Medycyna Ogélna i Nauki o Zdrowiu, 2016, Tom 22, Nr 2, 98-103
www.monz.pl

PRACA POGLADOWA

Terapie eksperymentalne w leczeniu zmian
stawowych u chorych z reumatoidalnym
zapaleniem stawéw

Marek Libura', Ignacy Jan Nowogrodzki', Piotr Kopinski?, Ewelina Wedrowska?

! Centrum Medyczne, Krakow
2 Zaktad Genoterapii, Collegium Medicum, Uniwersytet Mikotaja Kopernika, Bydgoszcz

Libura M, Nowogrodzki 1J, Kopinski P, Wedrowska E. Terapie eksperymentalne w leczeniu zmian stawowych u chorych z reumatoidalnym
zapaleniem stawéw. Med Og Nauk Zdr. 2016; 22(2): 98-103. doi: 10.5604/20834543.1208213

I Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy. Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) jest jedng z najczestszych chordb tkanki tacznej
o podtozu autoimmunologicznym. Charakteryzuje sie zwtaszcza stanem zapalnym stawoéw, prowadzacym do postepuja-
cego uszkodzenia i utraty ich czynnosci, czego nastepstwem jest niepetnosprawnos¢ motoryczna chorego. Celem pracy
jest zestawienie wybranych nowoczesnych metod leczenia zmian stawowych w RZS, bedacych obecnie we wczesnych
i zaawansowanych fazach badan klinicznych.

Skrocony opis stanu wiedzy. Obecnie leczenie RZS opiera sie przede wszystkim na postepowaniu objawowym, stosowaniu
biologicznych i syntetycznych lekéw modyfikujacych przebieg choroby, a takze na rehabilitacji oraz chirurgicznym leczeniu
powiktan. Prowadzone sg badania nad nowymi, obiecujgcymi metodami leczenia, jak immunoterapia i terapia genowa,
dostawowe podawanie osocza bogatoptytkowego (platelet-rich plasma, PRP), mezenchymalnych komérek macierzystych,
a takze nad taczeniem ww. metod.

Podsumowanie. Szybki postep w leczeniu RZS obserwowany w ostatnich latach zawdzieczamy gtéwnie wprowadzeniu
leczenia biologicznego. Jednak nadal nie obserwuje sie zadowalajacej odpowiedzi klinicznej u istotnej grupy chorych,
pomimo dfugotrwatego leczenia konwencjonalnego. Istnieje nadzieja, Ze opisane w pracy metody, wymierzone precyzyj-
nie w molekularne patomechanizmy choroby, istotnie przybliza rozwigzanie problemu leczenia zmian stawowych w RZS.

I Stowa kluczowe
eksperymentalna technika leczenia, immunoterapia, osocze bogatoptytkowe, reumatoidalne zapalenie stawdw, terapia

genowa

WPROWADZENIE | CEL PRACY

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) jest jedng z naj-
czestszych choréb tkanki facznej o podlozu autoimmuno-
logicznym. W tej jednostce chorobowej charakterystyczny
jest stan zapalny stawow objawiajacy sie¢ bolem, obrzekiem,
gromadzeniem si¢ ptynu w jamach stawowych, zaburzeniami
ruchomosci stawow oraz pogorszeniem jako$ci zycia. Proces
ten prowadzi do postepujacego uszkodzenia i utraty czyn-
nosci stawow, skutkujac niepelnosprawnoscia motoryczng
pacjenta.

Obecnie leczenie RZS polega przede wszystkim na stoso-
waniu leczenia objawowego, syntetycznych i biologicznych
lekéw modyfikujacych przebieg choroby, rehabilitacji oraz
miejscowego ortopedycznego leczenia powiklan. Niestety,
konwencjonalne techniki terapeutyczne w najlepszym przy-
padku powstrzymuja rozwdj choroby, nie powoduja jednak
catkowitego wyleczenia. Czgsto brak tez zadowalajacej remi-
sji. W ostatnich latach dokonano znaczacego postepu w le-
czeniu RZS, gdyz wprowadzono leczenie immunologiczne,
precyzyjnie skierowane na wazny element patomechanizmu
choroby, jakim jest czynnik martwicy nowotworéw (tumor
necrosis factor-o, TNF-a) [1]. Wdrozenie leczenia przeciw-
cialami anty-TNF nie rozwiazalo jednak problemu RZS.
W dalszym ciggu konieczne sg prace nad nowymi lekami,
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ktére mogtyby istotnie poprawi¢ stan chorych. Obecnie
prowadzone sg badania nad wieloma nowymi, dobrze zapo-
wiadajacymi si¢ metodami leczenia, najczesciej dotyczacymi
immunoterapii, terapii genowej, a takze stosowania — w iniek-
cjach dostawowych - osocza bogatoplytkowego (platelet-rich
plasma, PRP) [2] oraz mezenchymalnych komdrek macie-
rzystych [3]. Badana jest tez mozliwo$¢ uzycia egzosomow
[4] oraz tgczenia réznych rodzajow terapii, w szczegolnosci
wymienionych wyzej.

W niniejszej pracy dokonano zwiezlego przegladu wy-
branych, obiecujacych najnowszych metod leczenia zmian
stawowych w RZS. Zawarto tu informacje dotyczace do-
$wiadczen przedklinicznych, jak réwniez eksperymentow
klinicznych w réznych fazach badan. Zwrdcono szczegdlng
uwage na metody leczenia miejscowego powodujace — w prze-
ciwienstwie do terapii ogdlnoustrojowej — zdecydowanie
mniejszg liczbe powiklan.

OPIS STANU WIEDZY

Osocze bogatoptytkowe

Bardzo obiecujacg metodg leczenia zmian stawowych w prze-
biegu RZS jest stosowanie osocza bogatoptytkowego (PRP).
PRP uzyskuje sie¢ w uktadzie autologicznym, poprzez odpo-
wiednig preparatyke uprzednio pobranej krwi chorego, co
niweluje ryzyko zakazenia dawca-biorca, zwigzane z zasto-
sowaniem preparatow krwiopochodnych. Technike te z po-
wodzeniem stosuje sie¢ w chorobie zwyrodnieniowej stawow.
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W wielu badaniach doswiadczalnych wykazano, Ze moze ona
stanowi¢ warto$ciowg alternatywe w razie braku poprawy
w przebiegu standardowego leczenia [5]. Mechanizm dzia-
tania nie zostal jednak do konica poznany, brak tez badan
opisujacych jej skuteczno$¢ w leczeniu RZS u ludzi. Bierze
sie pod uwage wptyw czynnikéw wzrostu zawartych w PRP
na regeneracje chrzastki stawowej oraz immunomodulujacy
wplyw obecnych w PRP cytokin [6]. Zwraca si¢ rowniez uwa-
ge na obecno$¢ rozpuszczalnych czasteczek uktadu zgodnosci
tkankowej klasy I (soluble HLA-I, sHLA-I) w PRP, ktérych
obecno$¢ mogtaby stymulowad ekspresje blonowej czasteczki
Fas, zwigkszong produkcje rozpuszczalnego ligandu Fas
(soluble Fas Ligand, sFasL) oraz TGF-p1. W efekcie wzrasta
czgsto$¢ apoptozy autoreaktywnych limfocytéw T uczest-
niczacych w patogenezie RZS, gdyz przylaczenie ligandu
Fas do receptora powierzchniowego Fas moze powodowac
zaprogramowang $mier¢ komoérek Fas+. PRP uposledza tez
prawdopodobnie chemotaksje, cytotoksyczno$¢ i odpowiedz
na antygen limfocytéw T; sam tylko TGF-f1 jest waznym
mediatorem limfocytéw regulatorowych, dziatajacych miej-
scowo immunosupresyjnie [7].

W 2011 roku opisano korzystny wptyw PRP na przebieg za-
palenia stawow indukowanego antygenem (antigen-induced
arthritis, AIA) u $win, uwazanego za dogodny model do-
$wiadczalny ludzkiego RZS. Dziesi¢¢ zwierzgt immunizowa-
no wotowa albuming, a nastepnie wstrzykiwano ja dostawo-
wo w celu wywolania zapalenia stawu. Po dwéch tygodniach
5 $winiom podano dostawowo PRP, natomiast 5 zwierzat
stanowilo grupe kontrolng. W badanych stawach oceniono
ekspresje genow dla interleukiny 6 (IL-6) oraz czynnika
wzrostu $rodblonka naczyniowego (Vascular-Endothelial
Growth Factor, VEGF), a takze zawartos¢ interleukiny 1 (IL-
1), IL-6, VEGF i czynnika martwicy nowotworu a (Tumor
Necrosis Factor a, TNF o) w réznych tkankach; oceniono
takze obraz histologiczny chrzastek stawowych. W stawach
zwierzat z indukowanym AIA wzrosto stezenie wszystkich
ww. biatek w osoczu i chrzgstce stawowej, dodatkowo w tej
ostatniej stwierdzono wzrost ekspresji genéw dla IL-61 VEGFE.
Po podaniu PRP stwierdzono w objetych zapaleniem stawach
spadek zawarto$ci IL-1, IL-6, VEGF i IGF-I do poziomdw
poréwnywalnych z grupg kontrolng. Zaréwno w chrzastce
stawowej, jak i w bfonie maziowej stwierdzono zmniejszenie
zawartosci wszystkich ww. bialek, z wyjatkiem TNF-a. Eks-
peryment ten potwierdzil skuteczno$¢ dostawowych iniekeji
PRP w zwierzecym modelu zapalenia stawow, zmniejszajac
zaréwno ekspresje markerdéw zapalenia, jak i stopien nasile-
nia zapalnych zmian stawowych. Bylo to pierwsze badanie
oceniajgce histologiczne i molekularne efekty zastosowania
PRP w autoimmunologicznym zapaleniu stawdw [2].

Niewatpliwg zaleta terapii PRP sq dobre efekty u zwierzat,
skutecznos¢ i bezpieczenstwo w badaniach uludzi z chorobg
zwyrodnieniowa stawow oraz potencjal, nie tylko w zakresie
hamowania zapalenia, ale i regeneracji chrzastki stawowej.
Dodatkowo zwraca uwage, ze PRP mozna pozyska¢ stosun-
kowo fatwo, a technika ta nie jest droga. Pojawia si¢ nadzieja,
ze w niedalekiej przyszto$ci PRP moze zaja¢ istotne miejsce
w leczeniu dolegliwo$ci stawowych w przebiegu RZS, obok
iniekcji dostawowych, glikokortykosteroidow lub kwasu
hialuronowego. Niezbedne sa dalsze badania kliniczne w celu
oceny skutecznoéci, trwatosci efektu i bezpieczenstwa sto-
sowania PRP u chorych z RZS.

W badaniach nad eksperymentalnymi technikami lecze-
nia RZS korzysta si¢ czesto ze zwierzecych modeli choroby

— stosuje si¢ odpowiednik RZS u myszy, jakim jest zapalenie
stawow indukowane kolagenem (collagen induced arthritis,
CIA) lub bada mysi szczep SKG. Lepsza metoda wydaje sie
prowadzenie badan z wyindukowanym zapaleniem stawow
u duzych ssakow, jak u wspomnianych wyzej $win z AIA, ze
wzgledu na ich wieksze podobienistwo do ludzi; technika ta
jest jednak zdecydowanie trudniejsza i bardziej kosztowna.
Natomiast CIA stanowi model RZS u myszy immunizowa-
nych kolagenem typu II [8]. Z kolei myszy SKG wykazuja
mutacje genu ZAP-70. Brak ekspresji genu zaburza apoptoze
limfocytéw T podczas fazy negatywnej selekcji w grasicy, co
powoduje przezycie autoreaktywnych klonéw i czyni myszy
SKG szczegdlnie wrazliwymi na indukcje zapalenia stawdw.
Modele zwierzece autoimmunologicznego zapalenia stawow
wykazuja znaczne podobienstwo do ludzkiego RZS pod
wzgledem mechanizméw rozwoju stanu zapalnego, ekspresji
cytokin, obecnosci typowych rodzajéw komorek zwigzanych
z zapaleniem czy tez powstawania zmian stawowych, sg wiec
wiarygodnym narzedziem w badaniach przedklinicznych
nowych sposobdw leczenia RZS.

Immunoterapia
Ostatnie lata charakteryzuje intensywny rozwdj immu-
noterapii RZS. Pojawia si¢ wiele nowych lekéw, korzysta
sie tez z technik zastosowanych wczesniej z powodzeniem
w leczeniu innych chordb. Z uwagi na autoimmunologicz-
ny charakter RZS oczywiste jest, ze praktycznie wigkszo$¢
podejé¢ terapeutycznych, poza typowo objawowymi (mamy
na myséli zwlaszcza stosowanie niesteroidowych lekéw prze-
ciwzapalnych, NLPZ), wybitnie ingeruje w mechanizmy
odpowiedzi immunologicznej. Celem leczenia jest przede
wszystkim inhibicja TNF, IL-11IL-6, hamowanie stymulacji
i proliferacji limfocytéw T oraz indukcja apoptozy limfo-
cytéw B. Istnieje wiele potencjalnych punktéw uchwytu
nowych terapii immunologicznych. Wymienia sie wsrod
nich m.in. IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17,IL-18, IL-23,
IL-33, transkrypcyjny czynnik jadrowy k B (Nuclear Factor
Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells, NF-xB)
oraz ligand aktywatora receptora jadrowego czynnika x B
(Receptor Activator for Nuclear Factor x B Ligand, ligand
RANKIL) [9]. Z uwagi na mnogo$¢ stosowanych technik
eksperymentalnych i ograniczong objetos¢ pracy opisano
ponizej tylko wybrane metody, uwzgledniajac mechanizmy
ich dzialania, skutecznos¢ i perspektywy dalszego rozwoju.
IL-18 odgrywa wazna role w polaryzacji odpowiedzi im-
munologicznej oraz w patogenezie choréb autoimmuno-
logicznych, w tym RZS, co czyni ja celem potencjalnych
terapii [10]. W badaniu przeprowadzonym na myszach z CIA
sprawdzano wplyw hamowania IL-18 na aktywno$¢ choroby
i stopien pozniejszego uszkodzenia chrzgstki stawowej. Uzy-
to w tym celu kréliczych przeciwcial przeciw mysiej IL-18
lub ludzkiego biatka wigzacego IL-18. W obu przypadkach
stwierdzono zahamowanie postepu choroby oraz mniejsze
uszkodzenia chrzastek stawowych niz w grupie kontrolne;.
U chorych, u ktérych zastosowano przeciwciala krolicze,
stwierdzono ponadto znaczna redukcje stanu zapalnego
[11]. Podobny efekt uzyskano przy zastosowaniu lipopleksow
z malymi interferujacymi czasteczkami RNA (small inter-
fering RNA, siRNA), skierowanych przeciwko prozapalnym
cytokinom: IL-1, IL-6 i IL-18. Czgsteczki siRNA sg dwuni-
ciowymi konstruktami RNA o dtugosci 20-25 nukleotydéw,
przy czym jedna z nici, tzw. antysensowa, jest komplemen-
tarna do transkryptu (mRNA) genu danej cytokiny. Komorki
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wykorzystuja czasteczki siRNA do hamowania ekspresji
danego genu na poziomie translacji, a sposob dziatania opiera
sie w uproszczeniu na uruchomieniu czulych i bardzo wy-
dajnych zespoléw enzymatycznych (tzw. kompleks RISC),
ktore wydajnie degraduja docelowe mRNA. Uzycie siRNA
swoistego dla transkryptéw genéw wymienionych cytokin
ma za zadanie zmniejsza¢ ich ekspresje, redukowac stan za-
palny ijego nastepstwa. Do badania uzyto opisanego wyzej
modelu mysiego CIA. Uzyskano redukecje stanu zapalnego,
jakipoprawe morfologii chrzgstki stawowej po zastosowaniu
kazdego z siRNA, jednak najskuteczniej dziatata kombinacja
wszystkich trzech czasteczek siRNA [12]. Warto zauwazy¢,
ze pozytywne wplywy leczenia w przypadku IL-18 wystepuja
bez wzgledu na to, czy stosowano terapie¢ genowa, czy im-
munologiczng. Dotychczasowe wyniki uzasadniajg celowo$¢
dalszych badan nad hamowaniem aktywno$ci IL-18 w RZS,
co moze istotnie zmniejsza¢ dolegliwosci, a zwlaszcza zapo-
biec uszkodzeniu chrzastki stawowej.

Pojawiaja si¢ takze nowe metody leczenia oparte na ha-
mowaniu drogi przewodzenia sygnatu zwiazanej z TNF.
W odréznieniu od dotychczas stosowanych lekow, bedacych
przeciwciatami przeciw TNF-a, nowe leki oparte s3 na se-
lektywnym hamowaniu receptora typu I dla TNF. Wynika
to z faktu, iz obecno$¢ receptora TNF typu I na powierzchni
komorek (np. chrzastki stawowej), odpowiedzialna jest —
w pewnym uproszczeniu — za indukowang przez TNF-a
$mier¢ komoérek docelowych i wystgpienie reakcji zapalnej,
natomiast aktywacja receptora TNF typu II (powszechnego
na powierzchni krwinek biatych) odpowiada za modulacje
procesu zapalnego i zwigksza aktywno$¢ limfocytow re-
gulatorowych T. Potwierdzono to w badaniu z 2014 roku,
w ktérym cze$¢ myszy z CIA poddano terapii swoistym
przeciwciatem przeciw mysiemu receptorowi TNF typu L, na-
tomiast pozostate leczono nieselektywnymi przeciwciatami
blokujacymi mysie receptory TNE. Potwierdzono hipoteze,
ze zastosowanie selektywnej inhibicji receptora TNF typu
I, przy rownoczesnym braku hamowania receptora TNF
typu IL, prowadzilo do wzrostu aktywnosci limfocytéw re-
gulatorowych T. Natomiast hamowanie progresji zapalenia
stawow byto poréwnywalne w obu grupach [13]. Konieczne
jest przeprowadzenie dalszych badan poréwnujacych efek-
ty kliniczne selektywnego i nieselektywnego hamowania
receptoréw dla TNEF.

Interleukina 17, produkowana przez limfocyty T, jest jed-
ng z najwazniejszych cytokin w powstaniu miejscowego
odczynu zapalnego w RZS. Fakt ten czyni ja oczywistym
celem immunoterapii: zahamowanie zapalenia powinno
skutkowa¢ zmniejszeniem dolegliwosci u chorych i ograni-
czy¢ zmiany stawowe. Badania nad tym sposobem leczenia
sg zaawansowane i dotycza poszczegélnych podtypow IL-
17. Jednym z nich jest IL-17A, a opracowane przeciwko niej
przeciwciato — ixekizumab - dowiodlo swojej skuteczno-
$ci zaréwno u chorych, u ktérych wczesniej nie stosowano
leczenia biologicznego, jak i w grupie pacjentow, ktorzy
nie odpowiedzieli wystarczajaco na leczenie inhibitorami
TNF. Po podskérnym podaniu ixekizumabu obserwowano
zmniejszenie aktywnosci choroby [14]. Stwierdzono jednak
czestsze infekcje, co niestety jest typowym powiklaniem
ogolnoustrojowych terapii immunologicznych z uwagi na
ich mechanizm dzialania. Pomimo to zaklada sig, ze le-
czenie przeciwcialami anty-IL-17 jest obiecujaca metoda,
szczegblnie u chorych, ktérzy nie odpowiadaja na leczenie
przeciwciatami anty-TNEF.

Nieco inny mechanizm wystepuje w immunoterapii z uzy-
ciem egzosomow. Sa to wyspecjalizowane pecherzyki biorace
udziat w wydzielaniu przez komérki ich niektérych metabo-
litéw. Obecne sg we wszystkich ptynach ustrojowych. Pelnig
zroznicowane i ztozone funkcje - od komunikacji miedzy-
komoérkowej, przez procesy krzepniecia krwi, po regulacje
odpowiedzi immunologicznej [15]. W RZS szczegdlng uwage
zwraca si¢ na immunosupresyjne dzialanie egzosoméw pro-
dukowanych przez komoérki dendrytyczne. Komérki te moga
indukowac¢ tolerancje na autoantygeny. W licznych badaniach
stwierdzono, ze redukeja stanu zapalnego w zwierzecych mo-
delach RZS jest wieksza w przypadku stosowania egzosomow
zawierajacych odpowiednie bialka, jak IL-4, IL-10, FasL czy
APO2L/TRAIL, anizeli gdy poda si¢ same biatka [4, 16, 17].
Na tej podstawie mozna wysnu¢ wniosek, ze zastosowanie
egzosomow w immunoterapii przyniesie lepsze efekty niz
analogiczne strategie terapeutyczne, ale bez uzycia egzoso-
moéw. Niestety brak badan u ludzi z zastosowaniem okreslo-
nych bialek zawartych w pecherzykach egzosomalnych nie
pozwala oceni¢ skutecznos$ci ani bezpieczenstwa tej terapii.

Terapia genowa
Wprowadzenie obcej informacji genetycznej w celu zaha-
mowania procesu zapalnego, zmniejszenia dolegliwosci lub
ulatwienia regeneracji chrzastki stawowej jest kolejng metoda
dajacg nadziej¢ na postep w terapii RZS. Leczenie takie po-
legatoby na wprowadzeniu do komoérek organizmu chorego
informacji genetycznej za pomocg wektora (terapia genowa
in vivo) lub pobranie komoérek pacjenta, wprowadzenie do
nich odpowiedniej informacji genetycznej i podanie ich po-
nowne choremu (ex vivo). Celem takiego postepowania jest
hamowanie lub inicjowanie produkcji okreslonego biatka
przez komorki, na ktére skierowane byloby leczenie. Terapia
genowa moze umozIliwi¢ nie tylko redukcje stanu zapalnego,
ale i poprawe funkcji uszkodzonych stawdw, zwlaszcza gdy
zawiodly standardowe sposoby leczenia. Jednak pomimo
obiecujacych wynikéw badan na zwierzetach, zaréwno pod
katem skutecznoéci jak i bezpieczenstwa, terapia genowa au-
toimmunologicznych zapalen stawow jest na do§¢ wezesnym
etapie rozwoju. Prace opisujace badania kliniczne sg nieliczne.
W patogenezie RZS, jak i innych choréb autoimmuno-
logicznych, istotna role odgrywaja czasteczki mikroRNA
(miRNA). Sa to czgsteczki jednoniciowego RNA o dtugosci
ok. 21-23 nukleotyddw, ktére stanowig inny, obok wymie-
nionego wyzej siRNA, mechanizm regulacji ekspresji genow
na poziomie translacji. W RZS szczegélne znaczenie ma
miRNA-223, ktérego zwigckszona ekspresja wystepuje za-
réwno u chorych na RZS, jak i u myszy z CIA. Wplywajac
na osteoklastogeneze, powoduje niszczenie macierzy kostnej
i w konsekwencji nasila dolegliwo$ci bolowe i sztywnos¢
stawow. W pracy opublikowanej w sierpniu 2012 roku w ,,Ar-
thritis & Rheumatism” wykazano, ze hamowanie aktywnosci
miRNA-223 przy pomocy wektoréw wirusowych (pWPXL/
miR-223T) umyszy z CIA prowadzi do ztagodzenia objawéw
klinicznych; genoterapia zwigzana z inhibicja miRNA-223
moze by¢ w przysztosci metoda leczenia RZS [18].
Kolejnym obiecujacym celem terapii genowej jest czynnik
wzrostu hepatocytow (hepatocyte growth factor, HGF). Biatko
to odgrywa wazna role w procesach angiogenezy i immuno-
modulacji, a wzrost jego stezenia w osoczu jest powigzany ze
stopniem uszkodzenia stawow u ludziz RZS [19]. Antagonista
HGF jest NK4. W wyindukowanym modelu zwierzecym RZS
(myszy SKG) po podaniu wektora wirusowego kodujacego
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cDNA dla NK4 (AdCMV.NK4) uzyskano redukcje zapale-
nia stawow, zmniejszenie produkeji IFN-y, IL-4 oraz IL-17
przez limfocyty T CD4+, a takze spadek stezenia RANKL
w stawach [20].

Inna interesujagca metoda opiera si¢ na uzyciu zmody-
fikowanego fragmentu czgsteczki kolagenu typu II, ktory
hamuje odpowiedZ immunologiczng skierowang przeciwko
prawidtowym czgsteczkom kolagenu typu II. Supresja tej
odpowiedzi nastepuje przypuszczalnie za posrednictwem
limfocytow regulatorowych T réznicujacych si¢ z komorek
T, obecnych w obrebie stawu objetego stanem zapalnym. Po-
myslowy jest sposob dostarczenia zmodyfikowanego biatka
do stawu. W tym celu zastosowano terapi¢ genowa in vivo.
Wektor adenowirusowy kodujacy zmodyfikowany fragment
kolagenu (adenoX-rCB11-A9) wstrzyknigto dostawowo my-
szom z CIA. Uzyskano znamienng redukcje stanu zapalnego.
W grupie kontrolnej, ktéra otrzymata dostawowo wirus
adenoX-lacZ, niezawierajacy badanego genu, nie uzyskano
poprawy [21].

Zastosowanie terapii genowej u ludzi

Jak wspomniano, prace z zastosowaniem terapii genowej
u ludzi sa nieliczne. Jednym z pierwszych badan tego typu
byto podanie w iniekcjach dostawowych wektora wiruso-
wego —wirusa towarzyszacego adenowirusom (adeno-asso-
ciated virus, AAV), zawierajacego sekwencje genu fuzyjnego
TNFR:Fc (rAAV2-TNFR:Fc). Produktem tego transgenu
jest polaczenie receptora TNF-a z fragmentem Fc immu-
noglobuliny, ktérego dzialanie polega na hamowaniu stanu
zapalnego stawow w mechanizmie podobnym do inhibitoréw
TNE. W I fazie badania iniekcje dostawowe wykonano u 14
chorych z RZS i jednego z zesztywniajacym zapaleniem
stawow kregostupa (ZZSK), nie stwierdzajac powaznych
efektéw ubocznych; jedynie u jednego pacjenta (z RZS)
stwierdzono niewielkiego stopnia §wiad okolicy leczonego
stawu [22]. W 2010 roku opublikowano wyniki I/II fazy
badania klinicznego. U 12% spo$réd 191 leczonych chorych
wystapil obrzek i zaczerwienienie leczonego stawu. Wysta-
pil jeden przypadek septycznego zapalenia stawu, za$ inny
chory zmart w trakcie badania, co jednak zostalo uznane za
niezwigzane przyczynowo z uzyciem badanego leku. W 12
tygodni od pierwszej iniekcji, w wizualnej analogowej skali
szerokiej oceny dolegliwosci ze strony badanego stawu (skali
VAS TJ global score), wykazano czestsza poprawe w grupie
leczonej wektorem rAAV2-TNFR:Fc (30%) w poréwnaniu
z chorymi otrzymujacymi placebo (19%) [23].

W innym badaniu oceniano reakcje chorych na terapie ge-
nowa ex vivo, polegajaca na wprowadzeniu genu kodujgcego
antagoniste receptora interleukiny 1 (IL-1Ra) do fibrobla-
stow blony maziowej; postuzono si¢ wektorem wirusowym
MEFG-IRAP. Transfekowane komorki podano do stawow
§rédrecznopaliczkowych, a po czterech tygodniach wyko-
nano synowektomie. W uzyskanym materiale stwierdzono
zwiekszong ekspresje IL-1Ra oraz zmniejszong ekspresje
metaloproteinazy-3 i IL-1P, a wiec waznych markeréw za-
palenia. Ponadto uzyskano znaczng redukcje dolegliwosci
ze strony leczonych stawdw. Niestety badanie wykonano
zaledwie u dwoch oséb [24].

Terapia genowa daje szerokie mozliwosci wptywu na
poszczegolne etapy rozwoju reakcji zapalnej, gdyz jej ce-
lem moze by¢ ekspresja praktycznie kazdego genu. Tech-
niki te sg jednak bardzo wyszukane i drogie. Pomimo to
mozna przypuszczaé, Ze w miar¢ rozwoju wiedzy na temat

patomechanizméw RZS, bedg powstawaly coraz bardziej ce-
lowane i skuteczne metody terapii genowej, co moze w przy-
szloéci uczyni¢ chorobe catkowicie wyleczalna. Nadzieje
budzi tez szybki rozwdj terapii genowej w leczeniu innych
schorzen. Nalezy jednak pamieta¢, ze zdarzenia genetyczne
i molekularne w transfekowanych komorkach sg trudne do
przewidzenia i kontrolowania, za$ w przesztosci (zwlaszcza
w latach 90. ubieglego wieku) niektére eksperymenty me-
dyczne z zakresu terapii genowej prowadzily do powaznych
zdarzen niepozadanych, réwniez takich, ktére zwiazane byty
zwystapieniem pojedynczych przypadkéw smiertelnych [25].
Jest to jeden z powodéw, dla ktdrych przeprowadzono dotad
niewiele badan u ludzi; zastosowanie genoterapii u chorych
zRZS odsuwa si¢ zatem w czasie. Konieczne jest przeprowa-
dzenie badan klinicznych, dobrze zaplanowanych i dotycza-
cych szerokich grup chorych, oceniajacych bezpieczenstwo
i skuteczno$¢ najbardziej obiecujacych metod.

Mezenchymalne komérki macierzyste

Stawy majg ograniczong zdolno$¢ do samoregeneracji. Usu-
niecie czynnika powodujacego uszkodzenie, czyli w przy-
padku RZS zahamowanie procesu zapalnego, jest konieczne
do naprawy zmian, jednak potencjal regeneracyjny stawow
okazuje si¢ niewystarczajacy w przypadku zaawansowanych
uszkodzen. Wérdd nowatorskich prob regeneracji pozapal-
nych zmian stawowych wazne miejsce zajmujg komodrki ma-
cierzyste. Nie jest to jednorodna forma terapii, proponowane
sg bowiem rézne odmiany komoérek macierzystych. I tak
niektére eksperymentalne metody leczenia wykorzystuja
odréznicowane chondrocyty. Prowadzone s3 takze badania
nad mezenchymalnymi komérkami macierzystymi (mesen-
chymal stem cells, MSC) pozyskiwanymi z fatwo dostepnych
tkanek tak, by proces ich pobrania nie wywolat zaburzen
funkcji organizmu. Przyktadem moga by¢ tu komérki macie-
rzyste szpiku i tkanki thuszczowej. Ich uzytecznos¢ wiaze sie
nie tylko z potencjalem regeneracyjnym w chrzgstce stawo-
wej, ale takze z wlasciwosciami immunomodulujgcymi. Fakt
ten potwierdzono w eksperymentalnym zapaleniu stawow
u myszy. Do jednego ze stawéw podawano komdrki macie-
rzyste wyizolowane ze szpiku. Parzysty staw tego samego
zwierzecia stanowit kontrolny punkt odniesienia. W leczo-
nym stawie uzyskano zmniejszenie stanu zapalnego, obrzeku
iuszkodzen chrzastki [3]. Prowadzono tez badania dotyczace
bezposrednio chorych z RZS. Ocenie poddano wptyw komo-
rek macierzystych wyizolowanych z krwi obwodowej i ptynu
stawowego na limfocyty T, swoiscie reaktywne w stosunku
do kolagenu typu II. Stwierdzono, ze komoérki macierzyste
i komorki roznicujace sie w kierunku chondrocytéw hamuja
odpowiedz limfocytéw T skierowang przeciw czasteczkom
kolagenu II [26]. Ich uzycie w RZS powinno wiec hamowa¢
odczyn zapalny, a by¢ moze takze umozliwic zaj$cie proceséw
regeneracyjnych i uchroni¢ odbudowana chrzastke stawowa
chorych przed ponownym zniszczeniem.

W innym badaniu postuzono si¢ komdérkami macierzysty-
mi pobranymi z tkanki ttuszczowej chorych, ktére podawano
w iniekcjach dostawowych do zmienionych chorobowo sta-
wow kolanowych. Uzyskano poprawe w zakresie dolegliwosci
miejscowych; w artroskopii stwierdzono redukcje uszkodzen
chrzastki stawowej, nie stwierdzono za$ zwigzanych z le-
czeniem zdarzen niepozadanych [27]. Co prawda badanie
zostalo przeprowadzone nie u chorych z RZS, lecz w chorobie
zwyrodnieniowej stawow, jednak potwierdzilo ono potencjat
regeneracyjny i bezpieczenstwo stosowania autologicznego
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przeszczepu z komorek macierzystych. W potaczeniu z im-
munosupresyjnymi wlagciwosciami tej terapii daje to szanse
na bardzo dobre efekty w leczeniu RZS.

Opisano takze obiecujace wlasciwosci wspomnianych
preparatow PRP, ktére za posrednictwem zawartych w nich
czynnikéw wzrostu majg pozytywnie wplywaé wlasnie na
proliferacje komoérek macierzystych oraz ich réznicowanie
w kierunku chondrocytéw [28]. Polaczenie tych dwdch me-
tod (PRP i komorek macierzystych) daje wiec lepsze perspek-
tywy niz uzycie kazdej z tych metod z osobna. W szczegdlno-
$ci takie podejscie terapeutyczne moze nie tylko zahamowac
miejscowy proces zapalny, ale wrecz umozliwic regeneracje
uszkodzonych wczesniej stawow.

PODSUMOWANIE

W ostatnich latach obserwuje si¢ szybki postep w leczeniu
RZS, w szczegdlnosci dzieki stosowanym obecnie metodom
leczenia biologicznego. Jednak, jak wspomniano, w dalszym
ciggu istotna grupa chorych nie wykazuje zadowalajacej
reakcji na dtugotrwale stosowane nowoczesne leczenie kon-
wencjonalne.

Istnieje nadzieja, ze opisane wyzej metody, czesto cel-
nie wymierzone w swoiste molekularne patomechanizmy
RZS, stang si¢ w niedalekiej przysztosci rozwigzaniem tego
problemu. Powszechne zastosowanie nowych, precyzyjnych
metod oddzialywania na uktad immunologiczny, takich jak
geno- oraz immunoterapia, wydaja si¢ by¢ kwestia niedale-
kiej przysztosci. Z uwagi na bardzo rézne punkty uchwytu
nowych strategii leczniczych oraz wnioski plynace z badan
na modelach zwierzecych mozna zaklada¢, ze techniki te
przyniosg pelna ulge wlasnie tym chorych, u ktdérych nie
osiggano dotad terapeutycznego sukcesu. Warto tez zauwa-
zy¢, ze techniki eksperymentalne stosuje si¢ w duzej mierze
miejscowo. Umozliwia to precyzyjne leczenie zajetych sta-
wow z rownoczesnym uniknieciem ewentualnych efektéw
ubocznych, czy tez ograniczeniem wystapienia powiktan, np.
spowodowanych leczeniem hamujacym systemowo uktad
odpornosciowy. Z drugiej strony warto zauwazy¢, ze w prze-
biegu RZS, zaliczanego przeciez do choréb uktadowych,
czesto zajete sa, obok narzadu ruchu, inne uktady. Jak dotad
brak jednak precyzyjnych danych o ubocznym (potencjalnie
korzystnym) wplywie technik eksperymentalnych na zmiany
chorobowe w takich narzadach jak ptuca lub nerki.

W leczeniu zmian stawowych w przebiegu RZS szczegélne
nadzieje budzi zastosowanie PRP. Co prawda mechanizm
dzialania wcigz wymaga dokladniejszych badan, jednak bar-
dzo dobre efekty i bezpieczenistwo w leczeniu innych choréb
stawow, mozliwo$¢ uzyskania znacznej poprawy ich funkgji,
a takze korzystny wplyw PRP na regeneracj¢ uszkodzen
stawowych daje szanse na istotna poprawe efektywnosci
dotychczasowego leczenia. Wazna wydaje si¢ tez mozliwo$¢
stosunkowo fatwego pozyskania leku. Istnieje wigc szansa,
ze bedzie mozliwe znacznie wczesniejsze wprowadzenie
iniekcji dostawowych PRP do powszechnego leczenia RZS
niz w przypadku eksperymentalnych metod terapii genowej
lub biologiczne;j.

W przypadku bardzo zaawansowanych uszkodzen, dotad
niemozliwych do korekty bez obcigzajacej interwencji chirur-
gicznej, najbardziej obiecujaca terapia wydaje si¢ zastosowa-
nie komdrek macierzystych. Udowodniono skuteczno$¢ tej
metody wleczeniu wielu choréb. Chociaz aktualnie nastepuje

jej blyskawiczny rozwdj, to jednak barierg ograniczajaca
jej powszechne uzycie sg dos¢ skomplikowane technicznie
i kosztowne metody pozyskiwania komdrek macierzystych.
Konieczny jest dalszy rozwéj maloinwazyjnych metod ich
pobierania, a by¢ moze takze zwigkszenie skutecznosci ich
dziatania poprzez dodatkowg stymulacje, np. za pomoca PRP.
Moze to pozwoli¢ na uzyskanie zadowalajacego efektu juz
po uzyciu relatywnie matej liczby komoérek.
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Experimental therapies of articular lesions in patients

with rheumatoid arthritis

I Abstract

Introduction and purpose. Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most common autoimmune diseases affecting
connective tissue. It is characterized by inflammation of the joints leading to progressive damage and loss of joint function,
and subsequently to physical disability of the patient. The aim of the article is to provide an overview of the experimental
RA therapies of articular lesions that are currently in early and advanced stages of clinical development.

Brief description. RA management is presently based on symptomatic treatment, taking biological and synthetic disease-
modifying antirheumatic drugs (DMARDs), physiotherapy and surgical correction of articular complications. There are
many drugs currently under investigation, such as immune and gene therapy, platelet rich plasma intraarticular injections,
application of mesenchymal stem cells, as well as a combination of techniques listed above.

Summary. Over the last few years, the rapid progress in RA treatment has been made by introduction of biological treatment.
However, no satisfactory clinical response is observed in a significant group of patients, despite the long-term conventional
treatment. Hopefully, the techniques described briefly in this review targeting molecular pathomechanisms, are believed
to be useful in finding solutions in the treatment of RA articular lesions.

I Key words
investigational therapies, immune therapy, platelet-rich plasma, rheumatoid arthritis, gene therapy
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