno-ekonomiczne

Wieloosrodkowa obserwacja pacjentéw z réznych grup kulturowych wykazata,
iz nizszy status spoteczno-ekonomiczny zwicksza ryzyko RZS, chociaz jak si¢ wydaje
ma silniejszy zwiazek ze zlym rokowaniem choroby [163,164]. Nizszy poziom
wyksztalcenia wigze si¢ szczegdlnie z postacig sero-pozytywng RZS [148,165,166,167].
Niski poziom wyksztatcenia rodzicow dzieci w gospodarstwie 1 inny, zlty status
spoteczno-ekonomiczny, zwlaszcza na poczatku zycia wigze si¢ z wiekszym ryzykiem
rozwoju RZS u dorostych, co potwierdzaja badania prowadzone przez Parksa i wspot.
[148]. Niski status spoteczno-ekonomiczny wystgpujacy u osob wykonujacych prace
fizyczng takze wigze si¢ ze zwigkszong czestoscig  wystgpienia RZS
[168,160,166,169,170]. Pracownicy fizyczni czeSciej narazeni sg na niekorzystne
dziatanie czynnikow szkodliwych, zwlaszcza wziewnych, takich jak pyty tekstylne,
pyly nieorganiczne, krzemionka czy inne, bedace czynnikiem ryzyka rozwoju RZS
[171,172,173,160]. Dlugotrwala praca fizyczna i1 obcigzenie nig jest czynnikiem ryzyka
rozwoju RZS, zarébwno seropozytywnego jak i Sseronegatywnego, przy interakcji
z HLA-SE.
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6.4 Molekularne mechanizmy rozwoju RZS zwigzane z odpowiedzia na blednie

sfaldowane bialka ERAD

Szeroki zakres nieprawidlowo sfaldowanych biatek wymaga szybkiego i wysoce
efektywnego mechanizmu kontroli. Gdy te mechanizmy kontroli jako$ci zostang
naruszone lub gdy komorki zostang poddane stresowi, ktory zmienia fizjologie szlaku
sekrecji, na przyktad infekcji wirusowej lub w odpowiedzi na chorobg, réwnowaga
miedzy sfaldowanymi i niesfaldowanymi biatlkami w ER zostaje zachwiana, co
prowadzi do akumulacji nieprawidlowo sfaldowanych bialek, stanu okreslanego jako

stres ER [174]

Degradacja zwigzana z retikulum endoplazmatycznym (ERAD) i odpowiedz
niesfaldowanych biatek (UPR) to dwa kluczowe mechanizmy kontroli jakosci

w komorce.

Wielokrotnie sugerowano role stresu ER w RZS [175,58]. Obecnie
zaangazowanie UPR u pacjentow z RZS okresla si¢ jako istotny wktad zaréwno

w inicjacje choroby, jej progresje oraz odpowiedz na leczenie [176,177].

6.5 Szlak adaptacyjnej odpowiedzi komorkowej UPR zalezny od kinazy PERK

Komorki eukariotyczne reaguja na stres ER (ang. endoplasmic reticulum)
poprzez aktywacje szlaku sygnalowego zwanego odpowiedzig na blednie sfatdowane

biatka (UPR).

Badania wieloosrodkowe dowodza, ze stres ER to istotny czynnik etiologiczny
w réznych chorobach cztowieka, a szczegdlnie w procesach zwigzanych z zapaleniem
[178]. Badanie szlaku sygnalizacji komérkowej PERK pomaga zrozumie¢ mechanizmy
patologiczne wystepujace w RZS. W obliczu powyzszego przeprowadzone badania
maja na celu zastosowanie ekspresji mRNA (genéw UPR) jako markerow
molekularnych celem okreslenia globalnych zmian w translacji czynnikow

specyficznych dla przewlektego stresu ER u pacjentow z RZS.
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6.6 Roznicowanie ekspresji genow szlaku UPR jako modulator ryzyka RZS

Glownym genem zaangazowanym w patogeneze RZS jest gen PERK, ktory
bierze udziat w szlaku odpowiedzi na btednie sfatdowane biatka (UPR) [179]. Badania
wykazaty, ze ekspresja genu PERK jest podwyzszona u pacjentéw z RZS, co prowadzi
do zwigkszonej aktywacji szlaku UPR [58]. Ten przewlekty stres ER moze przyczyniac¢
si¢ do rozwoju 1 progresji RZS poprzez indukowanie komorek zapalnych do uwalniania
cytokin, co dodatkowo utrwala odpowiedz zapalng [179]. Bioragc pod uwage role PERK
W patogenezie RZS, naukowcy badali zastosowanie inhibitoréow PERK jako
potencjalnej strategii celowanej terapii molekularnej. Wykazano, ze inhibicja PERK
zmniejsza produkcj¢ cytokin zapalnych i zmniejsza stan zapalny stawoéw w zwierzgcych
modelach RZS [176]. Potrzebne sa jednak dalsze badania, aby w peini zrozumieé

ztozony zwigzek miedzy ekspresja genu PERK, a patogeneza RZS.

6.7 Zastosowanie inhibitorow PERK w strategii celowanej terapii RZS

Fosforylacja elF2a przez PERK 1 inne kinazy oslabia inicjacj¢ translacji poprzez
represj¢ wielopodjednostkowego czynnika transkrypcji elF2b. Powoduje to inhibicje
kompleksu inicjacji translacji i prowadzi do globalnej represji syntezy biatek [180].
Poniewaz komorki nie moga przetrwa¢ w warunkach dlugotrwatej represji translacji,
mechanizmy homeostatyczne sa zaangazowane w stopniowe przywracanie syntezy

biatek podczas przewleklego stresu ER.

Kinaza PERK oddzialuje na swoje cele molekularne w szlakach sygnatowych
UPR, w sposéb zalezny od typu komorki 1 kontekstu fizjologicznego, wykazujac istotng
specyficznos$¢ tkankowa [189]. Badania wieloosrodkowe dowodzg ze PERK ma istotne
znaczenie dla progresji czerniaka z mutacja BRAF [181]. PERK reguluje redoks
komorkowy poprzez bezposrednie fosforylowanie i aktywacje NRF2 [182], a takze
wspotdziala z oscylacjami okotodobowymi (tzw. genami zegarowymi), poprzez
indukcje miRNA, ktéry hamuje ekspresj¢ gendéw w sposdb wplywajacy na progresje
chtoniaka Burkitta [183]. Wiele firm dokonato syntezy inhibitoréw PERK o wysokim

powinowactwie. Takze w laboratorium Centrum MOLEkoLAB zostaly opracowane
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specyficzne inhibitory PERK do leczenia zaburzen neurodegeneracyjnych, w tym jaskry
(okreslane jako perki) [184,185,186,187].

Nowe mozliwosci zastosowania inhibitorow kinazy PERK w celowanej terapii
staly si¢ nowa strategia leczenia chordb z zaburzeniami biosyntezy bialek i otworzyly
nowe mozliwosci w leczeniu, jako skuteczne molekularne narzedzie trafiajagce w cel

terapeutyczny.

Etiopatogeneza RZS nie jest doktadnie poznana i1 tak naprawde trudno
powiedzie¢ jakie sg przyczyny wystgpienia tej autoimmunologicznej choroby, niemnie;j
jednak dotychczasowe badania wyraznie wskazaty, ze czynniki genetyczne odgrywaja

znaczacg role w rozwoju tej choroby.

W laboratorium MOLEkoLAB'u analizowano ekspresje genow szlaku
przetwarzania biatek ER w probkach krwi pacjentow z RZS, poréwnujac do osob
z grupy kontrolnej. Na podstawie badan i doniesien literaturowych wiemy, ze ekspresja
genow stresu ER (PERK, BCL-2, elF2, ATF4, BAX) byla znacznie wyzsza u pacjentow
z RZS niz w grupie kontrolnej [188]. Zgodnie z danymi podawanymi przez Zhao J.
1 wspol. choroba czesciej wystepuje u kobiet niz u mezczyzn [189]. Badania
przeprowadzone w naszym laboratorium wykazaty, ze poziom ekspresji genow UPR
zalezny od PERK u pacjentow podzielonych wedtug pici, byt wyzszy w porownaniu
z grupa kontrolng, zarowno w grupie mezczyzn jak i1 kobiet,. Sugeruje to, ze odpowiedz
UPR na btednie sfaldowane biatka jest globalnym procesem zaangazowanym

w etiopatogenez¢ RZS [188].
6.8 Konkluzja

Analizujac poszczegodlne osobnicze i molekularne uwarunkowania czynnikéw
ryzyka rozwoju RZS, mozna stwierdzi¢, ze zardwno osobnicze czynniki, takie jak
czynniki hormonalne, czynniki dziedziczne, czynniki epigenetyczne, odgrywaja istotng
rolg w rozwoju RZS. Niemniej jednak nie wolno zapominaé, iz wspotistniejace czynniki
srodowiskowe takie jak dieta, palenie papierosow, spozywanie alkoholu,
zanieczyszczenia $rodowiska, czynniki spoleczno-ekonomiczne, to takze wazne
predyktory ryzyka rozwoju RZS. W miar¢ rozwoju medycyny i1 mozliwosci

diagnostycznych, dazac do poszukiwania terapii celowanej, badania objety takze
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molekularne mechanizmy RZS, zwigzane z odpowiedzig na blednie sfaldowane biatka
(ERAD). Istotnym elementem dostarczajacym odpowiedniej wiedzy, stal si¢ szlak
adaptacyjnej odpowiedzi komdrkowej UPR zalezny od kinazy PERK, a takze lepsze
zrozumienie réznicowania ekspresji genow szlaku UPR, jako modulatora ryzyka RZS.
Badania te pokazaty, ze chociaz doktadna przyczyna RZS nie jest w peini poznana,
nalezy domniemywaé iz wigze si¢ ona ze zlozong interakcja mig¢dzy czynnikami
przewleklego stresu UPR  (ER-adaptosom) a czynnikami  genetycznymi
i srodowiskowymi. Kluczowg rol¢ w regulacji przewleklego stresu ER odgrywa ciggle
kinaza PERK, ktora to jest obiecujacym celem molekularnym w terapii RZS. Nadal
trwaja badania, stuzace okresleniu skutecznos$ci i bezpieczenstwa inhibitoréw kinazy
PERK w leczeniu pacjentow z RZS. Pomimo rozwoju i nowych terapii stosowanych
w RZS, istnieje konieczno$¢ kontynuacji badan celem zastosowania nowych terapii
lekowych, majacych wplyw na toczacy sie proces zapalny w organizmie, ktéry

negatywnie wptywa na jako$¢ zycia pacjentow.
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7. “ER-dependent apoptotic response to cellular stress in patients with rheumatoid

arthritis”
7.1 Streszczenie

Reumatoidalne  zapalenie stawow (RZS) jest przewlekla choroba
autoimmunologiczng. Charakteryzuje si¢ zapaleniem wielostawowym, ktore moze
prowadzi¢ do trwatej niepelnosprawnosci u pacjentow. Obecne leczenie ma na celu
zmniejszenie bolu 1 stanu zapalnego, ale nie prowadzi do catkowitego wyzdrowienia.
Leczenie to obejmuje niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ), leki modyfikujace
przebieg choroby (DMARD), a takze sterydy i leki przeciwbdlowe. Wykazano, ze
z powodu przewlektego stanu zapalnego, obnizonego poziomu glukozy i niedotlenienia
u pacjentow z RZS indukowany jest stres siateczki $rodplazmatycznej (ER), co
prowadzi do aktywacji wielu szlakow sygnatowych, w tym zaleznej od ER adaptacji
szlaku odpowiedzi na niesfatdowane biatko (UPR).

Celem badania byta ocena poziomu apoptozy u pacjentow ze zdiagnozowanym
RZS. Badanie miato na celu okreslenie, czy odpowiedz UPR korelujaca z indukcja
apoptozy moze stuzy¢ jako potencjalne markery diagnostyczne lub cele terapeutyczne.
Badania in vitro wykazaty, ze aktywnos¢ szlaku UPR mozna zaobserwowac
u pacjentow ze zdiagnozowanym RZS. Probki do badan pochodzity od 61 oséb, w tym
tacznie 31 pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawow 1 30 zdrowych osob. Aby
zweryfikowa¢ aktywacje UPR, oszacowaliSmy markery molekularne stresu ER za
pomocyg analizy ekspresji RT-qPCR. Ekspresja GAPDH zostala uzyta jako standardowa
kontrola. Podwyzszony poziom mRNA dla elF2a (wartos¢ p = 0,001903), BBC3
(PUMA) (wartos¢ p = 0,007457x10-7) 1 TP53 (warto$¢ p = 0,002212) potwierdzono W
grupie pacjentow z RZS.

Dalsza analiza wykazata, ze po indukcji apoptozy odsetek DNA zawarty
w ogonie byt 0 37,78% wyzszy u pacjentow z RZS niz w grupie kontrolnej (warto$¢ p =
0,0003) mierzony za pomocg testu kometowego. Egzogenne uszkodzenia spowodowane
nadtlenkiem wodoru byly statystycznie podwyzszone u pacjentdow z RZS, a poziom
kaspazy-3 obliczono jako o 40,17% wyzszy niz w grupie kontrolnej (warto$¢ p =
0,0028). Stwierdzono rowniez, ze komorki PBMC od pacjentéw z RZS byly bardziej

wrazliwe na indukcj¢ apoptozy, a te wyniki zostaly potwierdzone cytometrig
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przeplywowa. Najistotniejszym z uzyskanych przez nas rezultatow byta podwyzszona
wrazliwo$¢ na indukcje apoptozy u pacjentdow z RZS, mieli oni o 40,23% wyzszy
odsetek komoérek we wcezesnej apoptozie niz w pacjenci w grupie kontrolnej (warto$¢ p
= 0,0105). Wyniki naszych badan moga pomo6c w ocenie mozliwosci zastosowania
wczesne] diagnostyki 1 terapii celowanej w leczeniu pacjentdow z reumatoidalnym
zapaleniem stawoéw, w tym szlaku sygnatowego ER, poprzez wybrane inhibitory

molekularne zalezne od UPR.

7.2 Wprowadzenie

Reumatoidalne zapalenie stawoéw jest jedna =z najczestszych chordb
autoimmunologicznych. Szacuje si¢, ze wystepuje u okoto 1% populacji, przy czym
znacznie czeSciej diagnozuje si¢ t¢ chorobg u kobiet. Glowne symptomy obejmuja
tworzenie si¢ nadzerek kosci, zapalenie btony maziowej stawdw i1 tworzenie si¢
tuszczki, co prowadzi¢ moze do niepelnosprawnosci u pacjentow. Podstawa do
rozpoznania, obok objawow klinicznych, jest obecnos$¢ autoprzeciwcial, w tym
przeciwcial przeciwko cytrulinowanemu biatku (ACPA) 1 czynnika reumatoidalnego
(RF) [190,191,192]. Obok objawéw stawowych moze takze dojs¢ do uszkodzenia
innych narzadow takich jak ptuca, uktad nerwowy, uktad sercowo-naczyniowy i nerki
[192].

W  patogenezie RZS istotnag role odgrywa wspdtistnienie czynnikow
genetycznych 1 epigenetycznych, a takze czynnikow  $§rodowiskowych,
immunologicznych, metabolicznych 1 mikrobiologicznych. Wykazano, Ze postep
choroby jest determinowany przez interakcje miedzy komorkami uktadu
immunologicznego. Dysfunkcja komorek uktadu odpornosciowego 1 szlakow
przekazywania sygnalow niekorzystnie wptywa na naprawe tkanek, powodujac
uszkodzenie narzadow, gtownie stawow [193]. Wazne jest podkreslenie, zZe
mechanizmy, za pomoca ktorych komorki uktadu odpornosciowego posrednicza
w rozwoju zapalenia btony maziowej 1 erozji chrzastki, nie wystepuja u wszystkich
pacjentdéw, a nasilenie tych objawdw zalezy od stadium choroby [192].

Badania genetyczne wykazuja, ze zwigkszone ryzyko zachorowania na RZS

wigze si¢ z ponad 100 polimorfizmami genetycznymi. Ponadto czynniki srodowiskowe
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moga aktywowaé¢ wrodzong odporno$¢, powodujac modyfikacje antygenow
biatkowych, tym samym upo$ledzajac samokontrole. Nalezy podkresli¢, ze RZS jest
choroba przewlekls, trwajaca cate zycie chorego. Rozpoczyna si¢ fazg bezobjawowej
autoimmunizacji  obejmujacej interakcje  autoprzeciwciat z  potranslacyjnie
zmodyfikowanymi bialkami, takimi jak cytrulinowane antygeny, ktéra moze trwac
wiele lat. Kolejno nastgpuje objawowe ostre zapalenie btony maziowej, ktore moze
rozwing¢ si¢ w przewlekte zapalenie blony maziowej prowadzace do zniszczenia
stawow. Jednocze$nie dochodzi do powstawania tuszczki, opisywanej jako
nieprawidlowy proces gojenia si¢ ran, ktory moze skutkowaé¢ nieodwracalnym
uszkodzeniem zaréwno kosci, chrzastki, Sciggien i tkanek [193].

Akumulacja btednie sfatldowanych biatek w siateczce §rodplazmatycznej (ER)
aktywuje szlak odpowiedzi na niesfaldowane bialka (UPR), ktory aktywuje degradacje
zwigzang z ER (ERAD). ERAD to mechanizm odpowiedzialny za identyfikacj¢
i transport blednie sfaldowanych bialek ER do cytozolu w celu degradacji
proteasomalnej. Mechanizm wyjasniajacy rozpoznawanie substratu przez ERAD
u ssakow nadal pozostawia wiele znakdéw zapytania. Dziatanie UPR opiera si¢ na trzech

gtownych receptorach transbtonowych ER: PERK, IREla i ATF6 [56,60].

Biatka te charakteryzuja si¢ obecnoscig domen luminalnych ER, ktore majg
zdolno$¢ wykrywania niezlozonych bialek. Zawieraja rowniez obszary cytozolowe,
ktore chronia komorke przed stresem ER w warunkach fizjologicznych za
posrednictwem aparatu transkrypcyjnego, translacyjnego lub poprzez interakcje
z czasteczkami sygnatlowymi jako rusztowaniem [55]. W ER obecne sg rowniez biatka
regulowane przez UPR, ktore posiadaja element odpowiedzi na niestadowane biatko
(UPRE) lub elementy odpowiedzi na stres ER (ERSE), ktore sa sekwencjami
aktywujacymi transkrypcje ze wzgledu na zwigkszajaca sie ilos¢ niestadowanych
biatek. Gdy ilos¢ niestadowanych biatek stanowi zbyt duze obcigzenie dla komorki,
a adaptacja komorkowa w wyniku UPR jest niewystarczajaca, aktywowana jest
odpowiedz apoptotyczna zainicjowana przez biatko c-Jun amino-koncows kinaze (JNK)
[56,57].

Jak wspomniano, gdy ilos¢ blednie sfatdowanych biatek stanowi zbyt duze

obcigzenie dla UPR, w komorce aktywowana jest apoptoza. Istnieje wiele potencjalnych
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mechanizmow wyjasniajacych proces inicjacji 1 kontroli apoptozy wywotanej stresem
ER. Aktywacja szlaku apoptozy powoduje aktywacje bialek rodziny Bcl-2
w mitochondriach [56]. Biatka te sg okreslane jako gtowne regulatory apoptozy. Naleza
do nich bialka proapoptotyczne, takie jak BAX 1 biatka antyapoptotyczne, takie jak Bcl-
2 [60]. Na zapoczatkowanie stanu zapalnego u pacjentow z reumatoidalnym zapaleniem
stawow moze mie¢ wplyw szlak przekazywania sygnatu UPR PERK/elF2a, co
prowadzi do aktywacji szlaku apoptozy [58].

Celem badania byta ocena poziomu apoptozy u pacjentéw ze zdiagnozowanym
RZS. Badanie to miato na celu stwierdzenie, czy specyficzne markery molekularne,
w tym wybrane geny specyficzne dla odpowiedzi UPR skorelowane z indukcja
apoptozy, moga shuzy¢ jako potencjalne markery diagnostyczne lub cele terapeutyczne.
Wyniki moga poméc w ocenie mozliwosci zastosowania wczesnej diagnozy 1 terapii

ukierunkowanej w leczeniu pacjentow z RZS.

7.3 Material i metodyka
7.3.1 Grupa badawcza

Ogolem badanie objeto grupe 61 osob. Grupe badawcza stanowilo 31 pacjentow
ze zdiagnozowanym reumatoidalnym zapaleniem stawow, wybranych sposrod
pacjentow Centrum Medycznego Vadimed w Krakowie. Pacjenci byli rekrutowani
losowo w latach 2021-2024. Jednoczes$nie grupa kontrolna obejmowata 30 ochotnikow
wybranych sposrod zdrowych osob przyjetych do Centrum Medycznego z innych
powodow (pacjenci przyjeci na rutynowe badanie stomatologiczne lub profilaktyczng
cytologie szyjki macicy), niezwigzanych z przewleklymi chorobami zapalnymi,
nowotworowymi ani neurodegeneracyjnymi.

Uczestnikami badania byli pacjenci poradni reumatologicznej z nowo
rozpoznanym RZS (okres od pierwszej wizyty ambulatoryjnej do diagnozy RZS
wynosit do miesigca) wszyscy kwalifikowani przez jednego lekarza reumatologa.
Rozpoznanie bylo zgodne z kryteriami ACR/EULAR [6]. Kryteria wiaczenia:
rozpoznanie reumatoidalnego zapalenia stawéw w oparciu o ustalone kryteria
diagnostyczne, wiek > 45 lat, stabilny stan zdrowia, zdolno$¢ do wyrazenia §wiadomej
zgody, che¢ przestrzegania procedur badawczych, regularne przyjmowanie lekow.

Kryteria wykluczenia: wiek < 45 lat, obecnos$¢ innych choréb autoimmunologicznych,
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wczesniejsze stosowanie lekéw immunosupresyjnych, brak zdolnosci do wyrazenia
swiadomej zgody, nieche¢ do przestrzegania procedur badawczych. Przeanalizowano
rowniez skale DAS28 (Disease Activity Score), ktéra jest powszechnie stosowana
w praktyce klinicznej do oceny aktywnos$ci choroby [65]. Wszyscy pacjenci nie byli
uprzednio poddawani leczeniu a potem byli leczeni zgodnie z aktualnymi zaleceniami
ACR/EULAR [12]. Wszystkie etapy (pobieranie probek krwi do badan genetycznych,
markerow fazy ostrej zapalnej i badanie kliniczne) odbyly sie tego samego dnia.
Badanie uzyskato zgode Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej
w Krakowie (protokot nr 2/KBL/OIL/2024). Wszyscy uczestnicy wyrazili pisemna,
swiadomg zgodg¢ na udziat w badaniu.

Grupa kontrolna zostata dopasowana do grupy badanej pod wzgledem pfci
i wieku, obejmowata 30 0sob, w tym 20 kobiet i 10 mezczyzn. Sredni wiek kobiet
w grupie kontrolnej wynosit 58,4 lat, a sredni wiek mezczyzn 62 lata. Probki krwi
pobrano od kobiet i mezczyzn grupy kontrolne;j.

Grupa badawcza sktadata si¢ z 21 kobiet i 10 mezczyzn, $redni wiek kobiet
wynosit 64 lata, a me¢zczyzn 69 lat. Pozytywny wywiad rodzinny w kierunku choréb
zapalnych stawow wystepowal u 8 kobiet i 10 mezczyzn. Wszyscy pacjenci byli leczeni
csDMARDs. Kroétkotrwata doustng terapi¢ glikokortykosteroidami zastosowano u 11
kobiet i 9 mezczyzn podczas rozpoczynania lub modyfikacji csDMARDs. Srednia
szybko$¢ sedymentacji erytrocytow (OB) przed rozpoczgciem leczenia w grupie kobiet
wynosita 44,1 mm/h [5-10 mm/h], podczas gdy w grupie m¢zczyzn wynosita 42 mm/h.
Sredni poziom biatka C-reaktywnego (CRP) przed rozpoczeciem leczenia w grupie
kobiet wynosit 33 mg/l [0-5 mg/l], podczas gdy w grupie mezczyzn wynosit 34 mg/l.
Sredni wynik DAS28 3 miesigce po rozpoczeciu leczenia wynosit 2 u kobiet i 2
u mezczyzn, co wskazuje na osiggnigcie remisji. Po rozpoczeciu leczenia
zaobserwowano réwniez istotny spadek parametrow zapalnych. W grupie kobiet $rednie
OB wynosito 15 mm/h, podczas gdy w grupie mezczyzn 11 mm/h. Sredni poziom CRP
u kobiet wynosit 6 mg/l, podczas gdy u mezczyzn 2 mg/l. Na podstawie kryteriow
DAS28 11 kobiet i 4 mgzczyzn osiagneto catkowita remisje, 6 kobiet i 6 mgzczyzn
osiggneto regresj¢ choroby, 2 kobiety skierowano na leczenie biologiczne z powodu

stabej odpowiedzi na csDMARD:s.
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7.3.2 Metody badawcze

7.3.2.1 Izolacja PBMC

Krew pobrang od pacjentdow zawieszano w probowkach z EDTA. Nastepnie
rozpoczeto izolacje PBMC (komorek jednojadrzastych krwi obwodowej). W tym celu
krew zawieszano w roztworze DPBS (DPBS, bez wapnia, bez magnezu, Gibco™ REF
14190-144) w stosunku 1:1, a nastepnie delikatnie nanoszono na roztwor Histopaque
(Histopaque®-1077, Sigma- Aldrich) w stosunku 1:2. Przygotowane probki
odwirowano, a nastepnie zebrano komorki zawieszone w interfazie. Po dwukrotnym
przemyciu otrzymanych komorek roztworem DPBS zliczono st¢zenie komorek i ich
zywotnos$¢. W tym celu zastosowano blekit trypanu (Trypan Blue #1450021, BioRad)
i licznik komorek (TC20TM Automated Cell Counter, BioRad).

7.3.2.2. Ekspresja genu

Krew pobrang na cytrynian sodu schtodzono, a nast¢gpnie wyizolowano RNA
przy uzyciu zestawu RiboPure™ RNA Purification Kit (AM1928). Stezenie probek
RNA zmierzono za pomoca czytnika mikroptytek SYNERGY Microplate firmy
BioTek. Nastepnym krokiem byto przeprowadzenie reakcji odwrotnej transkrypcji przy
uzyciu zestawu High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit przy stezeniu RNA 20
ng/ul. W kolejnym kroku przeprowadzono reakcje PCR w czasie rzeczywistym przy
uzyciu mieszanki TagMan Universal Master Mix II, testow ekspresji genow TagMan
Gene Expression Assays i wody wolnej od nukleazy EURx. Reakcj¢ gqPRC
przeprowadzono w systemie CFX Real-Time System firmy BioRad. Uzyskane wyniki
przeanalizowano, obliczajac wartosci Ct dla kazdego genu 1 wartosci ACt dla kazdego
genu, odpowiednio, przy uzyciu genu GAPDH jako genu odniesienia. Nastepnie

obliczono wartosci 2-ACt dla genow testowych.
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7.3.2.3 Indukcja apoptozy

W celu indukcji apoptozy przygotowano zawiesiny PBMC o st¢zeniu 1*106.
Kolejnym krokiem byto dodanie roztworu nadtlenku wodoru (roztwdr nadtlenku
wodoru, 216763 Sigma-Alrdich) w celu otrzymania zawiesiny komorek o stg¢zeniu
H202 wynoszagcym 50 uM/ml. Nastepnie komorki inkubowano na lodzie przez 20
minut. Po inkubacji komorki przemyto roztworem DPBS, aby zatrzymac dalszg

indukcje apoptozy przez nadtlenek wodoru.
7.3.2.4. Pomiar ste¢zenia kaspazy 3

Do pomiaru stezenia kaspazy 3 w zawiesinach komorkowych zastosowano
zestaw Caspase-3 Assay Kit (kolorymetryczny) (AB39401, Abcam) i postepowano
zgodnie z instrukcjami producenta. Pomiar absorbancji przeprowadzono przy uzyciu
Multiskan TM SkyHigh z ekranem dotykowym (REF A51119600 Thermo Scientific).

7.3.2.5 Pomiar metoda cytometrii przeplywowej

Do pomiaru poziomu apoptozy w komorkach zastosowano zestaw FITC
Annexin V Apoptosis Detection Kit 1 (556547, BD Pharmingen TM). Po
przeanalizowaniu procedur zalecanych przez producenta zostaly one zmienione. Po
odwirowaniu poczatkowej zawiesiny komorek, supernatant zlano, a komorki
zawieszono w 100 ul 1X roztworu wigzacego (nr sktadnika 51-66121E). Nastgpnie
dodano 5 pl aneksyny V FITC (nr sktadnika 51-65874X), po czym inkubowano przez
15 minut w temperaturze pokojowej, chronigc przed $wiattem. Po inkubacji dodano 1
ml 1X roztworu wigzacego (nr sktadnika 51-66121E) i wirowano przy 600 g przez 5
minut. Supernatant zlano, a komoérki zawieszono w 200 ml 1X roztworu wigzacego (nr
sktadnika 51-66121E), do ktérego dodano 5 pl jodku propidyny (PI) (nr sktadnika 51-
66211E). Tak przygotowane roztwory inkubowano przez 15 minut w temperaturze
pokojowej, chronigc przed $wiattem. Po inkubacji wykonano pomiary cytometryczne

przy uzyciu analizatora komorek ZE5 (BioRad).
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7.3.2.6 Test kometowy

Test kometowy przeprowadzono w warunkach zasadowych, zasadniczo zgodnie
z procedura Singha i in. [194] z pewnymi modyfikacjami [195]. Swiezo przygotowana
zawiesing komorek w 0,75% agarozie o niskiej temperaturze topnienia (UltraPure™
Low Melting Point Agarose, ThermoFisher) rozpuszczong w DPBS (DPBS, bez
wapnia, bez magnezu, Gibco™ REF 14190-144) umieszczono na szkietkach
mikroskopowych pokrytych wstepnie 0,5% normalnie topiacej si¢ agarozy (UltraPure™
Agarose, ThermoFisher). Komodrki nastgpnie poddano lizie przez 1 godzing
w temperaturze 4°C w buforze sktadajacym si¢ z 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 1%
Triton X-100, 10 mM Tris, pH 10. Po lizie szkietka umieszczono w urzadzeniu do
elektroforezy, DNA pozostawiono do rozwinigcia na 20 minut w roztworze
elektroforetycznym zawierajagcym 300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH > 13.
Elektroforeze prowadzono w temperaturze pokojowej przez 20 minut przy nat¢zeniu
pola elektrycznego 0,73 V/ecm (30 mA). Nastgpnie szkietka barwiono 2 pg/ml DAPI
i przykrywano szkietkami nakrywkowymi. Nastgpnie szkietka badano przy
powickszeniu 200x w mikroskopie fluorescencyjnym Eclipse (Nikon, Tokio, Japonia)
podiaczonym do kamery wideo COHU 4910 (Cohu Inc., San Diego, Kalifornia, USA)
podtaczonej do komputera z systemem do analizy obrazu Lucia-Comet (Laboratory

Imaging, Praga, Czechy).

7.4 Omowienie wynikow przedstawionych w powyzszej publikacji
7.4.1 Analiza statystyczna

Analizy statystyczne przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania Statistica 13.1
(StatSoft, Tulsa, OK, USA). Wyniki testu kometowego obliczono dla kazdego pacjenta,
zliczajac 100 losowo wybranych obrazow komet i obliczajac mediang warto$ci
procentowej DNA zawartego w ogonie. Dane dotyczace poziomu kaspazy 3 i odsetka
komorek w populacjach PBMC przedstawiono jako srednie = SEM (standardowy btad
sredniej) przeprowadzonych eksperymentow. Do oceny rozkltadu zmiennych
wykorzystano test Shapiro—Wilka, a analizg¢ statystyczng réznic pomiedzy grupami

danych przeprowadzono za pomocg testu U Manna—Whitneya (dla rozktadu innego niz
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normalny) zarowno dla pomiaru poziomu kaspazy 3, jak i odsetka badanych komorek w
PBMC. Za istotne statystycznie uznano wartosci p < 0,05 (* p < 0,05, ** p <0,01 1 ***
p <0,001).

7.4.2 Rezultaty
7.4.2.1 Pomiar odsetka zywych komorek

Pomiar odsetka zywych komoérek w wyizolowanych probkach PBMC nie
wykazal statystycznie istotnych réznic pomigdzy pacjentami z RZS i grupa kontrolng
(warto$¢ p = 0,3146). Sredni odsetek zywych komérek u chorych na RZS wynosit

odpowiednio 93%, a w grupie kontrolnej 94%.

7.4.2.2 Ekspresja genu

Analize ekspresji genu przeprowadzono dla czterech gendéw, w tym endogennego genu
kontrolnego GAPDH i trzech gendéw testowych, mianowicie elF2a, TP53 i BBC3.
Bioragc pod uwage mediang, stwierdzono, ze ekspresja elF2a, TP53 1 BBC3 (PUMA) we
krwi pacjentow z RZS byla istotnie zwigkszona w poréwnaniu z grupg kontrolng.
Wyniki przedstawiono na rycinie 1. Wartos¢ p dla genu elF2a wynosita 0,001903,
warto$¢ p dla genu BBC3 wynosita 0,007457 x 10-7, a wartos¢ p dla genu TP53
wynosita 0,002212.
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7.4.2.3 Test kometowy

Mikroskopowe obrazy uzyskane podczas analizy testu kometowego
przedstawiono na ryc. 2. Wyniki testu kometowego nie wskazujag na istotne
statystycznie réznice w odsetku DNA ogona w przypadku uszkodzen endogennych
(warto$¢ p = 0,11). Jednak u pacjentow z RZS odsetek DNA w ogonie po inkubacji
z nadtlenkiem wodoru byl o 37,78% wyzszy niz w grupie kontrolnej (warto$é

p=0,0003), ryc. 3.

RYCINA 2
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7.4.2.4 Pomiar stezenia kaspazy-3

Test aktywno$ci kaspazy-3 w zawiesinach komoérkowych nie wykazat
statystycznie istotnych rdéznic w przypadku testowania uszkodzen endogennych
(warto$¢ p = 0,3727). Jednakze statystycznie istotne réznice uszkodzen egzogennych
spowodowanych nadtlenkiem wodoru oszacowano mig¢dzy grupa badawcza 1 grupa
kontrolng, co odzwierciedla wyzsza aktywnos¢ kaspazy-3 w przypadku RZS (warto$¢ p
=0,0028). Na podstawie wynikow mozna obliczy¢, ze poziom kaspazy-3 byt o 40,17%
wyzszy u pacjentow z RZS niz w grupie kontrolnej w przypadku uszkodzen

egzogennych, ryc. 4.
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7.4.2.5 Pomiar apoptozy za pomoca cytometrii przeptywowej

W przypadku pomiaréw cytometrycznych wykazano statystycznie istotne
réznice w odsetku komorek w fazie wczesnej apoptozy 1 zdrowych komorek migdzy
grupg pacjentow z RZS a grupa kontrolng po ocenie uszkodzen egzogennych
wywotanych nadtlenkiem wodoru. Na poczatku nasze badanie nie wykazato
statystycznych roznic migdzy populacjami podczas badania uszkodzen endogennych
(zywe komorki — wartos¢ p = 0,7394, komoérki we wcezesnej fazie apoptozy — wartos¢ p

=0,6775 1 martwe komorki — wartos¢ p = 0,2121).

Jednakze ocena uszkodzen egzogennych nadtlenkiem wodoru wykazata, ze
odsetek zdrowych komorek byt wyzszy w grupie kontrolnej niz u pacjentow z RZS
(warto$¢ p = 0,0003), a odsetek komorek we wczesnej apoptozie byt wyzszy w
populacji z RZS niz w populacji kontrolnej (warto$¢ p = 0,0105). W przypadku odsetka
martwych komorek nie zaobserwowano statystycznie istotnych réznic migdzy obiema

populacjami (wartos¢ p = 0,5391). U pacjentow z RZS zaobserwowano wickszy
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o 40,23% odsetek komorek we wczesnej fazie apoptozy w pordwnaniu z grupa

kontrolna, ryc. 5.
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7.5 Dyskusja

Roéznorodnos¢ 1 podstgpnos¢ objawdw klinicznych chorych na RZS czgsto
skutkuje opdznieniem wizyty u reumatologa, a w konsekwencji pdZniejszym
rozpoznaniem 1 mniejszg skutecznoscig leczenia. W celu usprawnienia procesu
diagnozy Europejska Liga Przeciw Reumatyzmowi (EULAR) i American College of
Rheumatology (ACR) opublikowaty w 2010 roku zmodyfikowane kryteria klasyfikacji
objawow RZS. Mozna je podzieli¢ na cztery grupy: czas trwania objawdw, obecno$¢
markeréw ostrej fazy zapalnej: biatko C-reaktywne (CRP) lub szybkos¢ sedymentacji
erytrocytow (OB), badanie fizykalne stawow 1 wynik testu serologicznego - obecno$¢
serologicznych markeréw RZS: ACPA 1 RF. Kazdemu z nich przypisuje si¢
odpowiednig punktacj¢, a ostateczny wynik wynoszacy co najmniej 6 na 10 punktow
wskazuje na obecno$¢ RZS. Wynik ponizej 6 punktow uniemozliwia rozpoznanie RZS,
ale takiego pacjenta nalezy monitorowa¢ ze wzgledu na ryzyko pogorszenia obrazu
klinicznego 1 spelienie kryteriow rozpoznania RZS. Nalezy pamigtac, ze pacjent nie
musi wykona¢ wszystkich badan, aby zdiagnozowa¢ RZS. Przykladowo, niezaleznie od

wyniku badania serologicznego czy warto$ci markerow zapalnych ostrej fazy, przy
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wystarczajacej liczbie zajetych stawow i czasie trwania objawOw co najmniej 6 tygodni,

pacjent moze uzyskac 6 punktow wystarczajacych do postawienia diagnozy RZS [6].

Efektywno$¢ leczenia RZS uleglta znacznemu zwigkszeniu od momentu
wprowadzenia lekéw  modyfikujacych przebieg choroby (bDMARD) 1 lekow
biologicznych. Pod koniec XX wieku amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekow
zatwierdzita pig¢ inhibitoréw czynnika martwicy nowotworu o (TNFa), w tym
infliksymab 1 etanercept. Inhibitor CD80/86 1 inhibitor przeciwciata przeciwko
receptorowi interleukiny-6 (IL-6) sa réwniez dostgpne w handlu. W latach 2013-2020
zatwierdzono kolejnych pig¢ lekéw, w tym tofacytynib, baricytynib, peficitynib
1 upadacytynib, a co najwazniejsze inhibitor kinazy janusowej (JAK). Inhibitory JAK to
podawane doustnie zwigzki o niskiej masie czasteczkowej 1 jako jedyne zaliczane sg do
grupy celowanych lekow syntetycznych DMARD. Ponadto bDMARD maja zdolnos¢
wigzania i hamowania aktywnos$ci bialek zewnatrzkomdrkowych. W przeciwienstwie
do tego, inhibitor JAK ma dzialanie hamujace na wewnatrzkomoérkowa aktywno$¢
kinazy JAK. JAK bierze udziat w szlaku sygnatowym cytokin klasy I/1l, takich jak IL-2,
IL-6, czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow (GM-CSF),
erytropoetyna 1 interferon o (IFNa), ktére biorg udzial w odpowiedziach
immunologicznych 1 zapalnych. Inhibitor JAK wiaze si¢ z miejscem wigzania
adenozynotrifosforanu w sposob konkurencyjny, co powoduje hamowanie aktywnos$ci
enzymatycznej JAK, a zatem takze hamowanie aktywno$ci wspomnianych cytokin. Ta
zdolno$¢ odrdoznia je od bDMARD, ktore jako przeciwciala monoklonalne moga
hamowac¢ aktywno$¢ tylko jednej specyficznej cytokiny. Badania wykazaty role
niektorych cytokin typu I/Il w patofizjologii RZS. W szczegodlnosci podawanie
przeciwcial przeciwko receptorowi IL-6 lub przeciwciata przeciwko receptorowi GM-
CSF a powoduje poprawe stanu zdrowia pacjenta, w tym spadek poziomu biatka C-
reaktywnego 1 poprawe¢ w zakresie wizualnej skali analogowej bolu pacjenta (VAS).
Inne inhibitory wykazywaty ograniczong skuteczno$¢ lub skuteczno$¢ jedynie we
wczesnych stadiach choroby. Wyniki te pokazuja, ze pomimo coraz skuteczniejszego
leczenia chorych na RZS konieczne sg dalsze badania w celu opracowania nowych

terapii celowanych [196].
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W komorkach eukariotycznych jedna trzecia bialek jest syntetyzowana na
drodze wydzielniczej, ktoéra rozpoczyna si¢ od translokacji niesfaldowanych biatek
z cytozolu do zwigzanej z btong organelli zwanej retikulum endoplazmatycznym (ER).
W ER biatka wydzielnicze sa syntetyzowane, modyfikowane i faldowane, co pozwala
na osiggnigecie odpowiedniej konformacji [55,56] . Faldowanie biatek jest znacznie
bardziej podatne na btedy w poréwnaniu z replikacja, transkrypcja lub translacja DNA
[55]. Utrzymanie homeostazy ER jest niezbedne dla wtasciwej kontroli tego procesu,
a jego zaklocenie okresla si¢ mianem stresu ER. Przyczynami stresu ER moga by¢
niedotlenienie, infekcja wirusowa, niedobor Ca2+ lub zmiany w glikozylacji. Nastgpuje
wowczas akumulacja niesfaldowanych lub nieprawidlowo sfaldowanych biatek, ktorych
dalszy rozwdj jest blokowany przez szlak sygnalizacyjny zwany szlakiem odpowiedzi
na niesfatldowane biatko (UPR) [55]. Degradacja lizosomalna za posrednictwem UPR,
degradacja zwigzana z ER (ERAD) i autofagia zwigkszaja skuteczno$¢ usuwania
nieprawidlowo sfaldowanych biatek. Aby zatrzymaé¢ akumulacje¢ niesfaldowanych
biatek, zmniejsza si¢ transkrypcje biatek wydzielniczych. Ponadto zwigkszona synteza
faldaz i bialek opiekunczych skutkuje poprawa wydajnosci fatdowania biatek przez ER
[56,57].

W naszym poprzednim badaniu dowiedziono, ze stres ER, ktory przyczynia si¢
do aktywacji UPR, moze by¢ powigzany z RZS. StwierdziliSmy nadekspresje eiF2a
i PERK upacjentow z RZS [188]. Inne badania wykazaly, Zze u pacjentow ze
zdiagnozowanym RZS obserwuje si¢ podwyzszony poziom ekspresji eiF2a 1 PERK
w makrofagach i tkance maziowej [66]. Kolejny dowdd na aktywno$é UPR u pacjentow
z RZS pochodzi z badania Clavarino G. i wsp. W badaniu tym zaobserwowano
zwickszong ekspresj¢ GADD34, ktora bierze udzial w szlaku przekazywania sygnatu
PERK-elF2a-ATF4 i w tym przypadku badanym materiatem byty PBMC [63].

PERK jest biatkiem transbtonowym typu 1, ktore inicjuje odpowiedz stresowg ER
poprzez fosforylacje¢ podjednostki o eukariotycznego czynnika inicjacji translacji 2
(eIF2a) na serynie 51. Rezultatem jest zmniejszenie syntezy biatka, a tym samym
zmniejszenie ilosci biatka w ER [55,56]. elF2a jest odpowiedzialny za inicjowanie
translacji specyficznych fragmentow mRNA zawierajacych otwarte ramki odczytu

w ich regionach niepodlegajacych translacji [179]. Ekspresja jednego z nich
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w odpowiedzi na stres prowadzi do syntezy czynnika transkrypcyjnego ATFA4.
Odpowiada on za indukcje ekspresji gendéw bioragcych udzial w metabolizmie
aminokwasow, homeostazie redoks, autofagii i apoptozie. Udzial ATF4 w mechanizmie
sprz¢zenia zwrotnego prowadzi do defosforylacji elF2a [197]. Powoduje to wzrost
syntezy bialek poprzez aktywacje podjednostki regulacyjnej fosfatazy biatkowej 1
(PP1) GADD34. W warunkach stresu ER tworzy si¢ kompleks GADD34 z PPI, co
powoduje defosforylacj¢ elF2a. Ponadto istnieje rowniez konstytutywny represor
fosforylacji elF2a (CReP), ktéry dziata jako kofaktor PP1. Zarowno GADD34, jak
1 CReP biora udziat w aktywacji syntezy bialek po hamowaniu stresu ER [55].

Komorka  inicjuje = wewnatrzkomérkowa  sygnalizacje  apoptotyczna
w odpowiedzi na stres [198]. W przeciwienstwie do martwicy, ktora jest formg $mierci
komoérki wynikajaca z ostrego uszkodzenia, apoptoza jest procesem wysoce
regulowanym i kontrolowanym. Szlak wewnetrzny jest aktywowany przez sygnaly
wewnatrzkomorkowe generowane pod wptywem stresu i zalezy od uwolnienia biatek
z przestrzeni migdzybtonowej mitochondriow. Szlak zewnatrzpochodny jest
aktywowany przez ligandy zewnatrzkomorkowe wigzace si¢ z receptorami $mierci na
powierzchni komorki, co prowadzi do powstania kompleksu sygnalizacyjnego
indukujacego $mier¢ (DISC) [199]. Podczas wewngetrznej apoptozy cytochrom c jest
uwalniany z mitochondriéw poprzez dziatanie biatek BAX [200,201]. Po uwolnieniu
cytochrom ¢ wigze si¢ z czynnikiem aktywujacym proteazg apoptotyczng — 1 (Apaf-1),
ktory nastepnie wigze si¢ z prokaspaza-9, tworzac kompleks biatkowy znany jako
apoptosom. Apoptosom rozszczepia prokaspaze¢ do jej aktywnej formy kaspazy-9, ktéra
z kolei rozszczepia i aktywuje prokaspaze do kaspazy efektorowej-3 [202]. Zmiany te
powoduja kurczenie si¢ komorek, fragmentacje jadrowego DNA 1 rozpad mRNA.
Bialka proapoptotyczne BAX 1 BAK podczas stresu ER rowniez aktywujg kaspaze-3
1 indukuja tworzenie apoptosomow, odgrywaja zatem wazng rol¢ jako mediatory

apoptozy indukowanej stresem ER [203].

W naszym poprzednim badaniu badaliSmy poziom ekspresji mRNA z probek
krwi pacjentow z RZS, a takze badaliSmy geny zwigzane z odpowiedziag na
niesfaldowane biatko UPR przy uzyciu qPCR w czasie rzeczywistym. Stwierdzono, ze

poziomy ekspresji kinazy PERK 1 jej bezposrednio dziatajacego czynnika translacji
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elF2a, a takze proapoptotycznych genow ATF4 i BAX byly istotnie zwickszone we
krwi pacjentow z RZS w poréwnaniu z grupa kontrolng [188]. Aby potwierdzi¢ nasze
ustalenia, dodaliSmy nowe dane dotyczace markerow molekularnych stresu ER.
OkresliliSmy poziom ekspresji czynnika elF2a jako kluczowego markera stresu ER
1 czynnikéw apoptozy PUMA 1 TP53 jako wykonawcéw odpowiedzi na stres
komorkowy. W niniejszym badaniu warto$¢ p dla elF2a wynosita 0,001903, warto$¢ p
dla BBC3 (PUMA) wynosita 0,007457x10-7, a warto$¢ p dla genu TP53 wynosita
odpowiednio 0,002212. Sugeruje si¢, ze fosforylowany elF2a moze byc¢
odpowiedzialny za blokade translacji biatka na etapie inicjacji stresu ER. Co
najwazniejsze, wykazali$my zwickszony poziom elF2a, co potwierdzito zaleznos¢ tego
procesu od UPR. Mozna zatem wnioskowaé, ze skladniki szlaku sygnalowego

zaleznego od UPR zostaly aktywowane u pacjentow z RZS.

Nadekspresja modulatora apoptozy TP53 (PUMA), nazywanego rdwniez
sktadnikiem wigzacym Bcl-2 3 (BBC3), jest proapoptotycznym biatkiem kodowanym
przez gen BBC3 [204]. Jego ekspresja jest kontrolowana przez supresor nowotworu
TP53. Po aktywacji PUMA wchodzi w interakcje z biatkami antyapoptotycznymi, co
prowadzi do uwolnienia Bax, ktory nastepnie przekazuje sygnaty apoptotyczne do
mitochondriow. W naszych wczesniejszych badaniach ekspresje¢ Bax zidentyfikowano
jako wskaznik stresu ER u pacjentow z RZS [188] Dysfunkcja mitochondriow wyzwala
nastepnie kaskade kaspaz, co ostatecznie prowadzi do $mierci komorki [205]. Ostatnie
odkrycia dotyczace PUMA wskazuja, ze tlumienie stanu zapalnego wywotanego przez
makrofagi moze pomodc przywrdci¢ homeostazg blony maziowej, potencjalnie
zwiekszajac skutecznos$¢ terapii RZS [206].

Dodatkowe badania wykazaty, ze PUMA wchodzi w interakcje¢ z antyapoptotycznymi
biatkami rodziny Bcl-2, w tym Bcl-xL i Bcl-2, zapobiegajac ich powigzaniu
z proapoptotycznymi czgsteczkami Bak 1 Bax [207]. W naszym badaniu zbadali§my
réwniez ekspresje Bcl-2 w kontekscie stresu ER [188]. Gdy to hamowanie zostanie
zniesione, Bax ulega translokacji, wyzwalajac dysfunkcje mitochondriow, co z kolei
prowadzi do uwolnienia mitochondrialnych bialek apoptogennych, takich jak
cytochrom c i czynnik indukujacy apoptoze, AIF. Ta kaskada ostatecznie prowadzi do
aktywacji specyficznych kaspaz, w tym kaspazy-3, i promuje $mieré komorek [204].
Ze wzgledu na silne powinowactwo PUMA do biatek rodziny Bcl-2, inny proponowany
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mechanizm sugeruje, ze PUMA moze bezposrednio aktywowaé¢ Bax i/lub Bak,
prowadzac do multimeryzacji Bax, translokacji mitochondrialnej i pdzniejszej indukcji
apoptozy [194,195].

Kaspaza-3 to biatko kaspazy kodowane przez gen CASP3, odgrywajace
kluczowa rolg w apoptozie. Jest aktywowane zarowno poprzez zewngtrzne (ligand
$mierci), jak 1 wewnetrzne (mitochondrialne) $ciezki [55]. W zewngtrznej $ciezce
aktywacja inicjuje charakterystyczng kaskade kaspazy, w ktorej kaspaza-3 peni funkcje
kluczowego regulatora apoptozy [208]. W obrgbie wewnetrznej Sciezki mitochondrialny
cytochrom ¢ wchodzi w interakcje z kaspaza-9, czynnikiem aktywujacym apoptoze 1 -
Apaf-11 ATP, ulatwiajgc przetwarzanie prokaspazy-3 [209]. Ostatnie badania wykazaty
potencjat lagodzenia reumatoidalnego =zapalenia stawow poprzez hamowanie
aktywnosci kaspazy-3 indukowanej przez czynnik martwicy nowotworu [210].

W naszych pracach zbadali$my stres ER, oceniajac ekspresje czynnika inicjacji
eukariotycznej 2, kluczowego markera molekularnego hamowania translacji
w odpowiedzi UPR. elF2a jest kluczowym czynnikiem inicjacji niezbednym dla
wiekszosci form inicjacji translacji eukariotycznej. Istotne dowody sugeruja, ze
aktywacja szlakow sygnatowych UPR 1 pozniejsza fosforylacja elF2a odgrywaja
fundamentalng role¢ w regulacji UPR. Proces ten prowadzi do zmniejszenia ogolnej
syntezy biatek, jednoczesnie selektywnie promujgc translacje okreslonych mRNA,
w tym aktywujac czynnik transkrypcyjny ATF4 [211]. Ogdlnie rzecz bioragc, ATF4
reguluje szeroki zakres genow, ktore odgrywaja kluczowa rolg¢ w adaptacji komorek do
warunkow stresowych, ale podczas dlugotrwatego stresu ER, ATF4 moze réwniez
stymulowa¢ biatko CHOP, ktore odpowiada za inicjacj¢ kaskady apoptotycznej [212].
elF2 alfa wchodzi w interakcje z kinaza PERK, co powoduje aktywacje
proapoptotycznych cztonkéw rodziny Bel-2 przez szlak PUMA 1 aktywacje kaspazy-3
[213]. Kluczowa role w tym procesie odgrywa zalezna od mitochondriow
wewnatrzkomorkowa §$ciezka aktywacji apoptozy [214]. Wigkszo$¢ apoptozy
indukowanej przez PUMA zachodzi poprzez aktywacje bialka supresora nowotworu
TP53. TP53 jest stymulowane przez sygnaly zwigzane z przezyciem, takie jak
pozbawienie glukozy, co prowadzi do zwigkszonej ekspresji PUMA, odpowiedzi
powszechnie kojarzonej ze stresem ER [215]. Podwyzszone poziomy PUMA wyzwalaja

apoptoze¢ poprzez zaktocenie funkcji mitochondriow. Dodatkowe czynniki wyzwalajace
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zalezng od TP53 apoptoze obejmujg inhibitory proteasomu i inhibitory transkrypcji lub
translacji, ktore odgrywaja kluczowa role w zaleznej od UPR aktywacji [216,217].
Jednak apoptoza indukowana przez PUMA moze rowniez wystgpi¢ niezaleznie od
aktywacji TP53, inicjowana przez rozne czynniki, takie jak stres onkogenny [218],
dysfunkcja cytokin i kinaz, modulacja immunologiczna i zwigzana ze stresem ER
zaburzona roéwnowaga redoks [219]. W rezultacie stres ER zostal zbadany jako
potencjalna strategia terapeutyczna dla pacjentow z RZS [58].

Podczas gdy uszkodzenie DNA 1 fragmentacja jagdra moga byC¢ zwigzane
z indukcja apoptozy, w niniejszym badaniu udowodnilismy, ze komoérki PBMC od
pacjentow z RZS byly bardziej wrazliwe na uszkodzenia DNA wywotane nadtlenkiem
wodoru. Nie bylo réznic w odsetku DNA ogona migdzy grupa kontrolng a grupa badang
w przypadku endogennego uszkodzenia DNA (warto$¢ p = 0,11) mierzonego metoda
testu kometowego. Jednak u pacjentow, u ktorych apoptoza zostala wywolana
nadtlenkiem wodoru, odsetek DNA zawartego w ogonie byl o 37,78% wyzszy
u pacjentéw z RZS niz w grupie kontrolnej (wartos¢ p = 0,0003). Nastepnie, badajac
uszkodzenia egzogenne spowodowane nadtlenkiem wodoru, stwierdzono statystycznie
istotne réznice migdzy populacja pacjentow z RZS i grupa kontrolng (warto$¢ p =
0,0028). Na podstawie wynikdw obliczono, ze poziom kaspazy 3 jest o 40,17% wyzszy
u pacjentdw z RZS niz w grupie kontrolne;.

Poniewaz stwierdzono, ze komorki PBMC od pacjentow z RZS byly bardziej
wrazliwe na indukcj¢ apoptozy, nasze wyniki zostaly potwierdzone cytometrig
przeptywowa. Wykazano statystycznie istotne réznice w odsetku komorek w stadium
wczesnej apoptozy u pacjentow z RZS niz w grupie kontrolnej spowodowanej
nadtlenkiem wodoru. Ponadto odsetek zdrowych komorek byt wyzszy w grupie
kontrolnej niz u pacjentow z RZS, podczas gdy nie wykazano rdéznic w zywotnoS$ci
komorek w punkcie poczatkowym (bez nadtlenku wodoru). Oszacowalismy, ze odsetek
zdrowych komorek byl wyzszy w grupie kontrolnej niz w populacji z RZS (warto$¢ p =
0,0003) po inkubacji z nadtlenkiem wodoru. Najwazniejsze nasze dane potwierdzity
podwyzszong wrazliwo$¢ na indukcj¢ apoptozy u pacjentow z RZS o 40,23% wyzszy
odsetek komorek we wczesnej apoptozie niz w grupie kontrolnej (wartos¢ p = 0,0105).
W zwigzku z naszym badaniem mozna wysnu¢ wniosek, ze szlak PERK-elF2a UPR

moze wptywac na ekspresje ATF4, ktoéry odpowiada za aktywacje¢ translacji GADD34 1
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proapoptotycznego czynnika CCAAT/biatka wigzacego wzmacniacz (CHOP).
GADD34 kontroluje fosfatazg biatkowa 1 (PP1) w celu defosforylacji elF2a, tym
samym reaktywujac translacje mRNA [220]. PP1 jest specyficzny dla fosforylowanego
elF2a w warunkach stresu ER w obecnosci kofaktora, zwanego konstytutywnym
represorem fosforylacji el[F2a (CReP). CHOP stymuluje apoptoz¢ wywotlang stresem
ER ze wzgledu na swoja zdolno$¢ do modyfikowania receptora §mierci 5 (DRSY), biatek
rodziny GADD34 i Bcl-2, co powoduje wzrost syntezy biatek, a zatem wzrost liczby
btednie sfatdowanych biatek [197]. IREla jest rowniez klasyfikowany jako biatko
transbtonowe typu 1 zawierajagce domeng¢ endorybonukleazy i domene kinazy biatkowe;j
seryny/treoniny [56]. Bialko to jest obecne we wszystkich tkankach z wyjatkiem tkanki
$luzowej, w ktorej znajduje si¢ druga izoforma kinazy IRE1, zwana IRE1Ip [57].
Akumulacja nieztozonych bialek powoduje uwolnienie chaperonu ER BiP z domeny
luminalnej IREla, co prowadzi do jego aktywacji. UPR IREla poprzez aktywacje
szlaku sygnatowego TRAF2-JNK lub regulowanego rozpadu zaleznego od IREI1
(RIDD) jest zaangazowany w apoptoze¢ zalezng od kaspazy 8, zalezng od kaspazy 2 lub
zalezna od BAK/BAX. RIDD bierze réwniez udzial w regulacji biatka interakcji
tioredoksyny (TXNIP), co skutkuje stymulacja inflamasomu, kaspazy 1 i IL-1B,
prowadzac do stanu zapalnego 1 aktywacji apoptozy. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze
interakcja Ca2+ uwalnianego z ER poprzez receptor inozytolu 1,4,5-trifosforanu (IP3R)
z inhibitorem BAX 1 (BI-1) i biatkami GRINA obecnymi w ER powoduje zalezne od
BAK/BAX aktywacja apoptosomu i uwolnienie reaktywnych form tlenu
z mitochondrium [46] .

Wreszcie, nasze dane sugeruja, ze zaburzenie poziomu czynnikow zwigzanych
z apoptoza moze mie¢ wplyw na przezycie komorek PBMC u pacjentow z RZS,
prowadzac do przewleklego stanu zapalnego. Nasz zespot badawczy zbadat ekspresje
kolejnych gendéw apoptotycznych rodziny Bcl-2 zwigzanych ze szlakiem odpowiedzi
UPR 1 zaobserwowano ich podwyzszong ekspresj¢. Badania przeprowadzone przez
niezalezne zespoty wykazaly, zZe interleukina-17 zwigksza ekspresj¢ genow
apoptotycznych w synowiocytach od pacjentéw z RA, co wskazuje na potencjalng role
w przyszitej odpowiedzi prozapalnej [64,222]. Ogolnie rzecz biorac, rola indukcji
apoptozy w RZS wymaga dalszych badan, ale sugeruje si¢, ze zjawisko to moze by¢

zwigzane z zalezng od ER odpowiedzig na stres komorkowy [223].
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7.6 Wnioski

RZS jest jedna z najczestszych chorob autoimmunologicznych. Ze wzgledu na

roznorodno$¢ objawow, diagnoza pacjenta jest znacznie opdzniona, co wplywa na

wyniki leczenia. Dlatego tak wazne s3 badania majgce na celu identyfikacje

potencjalnych markerow diagnostycznych dla pacjentow z RZS [224]. Badanie

wykazato, ze :

szlak UPR moze wptywaé na apoptoze i rozwdj RZS.

czynniki  molekularne UPR  moga by¢ potencjalnymi  markerami
diagnostycznymi lub celami terapeutycznymi w stresie komoérkowym
zwigzanym z ER u pacjentow z RZS.

co prowadzi nie tylko do skrocenia procesu diagnostycznego, ale takze do
odkrycia potencjalnych celow terapeutycznych dla spersonalizowanych terapii,
dzigki zaleznym od UPR inhibitorom molekularnym,

konieczno$¢ prowadzenia dalszych badanh na poziomie molekularnym
u pacjentow z RZS celem wprowadzenia spersonalizowanych terapii

I innowacyjnych strategii leczenia RZS.
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8. Podsumowanie

Reumatoidalne zapalenie stawdw to najczestsza choroba zapalna stawow, ktora
dotyka 0,3 do 1,5 % populacji §wiata. Wedtug Swiatowej Organizacji Zdrowia szacuje
si¢ iz na RZS choruje ok. 18 milionéw 0s6b. Szczyt zachorowania przypada na 4 i 5
dekade zycia. Kobiety choruja trzy razy czesciej anizeli mezczyzni, a wiek
zachorowania u kobiet to zwykle wiek powyzej 50 roku zycia. Dodatni wywiad
rodzinny wielokrotnie zwigksza ryzyko wystapienia tej choroby. Klasyfikacja RZS
dokonywana jest w oparciu o kryteria ACR/EULAR 2010. Jakos¢ zycia chorych na
RZS oceniana jest za pomocg Skali AIMS-2. Etiologia RZS nie jest do konca znana,
jednak wieloosrodkowe badania wskazuja, ze na jej rozwdj maja wptyw takze czynniki
genetyczne. Dziedziczno$¢ RZS moze dochodzi¢ do 66 %. Istnieje zwigkszone ryzyko
rozwoju tej choroby u krewnych pierwszego stopnia, zas obecno$¢ choroby u rodzica
zwigksza ryzyko jej rozwoju u dziecka 2-5 razy. Zwiazek wielu genow ze zwickszonym
ryzykiem rozwoju choroby zostat ukazany przy pomocy sekwencjonowania genomu. W
naszym pierwszym badaniu przeprowadzono analize¢ ekspresji genow PERK, BCL-2,
elF2, ATF4 1 BAX we krwi pacjentow z RZS w porownaniu z osobami zdrowymi.
Degradacja zwigzana z reituculum endoplazmatycznym (ER) 1 odpowiedZ na
niesfatldowane biatka to dwa kluczowe mechanizmy kontroli jako$ci w komodrce. ERAD
odpowiada za usuwanie nieprawidtowo sfaldowanych biatek w ER w celu degradacji
proteasomow cytozolowych, podczas gdy UPR jest aktywowany w odpowiedzi na
akumulacje nieprawidlowo sfaldowanych biatek. Kiedy roéwnowaga pomigedzy
sfaldowanymi 1 niesfaldowanymi biatkami zostaje zachwiana powoduje to toksyczne
nagromadzenie nieprawidlowo sfaldowanych biatek, co prowadzi do przewlektego
stresu ER, w nastgpstwie ktorego zaczyna dominowaé nieprawidtowe funkcjonowanie
komorki. Komorki eukariotyczne reagujg na stres ER 1 akumulacje niesfaldowanych
biatek w siateczce srddplazmatycznej poprzez aktywacje odpowiedzi na niesfatdowane
biatka (UPR). Waznym przetwornikiem UPR u ssakow jest kinaza PERK, ktéra pod
wplywem stresu ER powoduje globalne ostabienie syntezy bialek za posrednictwem

fosforylacji elF2alfa. Synteza biatek w wigkszosci powraca do normy gdy pojawia si¢
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stres, co wyraznie wskazuje na proces adaptacji. Grupa genow, zwana adaptosomem ER
zostata indukowana transkrypcyjnie i1 unikngta represji translacyjnej w warunkach
przewlektego stresu ER. Komorki eukariotyczne z rozwinietym ER wyrazaja roézne
mRNA poddane translacji ER niz komorki normalne. Sugeruje to, ze powyzsze
czynniki 1 cechy zwigzane z ER moga uposledza¢ adaptacje do przewlektego stresu,
a tym samym zwigksza¢ ryzyko RZS. Oprocz swojego znaczenia w rozwoju
i funkcjonowaniu komoérek, UPR moduluje najwazniejsze choroby takie jak cukrzyca,
sttuszczenie watroby, choroba zapalna jelit, nowotwory jelit i inne. Wielokrotnie
sugerowano role stresu ER w etiologii RZS. Obecnie wiadomo, Zze udzial UPR u
pacjentow z RZS okazal si¢ znacznie istotniejszy i przyczynit si¢ do inicjacji choroby,
jej progresji i odpowiedzi na leczenie. Zgodnie z utrzymaniem stanu adaptacyjnego za
posrednictwem PERK w warunkach przewlektego stresu wiaczenie inhibitorow PERK
spowodowato powstanie duzych rozd¢¢ btony, ktére zwigzane sa z zaburzeniami
adaptosomu ER. Te wewnatrzkomoérkowe rozdecia stopniowo narastaty a komorki
piankowate ostatecznie obumieraly w sposob ktory zbiegl sie¢ z pekaniem wakuoli.
Jednakze, zgodnie z koncepcja, ze wewnatrzkomorkowe balonowanie jest oznakag
dysfunkcji ER a nie zaprogramowanej smierci komorki, odkryto ze wakuole powrdcity
do normalnej struktury ER i doskonale funkcjonujgcych komorek jesli stres zostal
usunigty wkrotce po pojawieniu si¢ nabrzmienia ER. Mechanizm $§mierci komorek za
posrednictwem dysfunkcji ER nazywany jest $miercig komoérek balonujacej siateczki
srodplazmatycznej (BERD). Zatem sposob w jaki adaptacja do przewlektego stresu ER
jest modulowana w komorkach RZS 1 to czy brak adaptacji moze zosta¢ wykorzystany
w leczeniu pacjentow z RZS za posrednictwem BERD, powinien sta¢ si¢ przedmiotem
dalszych badan w celu okre$lenia $ciezki odpowiedzi na niesfaldowane biatka jako
modulatora inicjacji, progresji i leczenia RZS. PERK realizuje swoje cele w sposob
zalezny od typu komorki i1 kontekstu fizjologicznego, np. PERK moze mie¢ zasadnicze
znaczenie dla progresji czerniaka z mutacja BRAF, ale odgrywa mniejsza role
w przypadku nowotworéw bez mutacji BRAF. PERK reguluje komorkowy redox
poprzez bezposrednia fosforylacje i aktywacje NRF2. PERK wchodzi w interakcje z
oscylacjami okotodobowymi poprzez indukcje¢ miRNA, ktory ttumi glowne geny
okotodobowe wplywajac na progresje chioniaka Burkitta. Dlatego tez zostaly

opracowane inhibitory PERK o wysokim powinowactwie. W laboratorium w ktérym
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prowadzone byly powyzsze badania zostaly takze opracowane specyficzne inhibitory
PERK do leczenia w chorobach neurodegeneracyjnych i jaskrze, zwane PERKI.
Skomplikowane procedury transkrypcji i translacji kontrolowane przez PERK sg
zacheta do dalszych badan nad réznymi typami tkanek, a tym samym kombinacjami
z innymi rodzajami lekow, aby modc oceni¢ jego role jako skutecznego celu
terapeutycznego. W powyzszych badaniach wzigto takze pod uwage niemoznosé
przetrwania komorki w warunkach dlugotrwatej represji translacyjnej, gdzie komorki
zaangazowane sg w mechanizmy homeostatyczne stopniowo przywracajace synteze
biatek podczas przewleklego stresu ER. Analiza transkryptomu i translatomu
specyficznego dla stresu w MEW poddanych dlugotrwatemu stresowi ER, umozliwita
zidentyfikowanie 567 genow, ktore byty indukowane na poziomie transkrypcji i ulegaty
translacji w warunkach przewlektych. Sposréd nich 35 koduje biatka, ktore dziataja
w ER w procesie faldowania biatek, glikozylacji, transportu i degradacji. Szlak
przetwarzania biatka ER obejmuje 141 genéw, a duzy podzbioér gendow w tej kategorii
ulega zwigkszeniu podczas adaptacji do przewleklego stresu ER. Zastosowanie PERKIi i
ustalenie przeprogramowania transkrypcyjnego i translacyjnego doprowadzito do 50%
zwigkszenia przesunigcia w mRNA poddanych translacji ER, co okre§lono przez
porownanie mRNA zwigzanego z polisomami do catkowitego mRNA. Od momentu
tych badan zostata stworzona koncepcja adaptosomu ER celem opisania grupy genow
indukowanych podczas przewleklego stresu ER. Glownym genem powigzanym
z patogeneza RZS jest gen PERK, ktéry bierze udzial w szlaku odpowiedzi na
niesfatldowane biatko. Badania wykazaty, ze ekspresja genow PERK jest zwigkszona
u pacjentéw z RZS, co prowadzi do zwigkszonej aktywacji szlaku UPR. Ten przewlektly
stres ER moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju i progresji RZS poprzez indukowanie
komorek zapalnych do uwalniania cytokin, co dodatkowo utrwala odpowiedZ zapalna.
Biorac pod uwagg role PERK w patogenezie RZS, naukowcy z wielu osrodkow badali
zastosowanie inhibitorow PERK jako potencjalnej opcji leczenia. Zatem wykazano, ze
hamowanie PERK zmniejsza wytwarzanie cytokin zapalnych i zmniejsza zapalenie
stawow w badanych zwierzgcych modelach RZS. Ponadto u pacjentow z RZS
obserwowano podwyzszong ekspresje genow zwigzanych z autofagia, w tym Beclin-1
co sugeruje potencjalny zwigzek miedzy stresem ER za posrednictwem PERK

a autofagia w patogenezie choroby. Podawanie GRP78/BiP, biatka zaangazowanego
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w szlak UPR przynosi potencjalne korzysci terapeutyczne w leczeniu RZS. Konieczne
sg dalsze badania umozliwiajace zrozumienie zlozonego zwigzku miedzy ekspresja

genu PERK a RZS.

Ponadto wieloosrodkowe badania dowiodty, ze fosforylacja eukariotycznego czynnika
inicjacji 2 (elF2) moze by¢ zdarzeniem krytycznym w regulacji syntezy biatek
i odgrywa¢ moze kluczowa role w odpowiedzi zapalnej. W RZS ekspresja genu elF2
bierze udzial w procesach zapalnych i proliferacyjnych choroby [225] Badania
pokazaty, iz ekspresja genu elF2 jest zwigkszona w fibroblastach maziowych RZS,
ktére to sa komodrkami wyscietajacymi stawy 1 przyczyniajacymi si¢ do stanu zapalnego
i niszczenia tkanki stawowej [226] Wright HL., Lyon M., Chapman EA., Moots RJ.,
Edwards SW.: Rheumatoid Arthritis Synovial Fluid Neutrophils Drive Inflammation
through Production of Chemokines, Reactive Oxygen Species, and Neutrophil
Extracellular Traps Front Immunol. 2021; 11: 584116. W wielu eksperymentach badano
korelacj¢ migedzy ekspresja genu RA 1 elF2. Wykazano, Ze u pacjentow z RZS ekspresja
genoéw kodujacych odpornos$¢ zalezng od cytokin, chemokin, jest r6zna w pordwnaniu
z osobami zdrowymi. Inne za$§ badania dowiodly, Ze rozszczepione ATF6, biatko
regulujace ekspresj¢ genu elF2, zwigksza ekspresj¢ gendw zwigzanych z odpowiedziag
zapalng w RZS [227]. Kolejnym genem powigzanym z rozwojem i progresja RZS jest
aktywujacy czynnik transkrypcyjny 4 (ATF4). Jest to czynnik transkrypcyjny bioracy
udzial w regulacji komorkowych odpowiedzi na stres 1 utrzymanie homeostazy
komorkowej [228]. Wartos¢ jego wazrasta w warunkach stresu ER [197].
W przeprowadzonym badaniu nad ekspresja gendw u pacjentow z RZS poziom ATF4
byt zwigkszony w blonie maziowej [201]. Powyzsze odkrycia wyraznie pokazaly iz
ATF4 bierze udzial w patogenezie RZS i1 moze stluzy¢ jako potencjalny biomarker
choroby, co pokazuje iz chociaz etiologia RZS nie jest doktadnie poznana w jego
rozwoju biorg udziat czynniki genetyczne i $rodowiskowe. W obliczu powyzszych
faktéw badania ostatnich lat skupiaja si¢ na roli apoptozy, a wigc programowanej
Smierci komorki w patogenezie RZS, a gen BAX okazat si¢ by¢ potencjalnym
czynnikiem przyczyniajacym si¢ do tej choroby. BAX jest genem proapoptycznym
ktory odgrywa kluczowa role w regulacji $mierci komoérek w roéznych chorobach
autoimmunologicznych [203,229]. Badania Hillbera i wspotpracownikéw pokazaly iz

dokonujac analizy ekspresji czasteczek zwigzanych z apoptoza w blonie maziowej
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pacjentow z RZS a wartoscig akceleratora apoptozy BAX byl on wyraznie wyzszy
u chorych z RZS anizeli w grupie kontrolnej [229]. Brak rownowagi w czasteczkach
zwigzanych z apoptoza przyczynia si¢ do przezycia autoreaktywnych limfocytow ktore
prowadza do przewleklego stanu zapalnego w blonie maziowej. Isomaki
i wspolpracownicy badali ekspresje genu  antyapoptycznego BCL-2 we Krwi
obwodowej, limfocytach plynu maziowego i tkankach maziowych pacjentéw z RZS.
Wyniki wykazaty, ze ekspresja BCL-2 nie byla zwickszona w limfocytach ani tkankach
maziowych pochodzacych od pacjentéow z RZS. Zauwazono mniejszg ekspresje BCL-2
co sugeruje, ze uposledzona apoptoza moze przyczyniaé si¢ do rozwoju RZS [222].
Ciekawym jest fakt, ze interleukina 17 zwigksza ekspresj¢ BCL-2 w synowiocytach w
RZS, co wskazuje na potencjalng rolg BCL-2 w odpowiedzi zapalnej w RZS [223].
Jednak rola ekspresji genu BCL-2 w rozwoju RZS nie jest doktadnie poznana. Uwaza
si¢ ze BCI-2 jest powiazany z regulacja syntezy bialka ERAD, ale zwigkszenie ekspresji
genu BAX moze by¢ powigzane z aktywacja UPR w odpowiedzi na akumulacje
nieprawidlowo sfaldowanych biatek podczas przewleklego stanu zapalnego u pacjentow
z RZS.

Badania wieloo$rodkowe ujawnily, ze geny UPR zwigzane z PERK u pacjentéw
podzielonych ze wzgledu na pte¢ okazaly si¢ wyzsze w poréwnaniu z grupa kontrolna,
zarOwno u mezczyzn jak 1 u kobiet, co wyraznie pokazuje, ze odpowiedZ na
niesfaldowane bialka to globalny proces zaangazowany w rozwdj RZS. Jak juz
wspomniatam patogeneza RZS nie jest w pelni poznana, jednak badania dowodza ze
nalezy uwzglednia¢ zlozonag interakcje UPR migdzy czynnikami genetycznymi
1 $rodowiskowymi. Konieczne jest prowadzenie dalszych badan nad skuteczno$cig

stosowania inhibitorOw PERK w leczeniu RZS.

Podsumowujgc, w oparciu o najnowsze dane literaturowe i wyniki uzyskane
W niniejszym badaniu, profilowanie ekspresji gendw dla odpowiedzi na niesfatdowane
biatka mozna uzna¢ za modulator ryzyka u pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem
stawow. Wreszcie mozna stwierdzi¢, ze ukierunkowanie sktadowych szlaku
sygnatowego UPR zaleznego od PERK za pomoca matoczasteczkowych inhibitorow

PERK moze przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych, innowacyjnych strategii leczenia
RZS.
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Nasze badania wykazaly rowniez, ze komoérki PBMC u pacjentéw z RZS byly
bardziej wrazliwe na indukcje apoptozy, a wyniki zostaly potwierdzone cytometrig
przeplywowa. Wykazano istotne statystycznie roznice w odsetku komorek w fazie
wczesnej apoptozy spowodowanej nadtlenkiem wodoru u chorych na RZS
w porOwnaniu z grupa kontrolng. Ponadto odsetek zdrowych komoérek byt wyzszy
w grupie kontrolnej niz u chorych na RZS, nie wykazano natomiast réznic
w zywotno$ci komorek w punkcie wyjscia (brak nadtlenku wodoru). Oszacowalismy, ze
po inkubacji z nadtlenkiem wodoru odsetek zdrowych komorek byt wyzszy w grupie
kontrolnej niz w grupie chorych z RZS (warto$¢ p = 0,0003). Co najwazniejsze, nasze
dane potwierdzity podwyzszong wrazliwo$¢ na indukcj¢ apoptozy u chorych na RZS .
U pacjentow z RZS odsetek komoérek we wczesnej apoptozie byt wyzszy o 40.23%

W poréwnaniu z grupg kontrolng (wartos¢ p = 0,0105).

Wreszcie, nasze dane sugeruja, ze zaktocenie poziomu czynnikow zwigzanych
Z apoptozg moze wplywac na przezycie komérek PBMC pacjentéw z RZS, prowadzac
do przewleklego stanu zapalnego. Nasz zespot badawczy zbadat ekspresje kolejnych
genoéw apoptotycznych rodziny Bcl-2 zwigzanych ze szlakiem odpowiedzi UPR
1 zaobserwowano ich podwyzszong ekspresj¢. Badania niezaleznych zespotow
wykazaly, Ze interleukina-17 zwigksza ekspresj¢ gendéw  apoptotycznych
w synowiocytach we krwi chorych na RZS, co wskazuje na jej potencjalng rolg
w przysztej odpowiedzi prozapalnej [64,222]. Ogolnie rzecz biorgc, rola indukcji
apoptozy w RZS wymaga dalszych badan, ale sugeruje si¢, ze zjawisko to moze by¢

powiazane z zalezng od ER odpowiedzig na stres komorkowy [223].
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9. Streszczenie w jezyku polskim

Tematem niniejszej pracy bylo profilowanie molekularnych markerow ryzyka
rozwoju reumatoidalnego zapalenia stawow. Moj obszar badawczy skupiat si¢ na
badaniu chorych z RZS i ocenie tej choroby na poziomie molekularnym. Jako lekarz
praktyk probowatam potaczy¢é cz¢$¢ kliniczng z obszarem badan na poziomie
molekularnym, réwniez nie pomijajac wykonywania badan laboratoryjnych, bedacych
takze, obok objawow klinicznych, podstawa do rozpoznania tejze choroby.
Przedmiotem mojego zainteresowania byla ocena poziomu ekspresji czynnikow
zwigzanych z odpowiedzig na stres komorkowy u chorych z RZS, ktéry w przysztosci
moze stanowi¢ podstawe do wyodregbnienia leczenia celowanego majacego znaczenie

innowacyjne w terapii tego schorzenia.

Podstawa powyzszej rozprawy doktorskiej jest cigg tematyczny trzech
artykulow (dwa artykuly opublikowane i jeden oczekujacy na publikacj¢), w ktorych
jako pierwszy autor, dokonuj¢ w jednym z nich przegladu czynnikéw epigenetycznych
1 Srodowiskowych zwigzanych z rozwojem ryzyka RZS, w dwoch kolejnych artykutach
oceniam molekularne czynniki ryzyka rozwoju RZS na podstawie przeprowadzonych
badan.

Reumatoidalne zapalenie stawow jest przewlekta, uktadowa,
autoimmunologiczng chorobg tkanki facznej, manifestujaca si¢ procesem zapalnym,
glownie w obrebie drobnych stawow rak i1 stop, prowadzaca do deformacji i trwatych
uszkodzen  stawow, atakze do jednoczesnych zmian wielonarzadowych,
niepetnosprawnosci 1 przedwczesnej $mierci. Zaleznie od obecnosci lub nieobecnosci
w surowicy autoprzeciwcial (czynnika reumatoidalnego w klasie IgM) 1/lub przeciwciat
przeciwko cytrulinowanym peptydom (ACPA) odr6znia si¢ serologicznie dodatnig albo
ujemng posta¢ choroby. Pomimo nowoczesnych metod diagnostyki i leczenia, takiego
jak leczenie biologiczne, immunosupresyjne, ktore w znacznym stopniu spowalnia
przebieg choroby, problem dotyczacy diagnostyki i1 leczenia chorych na RSZ jest wcigz
aktualny 1 dotyka duzej grupy pacjentow.

Czesto$¢ wystgpowania powyzszej choroby wynosi 0,1 do 0,5 % u oséb dorostych,

za$ szczyt zachorowania przypada na 4 i 5 dekade zycia. Kobiety chorujg trzy razy
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czesciej anizeli mezczyzni, a wiek zachorowania u kobiet to zwykle wiek powyzej 50
roku zycia. Dodatni wywiad rodzinny wielokrotnie zwigksza ryzyko wystapienia tej
choroby. Klasyfikacja RZS dokonywana jest w oparciu o kryteria ACR/EULAR 2010.
Etiologia RZS nie jest do konca znana, jednak wieloosrodkowe badania wskazuja, ze na

jej rozwoj majg wplyw czynniki genetyczne i srodowiskowe.

W przeprowadzonych badaniach analizie poddano ekspresje genow PERK, elF2,
BCL-2, ATF4, BAX, BBC3 (PUMA) i TP53 zwigzanych z odpowiedzig na bit¢dnie
sfaldowane biatka (ang. Unfolded Protein Response, UPR) oraz zaleznej od retikulum
endoplazmatycznego (ang. Endoplasmic Reticulum, ER) odpowiedzi apoptotycznej na
indukowany stres w jednojadrzastych komodrkach krwi obwodowej (ang. Peripheral
Blood Mononuclear Cells, PBMCs,) pozyskiwanych od pacjentéw 2z RZS,
w porownaniu z osobami zdrowymi. Podstawa badan bylo zatozenie, ze komorki
pacjentow reaguja na stres ER poprzez aktywacj¢ odpowiedzi na niesfatdowane biatka —
UPR, ktora moze stanowi¢ uzasadnienie dla poszukiwan molekularnych mechanizmow

ryzyka rozwoju RZS.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze czynniki ryzyka zwigzane z odpowiedzig na btednie
sfaldowane biatka - UPR moga upos$ledza¢ adaptacje¢ do przewleklego stresu ER, a tym
samym zwigksza¢ ryzyko RZS. Ponadto, UPR moduluje wiele choréb takich jak,
cukrzyca, sttuszczenie watroby, choroba zapalna jelit, choroby neurodegeneracyjne,
nowotwory 1 inne. Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu pokazuja, ze profilowanie
poziomu ekspresji genow szlaku UPR, moze posiada¢ zastosowanie w kierunku

efektywnej diagnostyki ryzyka wystgpowania RZS.

Przeprowadzone badania wykazaly rowniez, ze komorki PBMCs pacjentow z RZS
wykazujg wyzsza wrazliwo$¢ na indukcje apoptozy, co moze znaczaco wplywaé na
przebieg RZS, prowadzac do przewleklego stanu zapalnego. Jednoczesnie,
potwierdzono wzrost poziomu uszkodzen DNA zwigzany z indukcja apoptozy
w komorkach pacjentdw z reumatoidalnym zapaleniem stawdw. Dodatkowo, badania
potwierdzity podwyzszong ekspresje genow apoptotycznych z rodziny Bcl-2
zwigzanych ze szlakiem odpowiedzi UPR. Dlatego nalezy podkresli¢, ze szczegdlnie
rola indukcji apoptozy w RZS wymaga dalszych badan, ale uzyskane wyniki sugeruja,
ze zjawisko to moze by¢ powigzane z zalezng od ER odpowiedzig na stres komorkowy.
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Podsumowujac, uzyskane wyniki potwierdzaja wysoki potencjal diagnostyczny
markerow stresu ER zaleznych od szlaku sygnalowego odpowiedzi na btednie
sfaldowane biatka — UPR. Najwazniejsze jednak dla praktyki klinicznej jest to, ze
stvarza to mozliwosci projektowania molekularnych strategii terapeutycznych,
z wykorzystaniem niskoczgsteczkowych celowanych lekow szlaku UPR, co moze

przyczyni¢ si¢ istotnie do opracowania nowych, innowacyjnych metod leczenia RZS.
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10. Streszczenie w jezyku angielskim (SUMMARY)

The subject of my thesis is the profiling of the molecular risk markers of
rheumatoid arthritis.

Apart from the theory, the area of my research was focused on testing patients with
rheumatoid arthritis (RA) and the assessment of the disease on the molecular level. As
a practicioner, | was trying to combine the clinical section with the area of research on
the molecular level, not omitting the laboratory tests which, along with clinical

symptoms , are the basis of diagnosing the disease.

The area of my interest included the level of molecular tests in patients with RA,
which, in the future, may be the starting point for the isolation of a target treatment,

which, in turn, is of real innovative value in the therapy of the disease.

This doctoral thesis is based on a series of three articles where, as the author of the
first of them, I am making a review of some epigenetic and environmental factors which
contribute to the risk  development of rheumatoid arthritis, while in the other two
articles 1 am assessing the molecular risk factors of the development of RA on the basis

of the research | have made.

Rheumatoid arthritis is a chronic, systemic, autoimmune disease of the connective
tissue, manifested by the presence of inflammatory processes , most commonly in the
small joints of hands and feet. The disease leads to deformations and permanent damage
of joints as well as multiple organ changes, disability, and finally premature death. Two
forms of the disease, serologically positive or negative, are differentiated, depending on
the presence or absence of the autoantibody serum ( class IgM rheumatoid factor),
and/or against citrullinated peptides ( ACPA). In spite of the existence of numerous
diagnostic and therapeutic methods, such as biological treatment or immunosuppressive
therapy, various problems occur connected with the diagnostics and treatment of

patients with RA, and these affect a large group of patients.

In adults, the incidence of the disease ranges between 0,1 and 0,5%, with its peak

in the fourth and fifth decades of life. The morbidity in women is three times higher
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than in men, and it mainly occurs in women over 50 years of age. Positive family
history significantly increases the risk of being affected by rheumatoid arthritis. The
classification of RA is performed on the basis of the ACR/EULAR 2010 criteria.

The etiology of RA is not fully known, but numerous studies show that its

development is influenced by genetic and environmental factors.

In my research, | focused on the analysis of the PERK gene , BCL-2, elF2, ATF4
and BAX expression, which depends on ER response to protein unfolding and on
apoptotic response to cellular stress in the blood of RA patients in comparison to

healthy people.

The eukaryotic cells react to ER stress as well as the accumulation of unfolded
proteins in the endoplasmic reticulum through the activation of response to the protein
unfolding (UPR).

The obtained results suggested that risk factors and ER related features may disable
the adaptation to chronic stress, thus increase the risk of developing RA. Moreover,
UPR modulates some diseases, such as diabetes, liver steatosis, inflammatory bowel
disease, intestinal cancer, and many other. The results obtained in this study show, that
gene expression profiling for the response to protein unfolding may be considered a risk
modulator in patients with rheumatoid arthritis. It can also be stated that the orientation
of the PERK dependent UPR signal track components , by means of micromolecular
PERK inhibitors may contribute to the development of innovative treatment strategies
for RA.

The complicated, PERK controlled transcription and translation procedures are a
good encouragement to further continue the research on various tissue types and
combinations with other drugs in order to be able to evaluate its function as an effective

therapeutic goal.

Our studies have also shown that in patients with RA , the PBMC cells were more
sensitive to apoptosis induction, and that the disruption of the apoptosis related factor
level may influence the survival of PBMC cells in patients with RA, leading

consequently to the development of a chronic inflammatory condition.
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Our research team also studied the expression of consecutive apoptotic genes of
Bcl- family, connected with the UPR response path, and elevated expression of these

genes has been noted.

To sum up, it can be stated that the subject of the role of apoptosis induction in
rheumatoid arthritis requires further research, but the previous studies suggest that this

phenomenon may be related to ER dependent response to cellular stress.
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12. Inna dzialalno$é naukowa

Jestem lekarzem w trakcie specjalizacji z chorob wewnetrznych, ktora
odbywam w Oddziale Klinicznym Reumatologii, Immunologii i Chorob Wewng¢trznych
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie, gdzie zatrudniona jestem na stanowisku
lekarza rezydenta. Dodatkowo prowadze zajecia ze studentami anglojezycznymi w
ramach Szkoly Medycznej dla Obcokrajowcéw (Jagiellonian University Medical
College). Moje zainteresowania badawcze skupiaja si¢ gldéwnie na reumatologii,
zwlaszcza chorobach uktadowych tkanki tacznej, ich patofizjologii, diagnostyce i

leczeniu.

e Edukacja

wrzesien 2014 — czerwiec 2020 Kierunek Lekarski, studia jednolite magisterskie
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie

e  Aktywnos$¢ zawodowa

pazdziernik 2020- pazdziernik 2021 lekarz stazysta
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

styczen 2022- kwiecien 2022 mlodszy asystent- lekarz
O/K Reumatologii i Immunologii
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

styczen 2023- teraz lekarz rezydent
O/K Reumatologii, Immunologii i Choréb Wewnetrznych
Szpital Uniwersytecki w Krakowie

e Udzial w Kolach Naukowych

2017 — 2019 Studenckie Koto Naukowe przy Klinice Choréb Dzieci
Czlonek aktywny

2017 —2018 Studenckie Koto Naukowe Gastroenterologii Dzieciece]
Przewodniczacy, czlonek aktywny
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¢ Konferencje naukowe

Listopad 2023 Akademia Ukladu Ruchu. Diagnostyka i leczenie przewlekie oraz doraine
pacjentow 7 chorobami reumatycznymi —udziat bierny.

Listopad 2022 Akademia Uktadu Ruchu. Diagnostyka i leczenie przewlekle oraz doraine
pacjentow 7 chorobami reumatycznymi -udzial bierny.

Kwiecien 2018 ,,International Medical Students’ Conference Cracow”- udzial aktywny,
,, Clinical Manifestation of a Nevly Diagnosed Inflammatory Bowel Disease In Paediatric
Patients”
autorzy: Aleksandra Kucharska, Anna Bernacik, Agnieszka Grot, opiekun: Matgorzata Stadek
MD, PhD

Kwiecien 2018 Konferencja naukowo- dydaktyczna “Zycie bez gluten- aspekty praktyczne
diety w celiakii I innych chorobach glutenozaleinych” — czlonek komitetu organizacyjnego.
Konferencja organizowana przez Zaktadzi Zywienia Cztowieka z udziatem studentéw Wydziahu
Nauk o Zdrowiu i Wydziatu Lekarskiego .

Grudzien 2017 ,,Miedzynarodowa Konferencja Nauk Przyrodniczych i Medycznych. Mlodzi
Naukowcy, Doktoranci, Studenci”- udzial aktywny, ,,Cheilitis granulomatosa as an initial
presentation of Crohn’ s disease in a 15 year- old girl — a ” autorzy: Aleksandra Kucharska,
Anna Bernacik, opiekun: Malgorzata Stadek MD, PhD

Kwiecien 2016 ,Jakos¢ Zycia seniora”- udzial bierny. Konferencja organizowana przez
Katedre  Geriatrii, = Gerontologii i  Pracy  Socjalnej = Akademii  Ignatianum.

Maj 2016 ,,Ethical Aspects of Medical Science without Barriers” Conference- udzial bierny.
Konferencja organizowana przez Katedre Geriatrii, Gerontologii i Pracy Socjalnej Akademii
Ignatianum.

Wrzesien 2016 ,XII Krakowskie Dni Dializoterapii”- udzial bierny. Coroczna konferencja
organizowana przez fundacj¢ Amicus Reni.

e Streszczenia zjazdowe

Autorzy: Przemystaw A. Pgkala, Krzysztof Andrzej Tomaszewski, Ewa Mizia, Katarzyna A.
Kowalczyk, Grzegorz Taton, Aleksandra Kucharska, Jerzy Andrzej Walocha.

Tytul oryginalu: Anatomia kliniczna $ciggna Achillesa i jego peczkdéw w kontekscie chirurgii
rekonstrukcyjne;j.

Tytul catosci: W: XXXV Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Ortopedéw Wojska Polskiego,
Wroctaw, 10-12 maja 2018 roku.

Opis fizyczny: s. 60-61 : abstr.
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Jezyk publikacji: POL

Autorzy: Przemystaw A. Pgkala, Tomasz Rok, Anna Drzymata, Katarzyna A. Kowalczyk,
Aleksandra Kucharska, Wadim Wojciechowski, Grzegorz Taton, Krzysztof A[ndrzej]
Tomaszewski.

Tytul oryginalu: Model starzenia si¢ przyczepu ludzkiego $ciggna Achillesa.

Tytut catosci: W: XXXV Konferencja Naukowo-Szkoleniowa Ortopedoéw Wojska Polskiego,
Wroctaw, 10-12 maja 2018 roku.

Opis fizyczny: s. 58-59 : abstr.
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Czasopismo: Medtube Science
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Uwagi: International Conference of Natural and Medical Sciences: Young Scientists, PhD
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Tytul oryginalu: Migraine headaches are associated with variations in the circle of Willis:
evidence from a meta-analysis.
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e Kursy i szkolenia
6-7 maja 2023 Kurs USG stawow ,,Rusz gtowica”
e Wspélpraca z innymi podmiotami naukowymi

Centrum Badan Molekularnych Chorob Cywilizacyjnych MOLecoLAB w Lodzi — udziat
w prowadzonych badaniach naukowych dotyczacych choréb uktadowych tkanki tgcznej

Szpital Kliniczny Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie —
badania z zakresu etiopatogenezy i szeroko pojetej diagnostyki RZS

108


http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=P%EAkala+Przemys%B3aw+A+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Rok+Tomasz+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Drzyma%B3a+Anna+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Kowalczyk+Katarzyna+A+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Kucharska+Aleksandra+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Wojciechowski+Wadim+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Tato%F1+Grzegorz+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Tomaszewski+Krzysztof+Andrzej+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XXXV+Konferencja+Naukowo-SzkoleniowaOrtoped%F3w+Wojska+Polskiego+Wroc%B3aw+10-12+m
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XXXV+Konferencja+Naukowo-SzkoleniowaOrtoped%F3w+Wojska+Polskiego+Wroc%B3aw+10-12+m
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Kucharska+Aleksandra+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Bernacik+Anna+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=S%B3adek+Ma%B3gorzata+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=26&V_00=Medtube+Science+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Henry+Brandon+Michael+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Roy+Joyeeta+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Ramakrishnan+Piravin+Kumar+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Vikse+Jens+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Kucharska+Aleksandra+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Tomaszewski+Krzysztof+Andrzej+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=02&V_00=Walocha+Jerzy+Andrzej+
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XXXII+Zjazd+Polskiego+Towarzystwa+Anatomicznego+32nd+meeting+of+the+Polish+Ana
http://expertus.bm.cm-uj.krakow.pl/scripts/expertus.cgi?KAT=G%3A%2FappData%2FExpertus%2FExpertus_DB%2Fpar%2Fk%2F01%2F&FST=data.fst&FDT=data.fdt&ekran=ISO&lnkmsk=2&cond=AND&mask=2&F_00=06&V_00=XXXII+Zjazd+Polskiego+Towarzystwa+Anatomicznego+32nd+meeting+of+the+Polish+Ana

o Stypendia i staie

Pazdziernik 2018 — Luty 2019

Universita degli Studi di Roma ,Tor Vergata”  Rzym, Wiochy
Faculty of Medicine and Surgery , stypendium Erasmus.

Lipiec 2019

New England Baptist Hospital Boston, Stany Zjednoczone Chirurgia Rekonstrukcyjna
Stopy

Miesigczny staz naukowo- szkoleniowy

Opiekun: Kenneth M. Leavitt, DPM

109



13. Zgoda Komisji Bioetycznej
323/KBL/OIL/2021 z dnia 5 listopada 2021
2/KBL/OIL/2024 z dnia 29 lutego 2024

Zgody uzyskane na posiedzeniach Komisji, po zapoznaniu si¢ Komisji z wnioskiem i

wymaganymi dokumentami ztozonymi przez badacza.
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14. Oswiadczenia autorki dotyczace wkladu w powstale publikacje

111



(dane osobowe) (miejscowos¢ 1 data)

OSWIADCZENIE
Jako pierwszy autor publikacji:

,Gene Expression Profiling to Unfolded Proteins Response as a Risk Modulator of

Patients with Rheumatoid Arthritis”

os$wiadczam, iz w wyzej wymienionej pracy moj wktad w powstanie publikacji polegat
na: stworzeniu konceptu pracy, opracowaniu metodologii, dostarczeniu materiatu
klinicznego do wykonywanych badan, interpretacji uzyskanych wynikow, napisaniu

finalnej wersji manuskryptu. M9j udzial w realizacji pracy szacuje na 85 %.

(podpis)
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(dane osobowe) (miejscowosc¢ 1 data)

OSWIADCZENIE
Jako pierwszy autor publikacji:
wIndividual and molecular risk factors for the development of rheumatoid arthritis”

o$wiadczam, iz w wyzej wymieniowej pracy moj wktad w powstanie publikacji polegat
na: stworzeniu konceptu pracy, przegladzie i analizie dostepnej literatury krajowej i
zagranicznej, interpretacji indywidualnych i molekularnych czynnikéw ryzyka rozwoju
RZS, prébie stworzenia wnioskow dotyczacych zmniejszenia czynnikow ryzyka
wplywajacych na rozwdj powyzszej choroby, napisaniu finalnej wersji manuskryptu.

Mo¢j udziat w realizacji pracy szacuj¢ na 100 %.

(podpis)
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(dane osobowe) (miejscowos¢ i data)

OSWIADCZENIE
Jako pierwszy autor publikacji:

,,ER-dependent apoptotic response to cellular stress in patients with rheumatoid
arthritis”

os$wiadczam, iz w wyzej wymieniowej pracy moj wktad w powstanie publikacji polegat
na: stworzeniu konceptu pracy, opracowaniu metodologii, dostarczeniu materiatu
klinicznego do badan, dokonaniu analizy uzyskanych wynikéw i ich interpretacji z
przetozeniem na strong praktyczna, napisaniu finalnej wersji manuskryptu. Moj udziat

w realizacji pracy szacuj¢ na 85 %.

(podpis)

114



15
1

Ne)

10.

1

. PiSmiennictwo

. Fauci A.S., Langford C.A.: Harrison — Reumatologia. red. wyd. pol. Jacek Pazdur.
Lublin: Wydaw. Czelej, 2012.

. Ajeganova S., Huizinga TW.: Rheumatoid arthritis: Seronegative and seropositive RA:
alike but different?. Nat Rev Rheumatol 2015; 11(1): 8-9.

. Pfeil A., Oelzner P., Bottcher J. Jung C., Wolf G.: Reumatologia. Red. nauk. wyd. pol.
Samborski Wlodzimierz. Wroctaw: Wydaw. Edra Urban & Partner, 2019.

. Baczyk G., Koztowska K., Samborski W.: Jako$¢ zycia uwarunkowana stanem Zdrowia
chorych na reumatoidalne zapalenie stawow — przeglad piSmiennictwa. Forum
Reumatol. 2017; 3(4): 222-229.

. Loppenthin K., Esbensen B., Ostergaard M., Ibsen R., Kjellberg J., Jennum P.:
Morbidity and mortality in patients with rheumatoid arthritis compared with an ageand
sex-matched control population: A nationwide register study. J Comorb. 2019; 9:
2235042X19853484.

. Aletaha D., Neogi T., Silman AJ., Funovits J., Felson DT., Bingham CO 3rd., et al.:
Rheumatology/European League Against Rheumatism collaborative initia  tive.
Arthritis Rheum. 2010; 62(9): 2569-2581.

. Puszczewicz M., Grygiel-Gorniak B.: Diagnostyka reumatoidalnego zapalenia stawow.
Przegl Reumatol. 2018(2). Wyktady z reumatologii 2018. Program edukacyjny.

. Firestein GS., McInnes IB.: Immunopathogenesis of Rheumatoid Arthritis. Immunity.
2017; 46(2): 183-196.

. Smolen JS., Aletaha D., McInnes IB.: Rheumatoid arthritis. Lancet. 2016; 388(10055):

2023-2038.

Guo Q., Wang Y., Xu D., Nossent J., Pavlos NJ., Xu J.: Rheumatoid arthritis:
pathological mechanisms and modern pharmacologic therapies. Bone Res. 2018; 6:
15.

1. Rothhammer V., Quintana FJ.: The aryl hydrocarbon receptor: An environmental sensor

integrating immune responses in health and disease. Nat Rev Immunol. 2019; 19(3):

184-197.

12. Zhou L., Wang J., Gao J.: Aromatic hydrocarbon receptor provides a link between

smoking and rheumatoid arthritis in peripheral blood mononuclear cells: a

commentary. Clin Exp Rheumatol. 2020; 38(1): 172.

115



13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27

Hui W., Dai Y.: Therapeutic potential of aryl hydrocarbon receptor ligands derived
from natural products in rheumatoid arthritis. Basic Clin Pharmacol Toxicol. 2020;
126(6): 469-474.
Enginar AU., Nur H., Gilgil E., Kagar C.: Accelerated Nodulosis in a Patient With
Rheumatoid Arthritis. Arch Rheumatol. 2018; 34(2): 225-228.
Patatanian E., Thompson DF.: A review of methotrexate-induced accelerated nodulosis.
Pharmacotherapy. 2002; 22(9): 1157-62.
Zimmerman-Gorska I.: Reumatologia - postepy 2019/2020. Med Prakt. 2020; 7-8:
106-114.
Owlia MB., Newman K., Akhtari M.: Felty's Syndrome, Insights and Updates.
Open Rheumatol J. 2014; 8:129-136.
Wolfe F.: Comparative usefulness of C-reactive protein and erythrocyte sedimentation
rate in patients with rheumatoid arthritis. J Rheumatol. 1997; 24(8): 1477-1485.
Lin YJ., Anzaghe M., Schiilke S.: Update on the Pathomechanism, Diagnosis, and
Treatment Options for Rheumatoid Arthritis. Cells. 2020; 9(4): 880.
Pandolfi F., Franza L., Carusi V., Altamura S., Andriollo G., Nucera E.: Interleukin-6 in
Rheumatoid Arthritis. Int J Mol Sci. 2020; 21(15): 5238.
Gabay C.: Interleukin-6 and chronic inflammation. Arthritis Res Ther. 2006;
8(Suppl 2): S3.
Tanaka T., Narazaki M., Kishimoto T.: IL-6 in inflammation, immunity, and disease.
Cold Spring Harb Perspect Biol. 2014; 6(10): a016295.
Muskardin TLW., Niewold TB.: Type I interferon in rheumatic diseases.
Nat Rev Rheumatol. 2018; 14(4): 214-228.
Kopitar-Jerala N.: The Role of Interferons in Inflammation and Inflammasome
Activation. Front Immunol. 2017; 8: 873.
Kerlan-Candon S., Combe B., Vincent R., Clot J., Pinet V., Eliaou JF.: HLA-DRBI
gene transcripts in rheumatoid arthritis. Clin Exp Immunol. 2001; 124(1): 142-149.
Kgoebane K., Ally MMTM., Duim-Beytell MC., Suleman FE.: The role of imaging in
rheumatoid arthritis. SA J Radiol. 2018; 22(1): 1316.
. Steinbrocker O., Traeger Ch., Batterman RC.: Therapeutic criteria in rheumatoid

arthritis. J Am Med Assoc. 1949; 140(8): 659-662.

116



28

29

30

31.

32

33

34

35

36

37

38

39

. Sudot-Szopinska I., Kontny E., Maslinski W., Prochorec-Sobieszek M., Kwiatkowska

B., Zaniewicz-Kaniewska K., Warczynska A.: The pathogenesis of rheumatoid arthritis

in radiological studies. Part I: Formation of inflammatory infiltrates within the

synovial membrane. J Ultrason. 2012; 12(49): 202-213.

. do Prado AD., Staub HL., Bisi MC., da Silveira IG., Mendonca JA., Polido-Pereira J.,

Fonseca JE.;: Ultrasound and its clinical use in rheumatoid arthritis: where do we

stand? Adv Rheumatol. 2018; 58(1): 19.

. Majewski G., Marcot-Majewska A., Kotyla P.: Badanie obrazowe we wczesnym

reumatoidalnym zapaleniu stawdw. Reumatol. Forum 2018; 4(1): 45-51.

zapalenia stawow. Diagn Lab. 2011; 47(4): 431-438.

Jura-Pottorak A., Olczyk K.: Diagnostyka i ocena aktywnosci reumatoidalnego

. Cohen SB., Potter H., Deodhar A., Emery P., Conaghan P., Ostergaard M.: Extremity

magnetic resonance imaging in rheumatoid arthritis: Updated literature review.

Arthritis Care Res (Hoboken). 2011; 63(5): 660-665.

. Kim JY., Choi YY., Kim CW., Sung YK., Yoo DH.: Bone Scintigraphy in the Diagnosis

of Rheumatoid Arthritis: Is There Additional Value of Bone Scintigraphy with Blood

Pool Phase over Conventional Bone Scintigraphy? J Korean Med Sci. 2016; 31(4):

502-509.

. van Riel PL., Renskers L.: The Disease Activity Score (DAS) and the Disease Activity

Score using 28 joint counts (DAS28) in the management of rheumatoid arthritis.

Clin Exp Rheumatol. 2016; 34(5 Suppl 101): S40-S44.

. Futé G., Somogyi A., Szekanecz Z.: Visualization of DAS28, SDAI, and CDAI: the

magic carpets of rheumatoid arthritis. Clin Rheumatol. 2014; 33(5): 623-629.

. Massy-Westropp N., Ahern M., Krishnan J.: A visual analogue scale for assessment of

the impact of rheumatoid arthritis in the hand: validity and repeatability. J Hand Ther.

2005; 18(1): 30-33.

. Adcock IM., Mumby S.: Glucocorticoids. Handb Exp Pharmacol. 2017; 237: 171-196.

. Friedman B., Cronstein B.: Methotrexate mechanism in treatment of rheumatoid

arthritis. Joint Bone Spine. 2019; 86(3): 301-307.

. Chauhan K., Jandu J., Goyal A., Bansal P., Al-Dhahir M.: Rheumatoid Arthritis. 2021

Oct 7. In: StatPearls [Internet], Treasure Island (FL), StatPearls Publishing, 2021.

117



40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

Morris Al.: Gold salts in the treatment of rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 1980;
23(5): 615-616 .
Hatadyj., Sikora M., Felis-Giemza A., Olesinska M.: Antimalarials - are they effective
and safe in rheumatic diseases? Reumatologia. 2018; 56(3): 164-173.
Zimmermann-Goérska I.: Terapia w chorobach reumatycznych. Warszawa: PZWL
Wydaw Lek., 2018.
Wiland P., Morgiel E.: Inhibitory JAK - spojrzenie w przyszto§¢ farmakoterapii chorob
reumatycznych. Przegl Reumato.l 2018(2) Wyklady z reumatologii 2018. Program
edukacyjny.
Bullock J., Rizvi SAA., Saleh AM., Ahmed SS., Do DP., Ansari RA., Ahmed J.:
Rheumatoid Arthritis: A Brief Overview of the Treatment. Med Princ Pract. 2018;
27(6): 501-507.
Dérner T, Strand V., Cornes P., Gongalves J., Guléacsi L., Kay J., et al. : The changing
landscape of biosimilars in rheumatology. Ann Rheum Dis. 2016; 75(6): 974-982.
Hammond A.: Rehabilitation in rheumatoid arthritis: a critical review. Musculoskeletal
Care. 2004;2(3):135-151.
Wiland P.: Monitorowanie reumatoidalnego zapalenia stawow. Sktadowe parametry
stosowane w réznych kryteriach oceny. Przegl Reumatol. 2028; 2(20):11. Wyktady
z reumatologii 2018. Program edukacyjny.

Sokalska-Jurkiewicz M.: Kwestionariusze 1 inne narzedzia oceny zdrowia
w Reumatologii. Przegl Reumatol. 2008; 5(23): 6-7.
Zuk B., Ksigzopolska-Ortowska K.: Ochrona stawow w reumatoidalnym zapaleniu
stawow. Prawidlowe pozycje i1 sposoby ich zmiany. Reumatologia. 2009; 47(3):
116-122

Ksiezopolska-Ortowska K.: Postgpowanie rehabilitacyjne w reumatologii.
Reumatologia 2012; 50(2): 184-184 .
Llorente I, Garcia-Castafieda N., Valero C., Gonzéalez-Alvaro 1., Castafieda S.:
Osteoporosis in Rheumatoid Arthritis: Dangerous Liaisons. Front Med (Lausanne).
2020; 7: 601618.
Kavuncu V., Evcik D.: Physiotherapy in rheumatoid arthritis. MedGenMed. 2004;
6(2): 3.

118



53. Zuk B., Ksiezopolska-Ortowska K.: Ochrona stawéw w reumatoidalnym zapaleniu
stawow. Czynnosci dnia codziennego. Reumatologia. 2009; 47(4): 193-201.

54. Trieb K., Hofstaetter SG.: Treatment strategies in surgery for rheumatoid arthritis.
Eur J Radiol. 2009; 71(2): 204-210.

55. Hetz C., Zhang K., Kaufman RJ.: Mechanisms, regulation and functions of the
unfolded protein response. Nat Rev Mol Cell Biol. 2020; 21(8): 421-438.

56. Read A., Schréder M.: The Unfolded Protein Response: An Overview. Biology (Basel).
2021; 10(5): 384.

57. Kemp K., Poe C.. Stressed: The Unfolded Protein Response in T Cell Development,
Activation, and Function. Int J Mol Sci. 2019; 20(7): 1792.

58. Rahmati M., Moosavi MA., McDermott MF.: Stress: A Therapeutic Target in
Rheumatoid Arthritis? Trends Pharmacol Sci. 2018; 39(7): 610-623.

59. Qi L., Tsai B., Arvan P.: New Insights into the Physiological Role of Endoplasmic
Reticulum-Associated Degradation. Trends Cell Biol. 2017; 27(6): 430-440.

60. Gross A., Katz SG.: Non-apoptotic functions of BCL-2 family proteins. Cell Death
Differ. 2017; 24(8):1348-1358.

61. Perlman H., Georganas C., Pagliari LJ., Koch AE., Haines K 3rd., Pope RM.: Bcl-2
expression in synovial fibroblasts is essential for maintaining mitochondrial
homeostasis and cell viability. J Immunol. 2000; 164(10): 5227-5235.

62. Tsuyjimoto Y.: Role of Bcl-2 family proteins in apoptosis: apoptosomes or
mitochondria? Genes Cells. 1998; 3(11): 697-707.

63. Clavarino G., Adriouach S., Quesada JL, et al.: Unfolded protein response gene
GADD34 is overexpressed in rheumatoid arthritis and related to the presence of
circulating anti-citrullinated protein antibodies. Autoimmunity. 2016; 49(3): 172-178.

64. Cuda CM., Pope RM., Perlman H.: The inflammatory role of phagocyte apoptotic
pathways in rheumatic diseases. Nat Rev Rheumatol. 2016;12(9): 543-558.

65. Fransen J., van Riel PL.: The Disease Activity Score and the EULAR response criteria.
Clin. Exp. Rheumatol. 2005; 23(5 Suppl.39): S93-99.

66. Smolen JS., Landewé¢ RBM., Bergstra SA., Kerschbaumer A., Sepriano A., Aletaha D., et al.:
EULAR recommendations for the management of rheumatoid arthritis with synthetic and

biological diseasemodifying antirheumatic drugs: 2022 update. Ann Rheum Dis. 2023; 82(1):
3-18.

119



67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

Smolen JS., Aletaha D., Barton A., Burmester GR., Emery P., et al.: Rheumatoid arthritis. Nat
Rev Dis Primers. 2018; 4: 18001.
Grassi W., De Angelis R., Lamanna G., Cervini C.: The clinical features of rheumatoid
arthritis. Eur J Radiol 1998; 27(Suppl.1): S18-24.

Romao VC., Fonseca JE.: Etiology and Risk Factors for Rheumatoid Arthritis: A
Stateof- the-Art Review. Front Med (Lausanne). 2021; 8: 689698.
Wasserman A.: Rheumatoid Arthritis: Common Questions About Diagnosis and
Management. Am Fam Physician 2018; 97(7): 455-462.
Aletaha D., Smolen JS.: Diagnosis and Management of Rheumatoid Arthritis: A
Review. JAMA 2018; 320(13): 1360-1372.
Drosos AA., Pelechas E., Kaltsonoudis E., Voulgari PV.: Therapeutic Options and Cost-
Effectiveness for Rheumatoid Arthritis Treatment. Curr Rheumatol Rep 2020; 22(8):
44,
Hill J., Harrison J., Christian D., Reed J., Clegg A., Duffield S.J, Goodson N., Marson
T.: The prevalence of comorbidity in rheumatoid arthritis: a systematic review and
metaanalysis. Br J Community Nurs. 2022; 27(5): 232-241.
Straub RH., Dhabhar FS., Bijlsma JWJ., Cutolo M.: How psychological stress via
hormones and nerve fibers may exacerbate rheumatoid arthritis. Arth Rheum. 2005;
52(1): 16-26.
Sheen YH., Rolfes MC., Wi CI., Crowson CS., Pendegraft RS., King KS., Ryu E., Juhn
Y]J.: Association of asthma with rheumatoid arthritis: a population-based case-control
study. J Allergy Clin Immunol Pract. 2018; 6(1): 219-226.
Ford JA., Liu X., Chu SH., Lu B., Cho MH., Silverman EK., Costenbader KH.,
Camargo CA Jr., Sparks JA.: Asthma, chroni¢ obstructive pulmonary disease, and
subsequent risk for incident rheumatoid arthritis among women: a prospective cohort
study. Arthritis Rheumatol. 2020; 72(5): 704-713.
Kronzer VL., Westerlind H., Alfredsson L., Crowson CS., Nyberg F., Tornling G.,
Klareskog L., Holmqvist M., Askling J.: Respiratory diseases as risk factors for
seropositive and seronegative rheumatoid arthritis and in relation to smoking. Arthritis
Rheumatol. 2021; 73(1): 61-68.
Bergstrom U., Jacobsson LTH., Nilsson JA., Berglund G., Turesson C. : Pulmonary
dysfunction, smoking, socioeconomic status and the risk of developing rheumatoid

arthritis. Rheumatology. 2011; 50(11):2005-2013.
120



79.

80.

81.

82.

&3.

84.

85.

86.

87.

88.

9.

Friedlander HM., Ford JA., Zaccardelli A., Terrio A V., Cho MH., Sparks JA.:
Obstructive lung diseases and risk of rheumatoid arthritis. Expert Rev Clin Immunol.
2020; 16(1): 37-50.

Somers EC., Thomas SL., Smeeth L., Hall Al.: Are individuals with an autoimmune
disease at higher risk of a second autoimmune disorder? Am J Epidemiol. 2009;
169(6): 749-755.

Bengtsson C., Padyukov L., Kallberg H., Saevarsdottir S.: Thyroxin substitution and
the risk of developing rheumatoid arthritis; results from the Swedish population-based
EIRA study. Ann Rheum Dis. 2014; 73(6): 1096-100.

Liao KP., Gunnarsson M., Kéllberg H., Ding B., Plenge RM., Padyukov L., Karlson
EW., Klareskog L., Askling J., Alfredsson L.: Specific association of type 1 diabetes
mellitus with anti-cyclic citrullinated peptide-positive rheumatoid arthritis. Arthritis
Rheum. 2009; 60(3): 653-660.

Chen C-H., Wang KH., Lin HC., Chung SD.: Follow-up study on the relationship
between alopecia areata and risk of autoimmune diseases. J Dermatol. 2016; 43(2):
228-229.

Choi CW., Eun SH., Choi KH., Bae JM.: Increased risk of comorbid rheumatic
disorders in vitiligo patients: a nationwide population-based study. J Dermatol. 2017,
44(8):  909-913.

Wilson JC., Furlano RI., Jick SS., Meier CR.: Inflammatory bowel disease and the risk
of autoimmune diseases J Crohns Colitis. 2016; 10(2): 186-193.

Tseng CC., Chang SJ., Tsai WC., Ou TT., Wu CC., Sung WY., Hsieh MC., Yen JH.:
Increased incidence of rheumatoid arthritis in multiple sclerosis. Medicine. 2016;
95(26): €3999.

Chung WS., Lin CL.: Sleep disorders associated with risk of rheumatoid arthritis. Sleep
Breath. 2018; 22(4): 1083-1091.

Kang JH., Lin HC.: Obstructive sleep apnea and the risk of autoimmune diseases:
a longitudinal population-based study. Sleep Med. 2012; 13(6): 583-858.

Hsiao Y., Chen Y., Tseng C., Wu L., Lin W., Su VY., Perng DW., Chang S.C., Chen
YM., Chen TJ., Lee YC,. Chou KT.: Sleep disorders and increased risk of autoimmune
diseases in individuals without sleep apnea. Sleep. 2015; 38(4): 581-586.

121



90

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

Klein K., Karouzakis E., Gay S.: Rheumatoid arthritis and epigenetics. In: The
Epigenetics of Autoimmunity. Ed. Rongxin Zhang. London: Elsevier; 2018: p. 149-
166.
Cutolo M., Seriolo B., Villagio B., Pizzorni C., Craviotto C., Sulli A.: Androgens and
estrogens modulate the immune and inflammatory responses in rheumatoid arthritis.
Ann N'Y Acad Sci. 2002; 966: 131-142.
Straub RH.: The complex role of estrogens in inflammation. Endocr Rev. 2007; 28(5):
521-574.
Alpizar-Rodriguez D., Pluchino N., Canny G., Gabay C., Finckh A.: The role of female
hormonal factors in the development of rheumatoid arthritis. Rheumatology. 2017;
56(8): 1254-1263.
Pikwer M., Bergstrom U., Nilsson JA., Jacobsson L., Turesson C.: Early menopause is
an independent predictor of rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2012; 71(3): 378-
381.
Bengtsson C., Malspeis S., Orellana C., Sparks JA., Costenbader KH., Karlson EW.:
Association between menopausal factors and the risk of seronegative and seropositive
rheumatoid arthritis: results from the nurses' health studies. Arthritis Care Res. 2017;
69(11): 1676-1684.
Silman A., Kay A., Brennan P.: Timing of pregnancy in relation to the onset of
rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 1992; 35(2): 152-515.
Chen JY., Ballou SP.: The effect of antiestrogen agents on risk of autoimmune disorders
in patients with breast cancer. J] Rheumatol. 2015; 42(1): 55-59.
Caprioli M., Carrara G., Sakellariou G., Silvagni E., Scire CA.: Influence of aromatase
inhibitors therapy on the occurrence of rheumatoid arthritis in women with breast
cancer: results from a large population-based study of the Italian society for
rheumatology. RMD Open. 2017; 3(2): e000523.
Straub RH., Cutolo M.: Involvement of the hypothalamic-pituitary-adrenal/gonadal
axis and the peripheral nervous system in rheumatoid arthritis. Arthritis Rheum. 2001;
44(3): 493-507.
Pongratz G., Straub RH.: Role of peripheral nerve fibres in acute and chroni

inflammation in arthritis. Nat Rev Rheumatol. 2013; 9(2): 117-126.

122



101. Gudbjornsson B., Skogseid B., Oberg K., Wide L., Hallgren R.: Intact
adrenocorticotropic hormone secretion but impaired cortisol response in patients with
active rheumatoid arthritis. Effect of glucocorticoids. J Rheumatol. 1996; 23(4):
596-602.

102. Straub RH., Paimela L., Peltomaa R., Scholmerich J., Leirisalo-Repo M.: Inadequately
low serum levels of steroid hormones in relation to interleukin-6 and tumor necrosis
factor in untreated patients with early rheumatoid arthritis and reactive arthritis.
Arthritis Rheum. 2002; 46(3): 654-662.

103. Lee YH., Bae SC.: Vitamin D level in rheumatoid arthritis and its correlation with the
disease activity: a meta-analysis. Clin Exp Rheumatol. 2016; 34(5): 827-833.

104. Bragazzi NL., Watad A., Neumann SG., Simon M., Brown SB., Abu Much A., Harari
A., Tiosano S., Amital H., Shoenfeld Y.: Vitamin D and rheumatoid arthritis: an
ongoing mystery. Curr Opin Rheumatol. 2017; 29(4): 378-388.

105. Jeffery LE., Raza K., Hewison M.: Vitamin D in rheumatoid arthritis - towards clinical
application. Nat Rev Rheumatol. 2016; 12(4): 201-210.

106. Lee YH., Bae SC.: Vitamin D level in rheumatoid arthritis and its correlation with the
disease activity: a meta-analysis. Clin Exp Rheumatol. 2016; 34(5): 827-833.

107. Neumann E., Frommer KW., Vasile M., Muller-Ladner U.: Adipocytokines as driving
forces in rheumatoid arthritis and related inflammatory diseases? Arthritis Rheum.
2011; 63(5): 1159-1169.

108. McTiernan A., Wu L., Chen C., Chlebowski R., Mossavar-Rahmani Y., Modugno F., et
al. : Relation of BMI and physical activity to sex hormones in postmenopausal
women. Obesity. 2006; 14(9): 1662-1677.

109. Van Halm VP., Nielen MMJ., Nurmohamed MT., Van Schaardenburg D., Reesink HW.,
Voskuyl AE., et al.: Lipids and inflammation: serial measurements of the lipid profile
of blood donors who later developed rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2007;
66(2): 184-188.

110. Jick SS., Choi H., Li L., Mclnnes IB., Sattar N.: Hyperlipidaemia, statin use and the
risk of developing rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2009; 68(4): 546-551.

111. Aho K., Koskenvuo M., Tuominen J., Kaprio J.: Occurrence of rheumatoid arthritis in a

nationwide series of twins. J Rheumatol. 1986; 13(5): 899-902.

123



112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

Svendsen AJ., Kyvik KO., Houen G., Junker P., Christensen K., Christiansen L.,
Nielsen C., Skytthe A., Hjelmborg JV.: On the origin of rheumatoid arthritis: the
impact of environment and genes - a population based twin study. PLoS ONE. 2013;
8(2): e57304.

Frisell T., Holmqvist M., Kallberg H., Klareskog L., Alfredsson L., Askling J.: Familial
risks and heritability of rheumatoid arthritis: role of rheumatoid factor/anticitrullinated
protein antibody status, number and type of affected relatives, sex, and age.
Arthritis Rheum. 2013; 65(11): 2773-2782
Somers EC., Antonsen S., Pedersen L., Sorensen HT.: Parental history of lupus and
rheumatoid arthritis and risk in offspring in a nationwide cohort study: does sex
matter? Ann Rheum Dis. 2013; 72(4):528-529.

Hemminki K., Li X., Sundquist J., Sundquist K.: Familial associations of rheumatoid
arthritis with autoimmune diseases and related conditions. Arthritis Rheum. 2009;
60(3): 661-668.

MacGregor AJ., Snieder H., Rigby AS., Koskenvuo M., Kaprio J., Aho K., Silman AJ.:
Characterizing the quantitative genetic contribution to rheumatoid arthritis using data
from twins. Arthritis Rheum. 2002; 43(1): 30-37.

Okada Y., Wu D., Trynka G., Raj T., Terao C., Ikari K., et al.: Genetics of rheumatoid
arthritis contributes to biology and drug discovery. Nature. 2014; 506(7488): 376-381
Okada Y., Eyre S., Suzuki A., Kochi Y., Yamamoto K.: Genetics of rheumatoid arthritis:

2018 status. Ann Rheum Dis. 2019; 78(4): 446-453.

Deighton CM., Walker DJ., Griffiths ID., Roberts DF.: The contribution of HLA to
rheumatoid arthritis. Clin Genet. 1989; 36(3): 178-182.

Zanelli E., Breedveld F., de Vries RR.: Hla class II association with rheumatoid
arthritis. Hum Immunol. 2000; 61(12): 1254-1261.

Meyer JM., Evans TI., Small RE., Redford TW., Han J., Singh R, Moxley G.: HLA-
DRBI1 genotype influences risk for and severity of rheumatoid arthritis. J Rheumatol.
1999; 26(5): 1024-1034.

Gorman JD., Criswell LA.: The shared epitope and severity of rheumatoid arthritis.
Rheum Dis Clin North Am. 2002; 28(1): 59-78.

124



123. Turesson C., Weyand CM., Matteson EL.: Genetics of rheumatoid arthritis: is there
a pattern predicting extraarticular manifestations? Arthritis Care Res. 2004; 51(5):
853-863.

124. Plenge RM., Padyukov L., Remmers EF., Purcell S., Lee AT., Karlson EW., Wolfe F.,
Kastner DL., Alfredsson .L, Altshuler D., Gregersen PK., Klareskog L., Rioux JD.:
Replication of putative candidate-gene associations with rheumatoid arthritis in>4,000
samples from north america and sweden: association of susceptibility with PTPN22,
CTLAA4, and PADI4. Am J Hum Genet. 2005; 77(6): 1044-60.

125. Remmers EF., Plenge RM., Lee AT., Graham RR., Hom G., Behrens TW., at al.: STAT4
and the risk of rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus. N Engl J Med.
2007; 357(10): 977-986.

126. Plenge RM., Seielstad M., Padyukov L., Lee AT., Remmers EF., Ding B., et al.:
TRAF1-C5 as a risk locus for rheumatoid arthritis-a genomewide study. N Engl J
Med. 2007; 357(12): 1199-209.

127. Zhernakova A., Alizadeh BZ., Bevova M., van Leecuwen MA., Coenen MIJ., Franke B.,
et al.: Novel association in chromosome 4q27 region with rheumatoid arthritis and
confirmation of type 1 diabetes point to a general risk locus for autoimmune diseases.
Am J Hum Genet. 2007; 81(6): 1284-1288.

128. Raychaudhuri S., Remmers EF., Lee AT., Hackett R., Guiducci C., Burtt NP., et al.:
Common variants at CD40 and other loci confer risk of rheumatoid arthritis. Nat
Genet. 2008; 40(11): 1216-1223.

129. Barton A., Thomson W., Ke X., Eyre S., Hinks A., Bowes J., Plant D., Gibbons LJ.,
et.al.: Rheumatoid arthritis susceptibility loci at chromosomes 10pl5, 12ql13 and
22q13. Nat Genet. 2008; 40(10): 1156-1159.

130. Thomson W., Barton A., Ke X., Eyre S., Hinks A., Bowes J., et al.: Rheumatoid arthritis
association at 6q23. Nat Genet. 2007; 39(12): 1431-1433.

131. Stahl EA., Raychaudhuri S., Remmers EF., Xie G., Eyre S., Thomson BP., et al.:
Genome-wide association study meta-analysis identifies seven new rheumatoid
arthritis risk loci. Nat Genet. 2010; 42(6): 508-514.

132. Raychaudhuri S., Remmers EF,. Lee AT., Hackett R., Guiducci C., Burtt NP., et al.:
Common variants at CD40 and other loci confer risk of rheumatoid arthritis. Nat

Genet. 2008; 40(10): 1216-1223.

125



133. Nemtsova MV, Zaletacv DV, Bure 1V, Mikhaylenko DS, Kuznetsova EB, Alekseeva
EA, et al.: Epigenetic changes in the pathogenesis of theumatoid arthritis. Front Genet.
2019; 10: 570.

134. Vicente R., Noel D., Pers YM., Apparailly F., Jorgensen C.: Deregulation and
therapeutic potential of microRNAs in arthritic diseases. Nat Rev Rheumatol. 2016;
12(4): 211-220.

135. Liu Y., Aryee MJ., Padyukov L., Fallin M.,, Hesselberg E., Runarsson A., et al.:
Epigenome-wide association data implicate DNA methylation as an intermediary of
genetic risk in rheumatoid arthritis. Nat Biotechnol. 2013; 31(2): 142-147.

136. Frank-Bertoncelj M., Trenkmann M., Klein K., Karouzakis E., Rehrauer H., Bratus A.,
et al.: Epigenetically-driven anatomical diversity of synovial fibroblasts guides
jointspecific fibroblast functions. Nat Commun. 2017; 8: 14852.

137. Ai R., Hammaker D., Boyle DL., Morgan R., Walsh AM., Fan S., et al.: Joint-specific
DNA methylation and transcriptome signatures in rheumatoid arthritis identify distinct
pathogenic processes. Nat Commun. 2016; 7: 11849.

138. Clemente JC., Manasson J., Scher JU.: The role of the gut microbiome in systemic
inflammatory disease. BMJ. 2018; 360: j5145.

139. Guerreiro CS., Calado A., Sousa J., Fonseca JE.: Diet, microbiota, and gut
permeability: the unknown triad in rheumatoid arthritis. Front Med. 2018; 5: 349.

140. Mazzucca CB., Raineri D., Cappellano G., Chiocchetti A.: How to Tackle the
Relationship between Autoimmune Diseases and Diet: Well Begun Is Half-Done.
Nutrients 2021; 13(11): 3956.

141. Linos A., Kaklamanis E., Kontomerkos A., Koumantaki Y., Gazi S., Vaiopoulos G, et
al.: The effect of olive oil and fish consumption on rheumatoid arthritis-a case control
study. Scand J Rheumatol 1991; 20(6): 419-426.

142. Johansson K., Askling J., Alfredsson L., Di Giuseppe D., EIRA study group.
Mediterranean diet and risk of rheumatoid arthritis: a population-based case-control
study. Arthritis Res Ther 2018; 20(1): 175.

143. Feng X., Xu X., Shi Y., Liu X., Liu H., Hou H., et al.: Body Mass Index and the Risk of
Rheumatoid Arthritis: An Updated Dose-Response Meta-Analysis. Biomed Res Int
2019; 2019: 3579081.

126



144.

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

Malmstrom V., Catrina Al., Klareskog L.: The immunopathogenesis of seropositive
rheumatoid arthritis: from triggering to targeting. Nat Rev Immunol. 2017; 17: 60-75.

Kallberg H., Ding B., Padyukov L., Bengtsson C., Ronnelid .J, Klareskog L., et al.:
Smoking is a major preventable risk factor for rheumatoid arthritis: estimations of

risks after various exposures to cigarette smoke. Ann Rheum Dis. 2011; 70: 508-511.

Costenbader KH., Feskanich D., Mandl LA., Karlson EW.: Smoking intensity, duration,
and cessation, and the risk of rheumatoid arthritis in women. Am J Med. 2006; 119(6):
503-511.

Sugiyama D., Nishimura K., Tamaki K., Tsuji G., Nakazawa T., Morinobu A., et al.:
Impact of smoking as a risk factor for developing rheumatoid arthritis: a meta-analysis
of observational studies. Ann Rheum Dis. 2010; 69(1): 70-81.

Parks CG., D'Aloisio AA., DeRoo LA., Huiber K., Rider LG., Miller FW., et al.:
Childhood socioeconomic factors and perinatal characteristics influence development
of rheumatoid arthritis in adulthood. Ann Rheum Dis. 2013; 72(3): 350-356.

Jaakkola JJ., Gissler M.: Maternal smoking in pregnancy as a determinant of
rheumatoid arthritis and other inflammatory polyarthropathies during the first 7 years
of life. Int J Epidemiol. 2005; 34(3): 664-671.

Yoshida K., Wang J., Malspeis S., Marchand N., Lu B., Prisco LC., et al.: Passive
smoking throughout the life course and the risk of incident rheumatoid arthritis in
adulthood among women. Arthritis Rheumatol. 2021; 73(12): 2219-2228.

Seror R., Henry J., Gusto G., Aubin H., Boutron-Ruault M-C., Mariette X.: Passive
smoking in childhood increases the risk of developing rheumatoid arthritis.
Rheumatology. 2019; 58(7): 1154-1162.

Klareskog L., Stolt P., Lundberg K., Kallberg H., Bengtsson C., Grunewald J, et al.: A
new model for an etiology of rheumatoid arthritis: smoking may trigger HLA-DR
(shared epitope)-restricted immune reactions to autoantigens modified by
citrullination. Arthritis Rheum. 2006; 54(1):38-46.

Chang K., Yang SM., Kim SH., Han KH., Park SJ., Shin JI.: Smoking and rheumatoid
arthritis. Int J Mol Sci 2014; 15(12): 22279-22295.

Lu B., Solomon DH., Costenbader KH., Karlson EW.: Alcohol consumption and risk of
incident rheumatoid arthritis in women: a prospective study. Arthritis Rheumatol 2014;

66(8): 1998-2005.

127



155.

156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

Di Giuseppe D., Alfredsson L., Bottai M., Askling J., Wolk A.: Long term alcohol
intake and risk of rheumatoid arthritis in women: a population based cohort study.
BMJ 2012; 345: e4230.
Scott IC., Tan R., Stahl D., Steer S., Lewis CM., Cope AP.: The protective effect of
alcohol on developing rheumatoid arthritis: a systematic review and meta-analysis.
Rheumatology (Oxford) 2013; 52(5): 856-867.
Hedstrom AK., Hossjer O., Klareskog .L, Alfredsson L.: Interplay between alcohol,
smoking and HLA genes in RA aetiology. RMD Open 2019; 5(1): ¢000893.
Anlar HG., Bacanli M., Iritas S., Bal C., Kurt T., Tutkun E., et al.: Effects of
Occupational Silica Exposure on OXIDATIVE Stress and Immune System Parameters
in Ceramic Workers in TURKEY. J Toxicol Environ Health A 2017; 80(13-15): 688-
696.
Stolt P., Yahya A., Bengtsson C., Kallberg H., Ronnelid J., Lundberg I, et al.: Silica
exposure among male current smokers is associated with a high risk of developing
ACPA-positive rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis. 2010; 69(6): 1072-1076.
llar A., Alfredsson L., Wiebert P., Klareskog L., Bengtsson C.: Occupation and risk of
developing rheumatoid arthritis: results from a population-based case-control study.
Arthritis Care Res. 2018; 70(4): 499-509.
Manisalidis 1., Stavropoulou E., Stavropoulos A., Bezirtzoglou E.: Environmental and
Health Impacts of Air Pollution: A Review. Front Public Health 2020; 8: 14.
Zhao CN., Xu Z., Wu GC., Mao YM,, Liu LN., Qian-Wu., et al.: Emerging role of air
pollution in autoimmune diseases. Autoimmun Rev 2019;18(6) :607-614
Tobon GlJ., Youinou P., Saraux A.: The environment, geo-epidemiology, and
autoimmune disease: rheumatoid arthritis. Autoimmun Rev. 2010; 9(5): A288-292.
Symmons DPM.: Epidemiology of rheumatoid arthritis: determinants of onset,
persistence and outcome. Best Pract Res Clin Rheumatol. 2002; 16(2): 707-722.
Pedersen M., Jacobsen S., Klarlund M., Frisch M.: Socioeconomic status and risk of
rheumatoid arthritis: a Danish case-control study. J Rheumatol. 2006; 33(6): 1069-
1074.
Bengtsson C., Nordmark B., Klareskog L., Lundberg 1., Alfredsson L.: Socioeconomic
status and the risk of developing rheumatoid arthritis: results from the Swedish EIRA
study. Ann Rheum Dis. 2005; 64(11): 1588-1594.

128



167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

174.

Bergstrom U., Jacobsson LTH., Nilsson JA., Wirfalt E., Turesson C.: Smoking, low
formal level of education, alcohol consumption, and the risk of rheumatoid arthritis.
Scand J Rheumatol. 2013; 42(2): 123-130.
Bergstrom U., Jacobsson LTH., Nilsson JA., Berglund G., Turesson C.: Pulmonary
dysfunction, smoking, socioeconomic status and the risk of developing rheumatoid
arthritis. Rheumatology. 2011; 50(11): 2005-2013.
Sverdrup B., Kallberg H., Bengtsson C., Lundberg 1., Padyukov L., Alfredsson L., et
al.: Association between occupational exposure to mineral oil and rheumatoid arthritis:
results from the Swedish EIRA case-control study. Arthritis Res Ther. 2005; 7(6):
R1296-1303.

Zeng P., Klareskog L., Alfredsson L., Bengtsson C.: Physical workload is associated
with increased risk of rheumatoid arthritis: results from a Swedish population-based
case-control study. RMD Open. 2017; 3(1): e000324.

Stolt P., Kallberg H., Lundberg I., Sjogren B., Klareskog L., Alfredsson L.: Silica ex-
posure is associated with increased risk of developing rheumatoid arthritis: results
from the Swedish EIRA study. Ann Rheum Dis. 2005; 6494): 582-586.

Too CL., Muhamad NA., Ilar A., Padyukov L., Alfredsson L., Klareskog L., et al.: Oc-
cupational exposure to textile dust increases the risk of rheumatoid arthritis: results
from a Ma-laysian population-based case—control study. Ann Rheum Dis. 2016; 75(6):
997-1002.

Blanc PD., Jarvholm B., Toren K.: Prospective risk of rheumatologic diseaseassociated
with occupational exposure in a cohort of male construction workers. Am J Med.
2015; 128(10): 1094-101.

Hwang J., Qi L.: Quality Control in the Endoplasmic Reticulum: Crosstalk between
ERAD and UPR pathways.Trends Biochem Sci. 2018; 43(8): 593-605.

175. Avril T., Vauléon E., Chevet E.: Endoplasmic reticulum stress signaling and chemother-

176.

177.

apy resistance in solid cancers. Oncogenesis. 2017; 6(8): e373.

Park YJ., Yoo SA., Kim WU.; Role of endoplasmic reticulum stress in theumatoid ar-
thritis pathogenesis. J Korean Med Sci. 2014; 29(1): 2-11.

Lu Q., Wang J., Zhang X., Tian R., Qiao L., Ge L., Pan J., Wang L.: TXNDCS5 protects
synovial fibroblasts of rheumatoid arthritis from the detrimental effects of

endoplasmic reticu-lum stress. Intractable Rare Dis Res. 2020; 9(1): 23-29.

129



178.

179.

180.

181.

182.

183.

184.

185.

186.

187.

Mollereau B., Mani¢ S., Napoletano F.: Getting the better of ER stress. J Cell Commun
Signal. 2014; 8(4): 311-321.
Guan BJ., Krokowski D., Majumder M., Schmotzer CL., Kimball SR., Merrick WC.,
Koromilas AE., Hatzoglou M.: Translational control during endoplasmic reticulum
stress beyond phosphorylation of the translation initiation factor elF2alpha.
J Biol Chem. 2014; 289(18): 12593-12611.
Rozpedek-Kaminska W., Siwecka N., Galita G., Majsterek 1., Kucharska E.: Small
molecule PKR like endoplasmic reticulum kinase inhibitors as a novel targeted therapy
for Parkinson’s disease. Mol Med Rep. 2023; 27(5): 102.
Pytel D., Gao Y., Mackiewicz K., Katlinskaya YV., Staschke KA., Paredes MC.,
Yoshida A., et al.. PERK Is a Haploinsufficient Tumor Suppressor: Gene Dose
Determines Tumor- Suppressive Versus Tumor Promoting Properties of PERK in
Melanoma.  PLoS Genet. 2016; 12(12): e1006518.
Cullinan SB., Diehl JA.: PERK-dependent activation of Nrf2 contributes to redox
homeostasis and cell survival following endoplasmic reticulum stress. J Biol Chem.
2004; 279(19) : 20108-20117.
Hu F., Tang Y., Wang P., Bai M., Li X., Song J., et al.: Endoplasmic reticulum stress
perpetuated toll-like receptor signalling-mediated inflammation in rheumatoid arthritis
via X- box-binding protein-1. Clin. Exp.Rheumatol. 2021; 39(4): 859-867.
Bobrovnikova-Marjon E., Grigoriadou C., Pytel D., Zhang .F, Ye J., Koumenis C.,
Cavener D., Diehl JA.: PERK promotes cancer cell proliferation and tumor growth by
limiting oxidative DNA damage. Oncogene. 2010; 29(27): 3881-3895.
Rozpedek-Kaminska W., Galita G., Saramowicz K., Granek Z., Barczuk J., Siwecka N.,
Pytel D., Majsterek I.: Evaluation of the LDN-0060609 PERK Inhibitor as a Selective
Treat-ment for Primary Open-Angle Glaucoma: An In Vitro Study on Human Retinal
Astrocytes. Int J Mol Sci. 2024; 25(2): 728.
Rozpedek W., Pytel D., Poptawski T., Walczak A., Gradzik K., Wawrzynkiewicz A.,
Wojtczak R., Mucha B., Diehl JA., Majsterek I.: Inhibition of the PERK-Dependent
Unfolded Protein Response Signaling Pathway Involved in the Pathogenesis of
Alzheimer's Disease. Curr Alzheimer Res. 2019; 16(3): 209-218.
Rozpedek-Kaminska W., Galita G., Siwecka N., Carroll SL., Diehl JA., Kucharska E.,
Pytel D., Majsterek I.: The Potential Role of Small-Molecule PERK Inhibitor LDN-

130



0060609 in Primary Open-Angle Glaucoma Treatment. Int J Mol Sci. 2021; 22(9):
4494,

188. Kucharska-Lusina A., Skrzypek M., Binda A., Majsterek 1.; Gene Expression Profiling
to Unfolded Proteins Response as a Risk Modulator of Patients with Rheumatoid
Arthritis. Int J Mol Sci. 2024; 25(9): 4854.

189. Zhao J., Guo S., Schrodi SJ., He D.: Molecular and Cellular Heterogeneity in Rheuma-
toid Arthritis: Mechanisms and Clinical Implications. Front Immunol. 2021; 12:
790122.

190. Kim A., Xie F., Abed OA., Moon JJ.: Vaccines for immune tolerance against
autoimmune disease. Adv Drug Deliv Rev. 2023; 203: 11514.0

191. Conrad N., Misra S., Verbakel JY., Verbeke G., et al.: Incidence, prevalence, and co-
occurrence of autoimmune disorders over time and by age, sex, and socioeconomic
status: a population-based cohort study of 22 million individuals in the UK. Lancet
2023; 401(10391): 1878-1890.

192. Zhao J., Guo S., Schrodi SJ., He D.: Molecular and Cellular Heterogeneity in
Rheumatoid Arthritis: Mechanisms and Clinical Implications. Front Immunol. 2021;
12: 790122.

193. Weyand CM.,Goronzy JJ.: The immunology of rheumatoid arthritis. Nat Immunol.
2021; 22(1): 10-18.

194. Wu B., Qiu W.,, Wang P., Yu H., Cheng T., Zambetti GP., Zhang L., Yu J.: p53
independent induction of PUMA mediates intestinal apoptosis in response to
ischaemia-reperfusion. Gut 2007; 56(5): 645-654.

195. Qiu W., Carson-Walter EB., Liu H., Epperly M., Greenberger JS., Zambetti GP., Zhang
L., Yu J.: PUMA regulates intestinal progenitor cell radiosensitivity and
gastrointestinal syndrome. Cell Stem Cell. 2008; 2(6): 576-583

196. Morinobu A.: JAK inhibitors for the treatment of rheumatoid arthritis. Immunol Med.
2020; 43(4): 148-155.

197. Lange PS., Chavez JC., Pinto JT., Coppola G., Sun CW., Townes TM., Geschwind DH.,
Ratan RR.: ATF4 is an oxidative stress-inducible, prodeath transcription factor in
neurons in vitro and in vivo. J Exp Med 2008; 205(5): 1227-1242.

198. Nirmala JG., Lopus M.: Cell death mechanisms in eukaryotes. Cell Biol Toxicol. 2020;
36(2): 145-164.

131


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1942137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1942137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1942137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2892934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2892934

199.

200.

201.

202.

203.

204.

205.

206.

207.

208.

209.

210.

Vergallo C., Dini L.: Comparative Analysis of Biological Effects Induced on Different
Cell Types by Magnetic Fields with Magnetic Flux Densities in the Range of 1-60 mT
and Frequencies up to 50 Hz. Sustainability 2018; 10: 2776

Westphal D., Kluck RM., Dewson G.: Building blocks of the apoptotic pore: how Bax
and Bak are activated and oligomerize during apoptosis. Cell Death Differ. 2014;
21(2): 196-205.

Yousef RN., Ramadan A., Awadallah E., Alnaggar AR., Khalil NM., E Behiry M., Ali
A., El Dine HG.: Pro-apoptotic Bax mRNA expression: A novel predictor for systemic
lupus erythematosus disease flare-up. Arch Rheumatol. 2022; 38(1): 129-137.

Uren RT., Iyer S., Kluck RM.: Pore formation by dimeric Bak and Bax: an unusual
pore?. Philos Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2017; 372(1726): 20160218.

Mason KD., Lin A., Robb L., Josefsson EC., Henley K.J, Gray DH., Kile BT., Roberts
AW., Strasser A., Huang DC., Waring .P, O'Reilly LA.: Proapoptotic Bak and Bax
guard against fatal systemic and organ-specific autoimmune disease. Proc Natl Acad
Sci. USA 2013; 110(7): 2599-2604.

Nakano K., Vousden KH.: PUMA, a novel proapoptotic gene, is induced by p53.
Mol Cell. 2001; 7(3): 683-94.

Yu J., Zhang L.: PUMA, a potent killer with or without p53. Oncogene 2008;
27(Suppl 1): S71 83.

Hua P., Liang R., Yang S., Tu Y., Chen M.: Microneedle-assisted dual delivery of
PUMA gene and celastrol for synergistic therapy of rheu-matoid arthritis through
restoring synovial homeostasis. Bioact Mater. 2024; 36: 83-95.

Heckmeier PJ., Ruf J, Jankovi¢ BG., Hamm P.: MCL-1 promiscuity and the structural
resilience of its binding partners. J Chem Phys. 2023; 158(9): 095101.

Ghavami S., Hashemi M., Ande SR., Yeganeh B., Xiao W., et al.: Apoptosis and cancer:
mutations within caspase genes. J] Med Genet. 2009; 46(8): 497-510.

Perry D.K.; Smyth MJ, C.D. Zinc is a potent inhibitor of the apoptotic protease,
caspase-3. A novel target for zinc in the inhibition of apoptosis. J Biol Chem. 1997;
272(30): 18530-18533.

Li P, Nijhawan D., Wang X.: Mitochondrial activation of apoptosis. Cell. 2004;
116(2 Suppl): S57-9, 2 p following S59.

132


https://doi.org/10.1136%2Fjmg.2009.066944
https://doi.org/10.1136%2Fjmg.2009.066944
https://doi.org/10.1074%2Fjbc.272.30.18530
https://doi.org/10.1074%2Fjbc.272.30.18530
https://doi.org/10.1016%2FS0092-8674(04)00031-5

211.

212.

213.

214.

215.

216.

217.

218.

219.

220.

Zhai Z., Yang F., Xu W., Han J., Luo G., et al.: Attenuation of Rheumatoid Arthritis
Through the Inhibition of Tumor Necrosis Factor-Induced Caspase 3/Gasdermin E-
Mediated Pyroptosis. Arthritis Rheumatol. 2022; 74(3): 427-440.

Blais JD., Filipenko V., Bi M., Harding HP., Ron D., Koumenis C., Wouters BG., Bell
JC.: Activating transcription factor 4 is translationally regulated by hypoxic stress.
Mol Cell Biol. 2004; 24(17): 7469-7482.

Nishitoh H.: CHOP is a multifunctional transcription factor in the ER stress response.
J Biochem. 2012; 151(3): 217-219.

Verfaillie T., Rubio N., Garg AD., Bultynck G., Rizzuto R., et al.: PERK is required at
the ER-mitochondrial contact sites to convey apoptosis after ROS-based ER stress.
Cell Death Differ. 2012; 19(11): 1880-1891.

Bassot A., Chen J., Takahashi-Yamashiro K., Yap MC., Gibhardt CS., et al.: The
endoplasmic reticulum kinase PERK interacts with the oxidoreductase EROI1 to
metabolical-ly adapt mitochondria. Cell Rep. 2023; 42(1): 111899.

Zhao Y., Coloff JL., Ferguson EC., Jacobs SR., Cui K., Rathmell JC.: Glucose
metabolism attenuates p53 and Puma-dependent cell death upon growth factor
depri-vation. J Biol Chem. 2008; 283(52): 36344-36353.

Yu .J, Wang P, Ming L., Wood MA., Zhang L.: SMAC/Diablo mediates the
proapoptotic function of PUMA by regulating PUMA-induced mito-chondrial events.
Oncogene 2007; 26(29): 4189—4198.

Kalousek I., Brodska B., Otevrelova P., Roselova P.: Actinomycin D upregulates
proapoptotic protein Puma and downregulates Bcl-2 mRNA in normal peripheral
blood lymphocytes. Anticancer Drugs 2007;18(7): 763-772.

Reimertz C., Kbégel D., Rami A., Chittenden T., Prehn JH.: Gene expression during ER
stress-induced apoptosis in neurons: induction of the BH3-only protein Bbc3/PUMA
and activation of the mitochondrial apoptosis pathway. J Cell Biol. 2003; 162(4):
587-597.

Ebert SM., Rasmussen BB., Judge AR., Judge SM., Larsson L., et al.: Biology of
Activating Transcription Factor 4 (ATF4) and Its Role in Skeletal Muscle Atrophy.
J Nutr 2022; 152(4): 926-938.

133


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34480835/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34480835/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34480835/

221.

222.

223.

224.

225.

226.

227.

228.

229.

Wen T., Xue P, Ying J., Cheng S., Liu Y., Ruan D.: The Role of Unfolded Protein
Response in Human Intervertebral Disc Degeneration: Perk and IREl-aas Two
Potential Therapeutic Targets. Oxid Med Cell Longev. 2021; 2021: 6492879.

Isoméki P., Soderstrom KO., Punnonen J., Roivainen A., Luukkainen R., et al.:
Expression of bcl-2 in rheumatoid arthritis Br J Rheumatol. 1996 J; 35(7):611-619

Lee SY., Kwok SK., Son HJ., Ryu JG., Kim EK., Oh HJ,, et al.: IL-17-mediated Bcl-2
expression regulates survival of fibroblast-like synoviocytes in rheumatoid arthritis
through STAT3 activation. Arthritis Res Ther. 2013; 15(1): R31.

Biswas S., Manikandan J., Pushparaj PN.: Decoding the differential biomarkers of
Rheumatoid arthritis and Osteoarthritis: A functional genomics paradigm to design
disease specific therapeutics. Bioinformation. 2011; 6(4): 153-157.

Yoshida S., Arakawa F., Higuchi F., Ishibashi Y., Goto M., et al.: Gene expression
analysis of rheumatoid arthritis synovial lining regions by cDNA microarray combined
with laser microdissection: Up-regulation of inflammation-associated STATI1, IRFI,
CXCL9, CXCL10, and CCLS. Scand J Rheumatol. 2012; 41(3):170-179.

Wright HL., Lyon M., Chapman EA., Moots RJ., Edwards SW.: Rheumatoid Arthritis
Synovial Fluid Neutrophils Drive Inflammation through Production of Chemokines,
Reactive Oxygen Species, and Neutrophil Extracellular Traps. Front Immunol. 2021;
11: 584116.

Niemantsverdriet E., van den Akker EB., Boeters DM., van den Eeden SJ.F, Geluk A.,
van der Helm-van Mil AHM.: Gene expression identifies patients who develop
inflammatory arthritis in a clinically suspect arthralgia cohort. Arthritis Res. Ther.
2020; 22(1): 266.

Neill G., Masson GR.: A stay of execution: ATF4 regulation and potential outcomes for
the integrated stress response. Front Mol Neurosci. 2023; 16: 1112253.

Hilbers I., Hansen T., Petrow PK., Gaumann A., Brauer R., Salzmann G., et al.:
Expression of the apoptosis accelerator Bax in rheumatoid arthritis synovium.

Rheumatol Int. 2003; 23(2): 75-81.

134



