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Wstep

Monografia, ktora trzymacie Panstwo w rgce, jest owocem spotkan i wytgzonej
pracy mtodych naukowcéw z roznych szkol wyzszych i instytutow w Polsce.
Spotkania te odbywaja si¢ w Warszawie juz od 9 lat pod auspicjami Katedry
i Zaktadu Histologii i Embriologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego a od
2 lat takze Oddzialu Warszawskiego Polskiego Towarzystwa Histochemikow
i Cytochemikow.

W monografii przedstawiamy najwazniejsze tematy w badaniach biomedycznych
z 2017 roku. Wszystkie prezentowane prace przeszly pozytywnie proces
peer-review. Prace te pochodza z réwnych dziedzin biomedycyny od biologii
medycznej przez biofizyke az po nauki kliniczne.

Zyczac mitej i owocnej lektury

Izabela Mtynarczuk-Biaty
Lukasz Biaty






Markery nowotworowe i wybrane metody ich oznaczen
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Streszczenie

W XXI wieku choroby nowotworowe nadal sg zaliczane do grupy najczesciej nieuleczalnych schorzen
u cztowieka. Aby poprawi¢ rokowania badanych pacjentéw coraz wigksza grupa naukowcow skupia sie
na analizowaniu coraz szerszej liczby substancji aktywnych, ktore zaliczane sa pdzniej do tzw.
biomarkerow.

Biomarkery to wskazniki proceséw fizjologicznych lub chorobowych, ktorych st¢zenie ro$nie wraz
z rozwojem nowotworu lub innego schorzenia. Czgsto uzywane sa takze do oceny stopnia odpowiedzi
organizmu na zastosowane leczenie farmakologiczne.

Markery nowotworowe to zwigzki, ktorych wzrost stgzenia w organizmie czlowieka $wiadczy
0 rozwoju choroby. Do markeréw nowotworowych mozemy zaliczy¢ nie tylko substancje produkowane
przez komoérki nowotworowe np. biatka, hormony czy enzymy ale rowniez te wytwarzane przez zdrowe
komorki. Podczas regularnego oznaczania poziomu stgzenia podstawowych markerow nowotworowych
u chorego mozemy oceni¢ radykalnos$¢ jego leczenia chirurgicznego ale takze mozliwosci wystapienia
nawrotu choroby czy powstania przerzutéw. Do najcze$ciej oznaczanych marker6w nowotworowych
naleza: CEA, PSA, hCG, AFP, CA125. Duzg grupe zwigzkoéw stanowig takze inne substancje aktywne,
ktore w ostatnim czasie sg szeroko badane przez naukowcow. Ich podwyzszone stezenie w organizmie
pacjenta rowniez moze $wiadczy¢ o poczatku rozwoju procesu onkogenezy. Takie zwiazki nazywane sa
w literaturze potencjalnymi markerami nowotworowymi np. laminina-5, immunoproteasom, IL-6,
YKL-40.

Do metod analitycznych pozwalajacych na oznaczenie poziomu potencjalnych jak i juz komercyjnie
oznaczanych markerow nowotworowych mozemy zaliczy¢: testy immunohistochemiczne i immuno-
enzymatyczne, metod¢ radioimmunologiczna oraz radioimmunometryczng ale takze spektrometri¢ mas,
macierze bialkowe czy Powierzchniowy Rezonans Plazmonow w wersji Imaging.

Abstract

In the 21st century, malignant diseases continue to be classified as a group of the most incurable human
diseases. To improve the prognosis of patients, an increasing number of researchers are focusing on
analyzing an ever-increasing number of active substances that are later classified as biomarkers.
Biomarkers are indicators of physiological or disease processes whose concentration increases with the
development of a tumor or other disease. They are also often used to assess the level of response of the
body to the pharmacological treatment.

Cancer markers are compounds that increase the concentration in the human body testifies to the
development of the most common cancer. Tumor markers can include not only substances produced by
cancer cells, such as proteins, hormones or enzymes but also those produced by healthy cells. Regular
assessment of the level of primary tumor markers in a patient can evaluate the radicality of his or her
surgical treatment, but also the possibility of relapse or metastasis. The most commonly identified tumor
markers are CEA, PSA, hCG, AFP, CA125. A large group of compounds are also active substances,
which have recently been widely studied by scientists. Their elevated concentration in the patient's body
also may indicate the beginning of oncogenesis development. Such compounds are referred to in the
literature as potential tumor markers eg laminin-5, immunoproteasome, IL-6, YKL-40. Analytical
methods for the determination of levels of potential and already commercially available cancer markers
include immunohistochemistry and immunoenzymatic assays, radioimmunoassay and radioimmuno-
metric methods, but also mass spectrometry, protein matrixes and Surface Plasmon Resonance Imaging.
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Wprowadzenie

W dzisiejszych czasach, gdy rozwoj metod diagnostycznych i terapeutycznych
jest na bardzo wysokim poziomie, nadal obserwujemy znaczny wzrost zachoro-
walno$ci na nowotwory. Niestety umieralnos¢ z powodu tych schorzen jest ciagle
zmorg naszej cywilizacji. W samej Polsce w wielu przypadkach choroba
nowotworowa rozpoznawana jest juz w tak poznym stadium, ze wyklucza si¢
skuteczne leczenie. Dlatego wielu naukowcow dazy do wykrycia takich substancji
i opracowania takich metod badawczych, ktore pozwolg na znacznie szybsza
diagnoze pacjentow oraz lepsza ocen¢ stanu zaawansowania choroby. Obecnie
w diagnostyce oznaczanie marker6w nowotworowych peli wylacznie funkcje
wspomagajaca. Szersze zastosowanie ma ocena tych znacznikbw w procesie
leczniczym i w trakcie dlugoterminowej obserwacji pacjentow po leczeniu.

Biomarkery zaliczamy do cech biologicznych, ktore maja zazwyczaj charakter
czasteczkowy. Sg one wykorzystywane jako wskazniki procesow fizjologicznych lub
chorobowych, ktore zachodza w naszym organizmie. W niektorych przypadkach
biomarkery uzywane sg rowniez do oceny stopnia odpowiedzi organizmu na
zastosowane leczenie farmakologiczne. Aby zwigkszy¢ szans¢ chorego pacjenta na
catkowite wyleczenie trzeba jak najszybciej wykry¢ stezenie biomarkera znaczaco
odbiegajace od normalnego poziomu. Cennym zrédlem informacji o biomarkerach
jest osocze, gdyz jest zbiorem ludzkich bialek. Ponadto pobieranie osocza jest
zabiegiem szybkim, mato kosztownym a otrzymane probki mozna tatwo
przechowywac i poddawac obrobcee (Ptodzich, 2013).

Markery nowotworowe to substancje, ktorych najczesciej podwyzszone stezenie
w organizmie $wiadczy o rozpoczgciu procesu onkogenezy. Do markerdéw
nowotworowych mozemy zaliczy¢ nie tylko substancj¢ produkowane przez komorki
nowotworowe np. hormony, enzymy czy inne biatka, ale rowniez te wytwarzane
przez zdrowe komorki (Glas, Roos et al. 2003). NajczeSciej markery chorob
nowotworowych oznacza si¢ na podstawie badania krwi, ale w wielu przypadkach
wykorzystuje sie¢ réwniez probki moczu czy homogenaty tkanek. Regularny pomiar
stezenia podstawowych markerow nowotworowych u chorego pozwala na ocene
radykalno$ci leczenia chirurgicznego ale takze mozliwos$ci wystgpienia nawrotu
choroby czy powstania przerzutow (Pietrowska, 2009, Soborczyk, Deptata, 2007).

Najczesciej oznaczane markery nowotworowe

Wedlug doniesien literaturowych pierwsze markery nowotworowe zostaty
odkryte ponad 40 lat temu. Positkujac si¢ pierwszymi pracami naukowymi nad
budowg i1 znaczeniem markeréw stwierdzono, ze kazdy typ guza ma specyficzna dla
siebie substancj¢ markerowa. Niestety pozniejsze badania wykazaty, ze dany rodzaj
nowotworu moze wydziela¢ kilka markerow. W Tabeli 1. przedstawiono najczesciej
oznaczane markery nowotworowe w naszym organizmie, typ nowotworu ktoéremu
odpowiadajg oraz metode jego oznaczania.
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Tabela 1. Zestawienie najczesciej oznaczanych markerow nowotworowych, typy schorzen nowotworowych
charakterystycznych dla opisanych markeréw oraz metody oznaczania tych zwigzkow.

Przyklady markerow

Typy nowotworow

Metody oznaczania

Literatura

pecherza moczowego.

Metoda
chemiluminescencji

nowotworowych markera nowotworowego
INowotwor:
CA 125 |aun|kal o Test ELISA (Kot(_>W|_cz ,
(Antygen nowotworowy CA  [trzustki i drog zotciowych, Fuksiewicz, 2013,
125) nerki, Pietrowska,2009)
tuca.
INowotwor: Technika .
CA 72-4 jajnika, radioimmunologiczna (CF’;;;c;;\ﬁka,zoog,
(Antygen nowotworowy CA _zol_qdka, (RIA) Holmstrém , Louhimo
72-4) jelita grubego Test ELISA
. et al. 2002 )
wysigk optucnowy.
Metoda
CA 199 Nowotwor radioimmunometrycz-na (Halm , Schumann et
trzustki, (IRMA) .
(Antygen nowotworowy CA | . - ial. 2000, Ucar, Semerci
jelita grubego Technika
19-9) . - . etal. 2008)
wysi¢k optucnowy. radioimmunologiczna
(RIA)
Nowotwdr: (Liu, Feng, 2015
IAFP jajnika, Test ELISA, Wu ’Fu ot él 200’7)
(Alfa feto proteina) watroby, Immunohistochemia ! '
jader.
?G%ﬁa dotropina ggr:z;f;wor: Immunohistochemia (Pietrowska,2009
cotrop jajnika, Test ELISA Wu , Fu et al. 2007)
kosmowkowa) ader.
Nowotwor: Tec_hmka ) (Shingo ., Hirofumi et
biersi radioimmunologiczna al. 2002,
CEA trzustki i drog zolciowych, [ Chmura, Wojcieszek
(Antygen karcinoembrionalny)[zotadka Test ELIS.A‘ . et al. 2009,
bhuc ’ Immunohistochemia Liu, Feng et al. 2015,

Wu , Fu et al. 2007)

PSA

(Polipeptydowy antygen
tkankowy)

trzustki i drog zotciowych,
okre¢znicy i odbytnicy,

radioimmunologiczna
(RIA)

(Swoisty antygen gruczolu INowotwor: Test ELISA (Varma , Berney et al.
krokongo) yeen g prostaty. Immunohistochemia 2004)

INowotwor: . . (Nikiel, Chekan et al.
Galektyna-3 brodawkowaty tarczycy. Immunohistochemia b006)

INowotwor:

jajnika, .
TPA piersi, Technika

(Pietrowska, 2009)

(Antygen nowotworowy CA
50)

pecherza moczowego,
piersi.

radioimmunometryczna
(IRMA)

watroby,
jader lub prostaty.

CA 50 INowotwor: Immunohistochemia %Blgel, Chekan et al.
brodawkowaty tarczycy, Metoda !

Ucar, Semerci et al.
2008,
Pietrowska, 2009)

Metoda

Mono Total N{OWOtwor' radioimmunometryczna (}Vgg)coﬂg Tarapacz et
piuc (IRMA) al. 2009)
Cytokeratyna 19, ferrytyna  [Nowotwor: Metoda (Zateska,
' ’ IR .. Szturmowicz et al.
ptuc chemiluminescencji

2010)
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Substancje aktywne jako potencjalne markery nowotworowe

W naszym organizmie istnieje takze szereg substancji aktywnych, ktorych
podwyzszona lub znikoma zawarto$¢ w ptynach ustrojowych czltowieka moze
$wiadczyé o rozwoju powaznych schorzen réwniez nowotworu. Swiadczy o tym
coraz wigksze zainteresowanie naukowcow takimi substancjami jak np. cytokiny.
W czasie rozwoju nowotworu dochodzi do niekontrolowanej nadekspresji genow
cytokin i ich receptorow co skutkuje ich zwigkszong syntezag w komorkach. W Tabeli
2 podano przyktadowe cytokiny oraz inne substancje aktywne, ktéore moga
W przysztosci petni¢ rolg markeréw nowotworowych.

Tabela 2. Zestawienie przyktadowych zwigzkow aktywnych jako potencjalnych marker6w nowotworowych.

szyjki macicy

Immunohistochemia

Substancje aktywne jako Typy nowotworow, Metody oznaczania
potencjalne markery ktorym odpowiada potencjalnego markera | Literatura
nowotworowe dana substancja nowotworowego
Nowotwér: (Kim, Song et al.
IL-6 s otadka 2003,
(Interleukina 6) z}uq ) Adachy, Aoki et al.
piue 2006)
- Test ELISA (Kim, Song et al.
zéEzirllz nik wzrostu II;;?l\C?VOtWOT- Test E.LISA 2003, .
$roédbtonka naczyniowego) | zotadka Technika Adachy, Aoki et al.
) radioimmunologiczna | 2006)
Nowotwor: (RIA)

(Tanwar , Gilbert et

YKL-40 ) al. 2002 Rusak ,
(Biatko sekrecyjne z marsk.osc watroby Jabtonska et al.
rodziny chityna) Czhfm'ak 2016)
p1uc
glejak
IGE2 (Bystrom, Sheng et
(Insulinopodobny czynnik Nowotwor: al. 2012, Thomas,
wzrostu)p yezy jajnika. Kohler et al. 2011)
Spektrometria mas
Metoda
SCC : chemiluminescencji (Chmura,
Nowotwor: . .
(Antygen raka szyjki macicy Technika SPRI Wojcieszek et al.
ptaskonabtonkowego) Technika 2009)
radioimmunologiczna
Nowotwér (RIA) (Sankiewicz,
wotwor: Lukaszewski et al.
Kolagen IV pecherza moczowego, 2016, Kalluri,
S:ggst;ty Zeisherg 2006)
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Proteasom/immunoprotea-
som

Nowotwor:

Ostra biataczka
limfoblastyczna

Pecherza moczowego

Nowotwor:
pecherza moczowego,

Technika SPRI
Immunohistochemia

Technika SPRI

(Gorodkiewicz,
Ostrowska et al.
2011, Sankiewicz,
Lukaszewski et al.
2016)

Laminina-5 piersi, Test ELISA (Sankiewicz,
prostaty. Romanowicz et al.
, 2016)
MMP-1 Nowotwor: Test ELISA (Mor, Visintin et al.
(Metaloprotemaza pecherza moczowego, Technika SPRI 2005, Tokarzewicz,
macierzy 1) prostaty. Romanowicz et al.
Substancje aktywne jako Typy nowotworéw, Metody oznaczania 2016)
potencjalne markery ktorym odpowiada potencjalnego markera || iteratura
nowotworowe dana substancja nowotworowego (Kim, Song et al.
IL-6 Nowotw()r: 2003,
(Interleukina 6) zotadka. Test ELISA Adachy, Aoki et al.
ptuc 2006)
VEGF Nowotwor: (Kim, Song et al.
(Czynnik wzrostu phuc Test ELISA 2003, .
srodbtonka naczyniowego) | zotadka. Adachy, Aoki et al.
2006)
i;ﬁ(oitx;éi cy (Tanwar , Gilbert et
YKL-40 marskodé watrob hnik al. 2002 Rusak ,
(Bialko sekrecyjne z o woby Technika . Jablonska et al.
rodziny chityna) ;ﬁgma EaRdlig;mmunologlczna 2016)
glejak Immunohistochemia g?%é&ogm%ﬁgﬂfset
IGF2 Nowotwor: Spektrometria mas K.Ohler ét al 201i)
(Insulinopodobny czynnik | . . ik ’ :
wzrostu) Janika.
SCC . (Chmura,
Nowotwor: Metoda i
(Antygen raka szyjki macicy chemiluminescencii Wojcieszek et al.
ji
ptaskonabtonkowego) Technika SPRI ?é);)r?lziewmz
Nowotwor: Tethika . Lukaszewski et al
Kolagen IV pf;ch?rza moczowego, | radioimmunologiczna 2016, Kalluri, )
Blrec})rsstgty. (RIA) Zeisberg 2006)
Nowotwor:

Proteasom/immunoproteas
om

Laminina-5

MMP-1
(Metaloproteinaza
macierzy 1)

Substancje aktywne jako
potencjalne markery
nowotworowe

Ostra biataczka
limfoblastyczna
Pecherza moczowego

Nowotwor:

pecherza moczowego,
piersi,

prostaty.

Nowotwor:

pecherza moczowego,
prostaty.

Typy nowotwordw,
ktérym odpowiada
dana substancja

Technika SPRI
Immunohistochemia

Technika SPRI
Test ELISA

Test ELISA
Technika SPRI

Metody oznaczania
potencjalnego markera
nowotworowego

(Gorodkiewicz,
Ostrowska et al.
2011, Sankiewicz,
Fukaszewski et al.
2016)

(Sankiewicz,
Romanowicz et al.
2016)

(Mor, Visintin et al.
2005, Tokarzewicz,
Romanowicz et al.
2016)

Literatura
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Nowotwor: (Kim, Song et al.
zotadka. Test ELISA 2003,
IL-6 ptuc Adachy, Aoki et al.
(Interleukina 6) Nowotwor: 2006)
VEGF ptuc Test ELISA (Kim, Song et al.
(Czynnik wzrostu 7oladka. 2003,
srodbtonka naczyniowego) | Nowotwor: Adachy, Aoki et al.
YKL-40 szyjki macicy Technika 2006)
(Bialko sekrecyjne z marsko$¢ watroby radioimmunologiczna | (Tanwar , Gilbert et
rodziny chityna) czerniak (RIA) al. 2002 Rusak ,
IGF2 phuc Immunohistochemia | Jablonska et al.
(Insulinopodobny czynnik | glejak 2016)
wzrostu) Nowotwér: _ (Bystrom, Sheng et
SCC jainika ’ Spektrometria mas al. 2012, Thomas,
(Antygen raka ' Kohler et al. 2011)
ptaskonabtonkowego) Nowotwor: Metoda (Ch_m_ura,
szyjki macicy chemiluminescencji Wojcieszek et al.
2009)
Nowotwor: Techn!ka SPRI (Sankiewicz,
herza rﬁoczowe o Technika Lukaszewski et al.
peehe €% | radioimmunologiczna | 2016, Kalluri,
g'rirsst;ty (RIA) Zeisberg 2006)
' (Gorodkiewicz,
Kolagen IV Nowotwor: Ostrowska et al.

Proteasom/immunoproteas
om

Ostra biataczka
limfoblastyczna
Pecherza moczowego

Technika SPRI
Immunohistochemia

2011, Sankiewicz,
Lukaszewski et al.
2016)

Laminina-5
MMP-1 )
(Metaloproteinaza Nowotwor: _ .
macierzy 1) pecherza moczowego, | Technika SPRI (Sanklewn_:z,
piersi, Test ELISA Romanowicz et al.
prostaty. 2016)
. (Mor, Visintin et al.
Nowotwor: Test ELISA 2005, Tokarzewicz,
pf?Chtertza MOCZOWEEO, | Tachnika SPRI Romanowicz et al.
prostaty. 2016)
Substa_ncje aktywne jako Typy nowotwqréw, Metody oznaczania Literatura
potencjalne markery ktérym odpowiada potencjalnego markera (Kim, Song et al.
nowotworowe dana substancja nowotworowego 2003'
IL-6 Nowotwor: Adachy, Aoki et al.
. zotadka. Test ELISA 2006)
(Interleukina 6) phic (Kim, Song et al.
, 2003
VEGF Nowotwor: ’ .
(Czynnik wzrostu pluc Test ELISA gggghy‘ Aoki et al.
srodbtonka naczyniowego) | zotadka. )

Podstawowe metody oznaczania potencjalnych jak i terapeutycznie

stosowanych markeréw nowotworowych:

Proteomika jest jedng z dziedzin badan naukowych pozwalajacych na monito-
rowanie czynno$ci wybranego narzadu lub catego organizmu ludzkiego. Jest to
dziedzina nauki zajmujaca si¢ analiza proteomu czyli komponentu biatkowego
kodowanego przez genom. Wedlug definicji sam proteom jest to grupa biatek
wystepujgca w komorce, tkance czy organizmie w okreslonym czasie (Plodzich,
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2013). Na podstawie obecnych doniesien literaturowych proteomika definiowana jest
jako nauka umozliwiajaca identyfikacje, opisanie oraz oznaczenie ilo$ciowe
wszystkich bialek biorgcych udziat w okreslonych szlakach biochemicznych.
Eksperymenty przeprowadzane w ramach badan proteomicznych dostarczaja bardzo
doktadnych 1 kompleksowych informacji na temat funkcjonowania danego
organizmu. Jednak analiza proteomu jest o wiele bardziej skomplikowana niz analiza
genomu (Pietrowska, 2009).

Immunohistochemia

Immunochistochemia nalezy do grupy testow diagnostycznych udzielajagcych nam
informacji o obecnosci danego antygenu w badanej tkance pacjenta oraz o jego
ewentualnym potozeniu w organizmie cztowieka (Walker, 2004).

Dzigki pobraniu od chorego pacjenta wycinkow tkanek, ich inkubacji
W obecnosci okreslonych przeciwcial a nastepnie obserwacji osadow barwnika pod
mikroskopem mozemy stwierdzi¢ gdzie doszto do rozpoznania badanego antygenu.
Istnieje kilka odmian reakcji immunohistochemicznych takich jak: reakcja posrednia
1 bezposrednia, reakcja z awidyng i biotyna.

Reakcja bezposrednia przebiega poprzez inkubacj¢ tkanki chorego pacjenta,
w ktorej obecny jest antygen A. Jest on nastgpnie znakowany odpowiednim
przeciwciatem. Produktem tej reakcji jest kompleks antygen-przeciwciato, ktory
mozna obserwowa¢ pod mikroskopem. Reakcja jest prosta w analizie, ma natomiast
zasadniczg wadg; polaczenie chemiczne przeciwciata ze znacznikiem przebiega na
zasadzie wigzania kowalencyjnego, ktore powoduje deformacje ksztattu czasteczki
przeciwciata (Wu , Fu et al. 2007).

W przypadku reakcji posredniej analiza badanego materiatu jest bardziej ztozona
i trudniejsza do wykonania reakcjag immunohistochemiczng. Ma jedng zasadnicza
zalete; w reakcji posredniej przeciwciato, ktore taczy si¢ z badanym antygenem nie
jest znakowane, co wyklucza powstanie zmian w strukturze czasteczki przeciwciata
(Fedchenko, Reifenrath, 2014).

Reakcja z awidyna i biotyna nie jest w pelni reakcja immunologiczna. Jej
mechanizm przypomina jednak reakcje immunohistochemiczne. Opiera si¢ ona na
wykorzystaniu trwatego i bardzo swoistego polaczenia, ktore tworzy si¢ pomigdzy
awidyna, glikoproteidem, a biotyng, niskoczasteczkowa witaming H wyodrgbniona
z z6ttka. Jedna czasteczka awidyny taczy sie z 4 czasteczkami biotyny. Biotyne mozna
przytaczy¢ na drodze chemicznej z przeciwciatami (Badowska-Kozakiewicz, 2013).

Za pomoca metody immunohistochemicznej oznaczano takie markery nowotwo-
rowe jak: CEA, AFP, PSA hCG. Przy oznaczaniu tych markerow zastosowano
dwustopniowa metod¢ immunoperoksydazowg z kompleksem EnVisiont TM/HRP
oraz przeciwciata poli- i monoklonalne.

Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Test immunoenzymatyczny jest jedna z najwazniejszych, najczulszych
i najczesciej wykorzystywanych metod diagnostycznych. Dzigki testowi ELISA
mozna oznaczyC stezenie danego antygenu w probce pochodzacej od pacjenta.
W przypadku standardowych testow takich jak immunohistochemia jednorazowo
oznacza si¢ tylko jedna probke. W przypadku metody ELISA jednocze$nie mozemy
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oznacza¢ bardzo duzg liczbg probek (Scholler, Crawford et al. 2006). Metod¢ mozna
rowniez bardzo tatwo zautomatyzowaé. Mozemy wyrdzni¢ kilkadziesiat odmian
testu ELISA. Wszystkie opieraja si¢ jednak na do$¢ podobnych zasadach. Do dwoch
najwazniejszych odmian mozemy zaliczy¢ testy bezposrednie i posrednie. Test
ELISA wykorzystywany jest do oznaczania biatek w probkach przy uzyciu
przeciwcial poli- i monoklonalnych potaczonych z odpowiednim enzymem. Idea
tego testu jest zwigzanie przeciwciata z danym enzymem, ktore moze specyficznie
rozpozna¢ dane biatko obecne w badanej probce. Nastepnie dochodzi do utworzenia
kompleksu przeciwciato- antygen. Po wyptukaniu resztek przeciwciala dodaje si¢
substrat dla enzymu polaczonego z przeciwciatem i zachodzi reakcja enzymatyczna.
Caty pomiar ma charakter ilosciowy (Mor, Visintin et al. 2005) . Na Rycinie 1
przedstawiono schemat przebiegu reakcji immunoenzymatycznej posredniej
i bezposredniej dla okreslonego antygenu.

substrat
substrat @
( przeciv cialo
@ it y \drugurzqduwe
pl’ZEéiWCiEh
pierwszorzedowe
antygen gg P
| [
bezpoéredni ELISA posredni ELISA
(direct) {indirect)

Rycina 1. Schemat ideowy przebiegu reakcji immunoenzymatycznej dla dwoch podstawowych rodzajow
testu ELISA bezposredniego i posredniego [opracowanie wiasne]

Testy ELISA s3 wykorzystywane do oznaczania markerow nowotworowych
m.in. CA-125, CA 72-4, AFP, PSA.

Metoda radioimmunologiczna (RIA)

RIA to metoda immunochemiczna bazujaca na wykrywaniu reakcji antygenu ze
specyficznym dla niego przeciwcialem, wykorzystujac pomiar radioaktywnosci
izotopu promieniotwoérczego, ktérym znakowany jest jeden ze sktadnikoéw reakcji
(Barnes, White et all. 2012). Dzigki metodzie RIA mozemy oznaczaé iloSciowo
badane antygeny. Podczas przeprowadzania pomiaru jeden sktadnik reakcji jest
potaczony z nos$nikiem a drugi z faza ciekta. Drugi sposo6b pomiaru bazuje na reakcji
gdzie oba sktadniki przeciwciato i antygen znajdujg si¢ w fazie cieklej. Nastepnie
wyznakowany antygen inkubowany jest z plynem zawierajacym przeciwciala. Jako
standard dodaje si¢ pewng ilo$¢ niewyznakowanego antygenu. W ostatnim etapie
pomiaru z roztworu izoluje si¢ kompleks antygen-przeciwciato i mierzy radioak-
tywno$¢ wybranej frakcji. Obecnie z powodu zagrozen wynikajacych z pracy ze
zwigzkami radioaktywnymi do oznaczen antygenow w probkach wykorzystuje sie
testy ELISA .
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Za pomocg metody radioimmunologicznej mozna oznacza¢ takie markery
nowotworowe jak: AFP, PSA, CA-125, CEA.

W przypadku tych markerow najczeSciej wykorzystywane sa przeciwciata
poliklonalne; rzadziej monoklonalne ze wzgledu na spadek czuto$ci metody,
gdyz jest ona bardzo mocno zwigzana z selektywno$cig przeciwciata
w stosunku do badanego antygenu (Barnes, White et all. 2012).

Metoda radioimmunometryczna (IRMA)

W  metodzie radioimmunometrycznej do pomiaru wykorzystuje si¢ dwa
przeciwciata, z czego jedno znakowane jest radioizotopem a drugie skierowane
przeciwko innej determinacie antygenowej badanej substancji. Nastgpnie do probki
zawierajacej przytwierdzone przeciwcialo wprowadza si¢ antygen i przeciwciato
znakowane radioizotopem. Z tak powstatego kompleksu przeciwciato-antygen-
przeciwciatlo wyplukuje si¢ resztki przeciwciala znakowanego 1 mierzy si¢
radioaktywno$¢ kompleksu (Wein, Lehmann et al. 2002). Dzicki wykorzystaniu tego
rodzaju metody oznacza si¢ np. CA 50, CA 19-9, Mono Total. W przypadku tego
ostatniego markera, nalezacego do grupy cytokeratyn, pomiar wykonywany jest
z wykorzystaniem przeciwciala optaszczonego na peretkach polistyrenowych, ktore
stanowiag faze stala. Nastgpnie uzywa si¢ zestaw odczynnikowy zawierajacy trzy
przeciwciata monoklonalne wigzace epitopy cytokeratyny oraz jedno przeciwciato
detekcyjne znakowane jodem 125 (Wojcik, Tarapacz et al. 2009).

Metoda chemiluminescencyjna

Metoda chemiluminescencyjna to technika, ktora wykorzystuje znaczniki takie
jak np. luceferyna, izoluminol. Substancje te pod wptywem reakcji emitujg Swiatto
0 danej dlugosci fali. Dzigki temu mozna wykona¢ pomiar stezenia badanej
substancji (Dulak, Piwonska et al. 1998). Metoda chemiluminescencji oznacza sig
cytokeratyng 19 i ferrytyng. Reagenty (luceferyna i izoluminol) w odpowiednich
zestawieniach tworza tzw. sondy chemiluminescencyjne, ktore w odpowiednim
potaczeniu sg bardzo czutym detektorem analitycznym. Nastgpnie wybrany utleniacz
utlenia zwigzek badany, w wyniku czego powstaje utleniony produkt w stanie
wzbudzonym. W wyniku rekombinacji nast¢puje emisja kwantow $wiatla.

Spektrometria mas

Spektrometria mas jest uniwersalng metoda, w ktérej wykorzystuje si¢ kilka
réznorodnych technik wzbudzania analitu oraz analizy otrzymanych jonow.
Najczesciej wykorzystywana w pomiarach jest desorpcja laserowa z udziatem
matrycy (MALDI). Zasada tej metody jest pomiar stosunku masy do ladunku
elektrycznego jonéw powstajacych z jonizacji czgsteczek badanych zwiazkow
chemicznych. Standardowy aparat do spektrometrii mas zbudowany jest z komory
jonizacyjnej, analizatora i detektora, sprz¢zonych z komputerowym systemem
kontroli oraz rejestracji i analizy danych. Na Rycinie 2 przedstawiono schemat
budowy aparatu z desorpcjg laserowg z udziatem matrycy MALDI.
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Rycina 2. Schemat budowy aparatu z desorpcja laserowa z udzialem matrycy MALDI [opracowanie wiasne]

Badania technikg spektrometrii mas charakteryzujg si¢ wysoka czulo$cig oraz
mozliwos$cig oznaczania biatek o bardzo matych stezeniach. Dzigki temu stala si¢
konkurencvina metoda dla obecnych technik stosowanych w proteomice
(Karczmarski, Mikula et al. 2009). Za pomocg spektrometrii mas mozemy oznaczyé
takie potencjalne markery jak: APoE, SAAA4.

Macierze bialkowe

Za pomoca macierzy bialkowych mozemy dokladnie okresli¢ typ i ilo§¢ biatka
w badanym materiale. Metoda polega na unieruchamianiu na cienkich ptytkach
milionéw kopii réznych przeciwcial. Nastgpnie kazde z nich taczy si¢ z okreslonym
fragmentem biatka. Dzieki specjalnym macierzom biatkowym mozemy monitorowac
oddziatywania biatko-biatko lub bialko-fosfolipid w komorkach. Obecnie
w badaniach naukowych wykorzystuje si¢ dwa podstawowe typy macierzy: mikro-
macierze biatkowe z fazg normalng (RPPM) oraz fazg odwrocona (FPPM). Na
Rycinie 3 przedstawiono schemat ideowy pomiaru.

MIKROMACIERZ W FAZIE NORMALNEJ

<4 znacznik
N przeciwciala I-rzedowe
A :: przeciwciata ll-rzedowe
LS biaka
< + <+
28 o i e aB 2% 1-mikromacierz biatkowa
MIKROMACIERZ W FAZIE ODWROCONEJ
A
C AXA 2- mkromacierze biatk

fo e ~ # - mkromacierze biatkowe
Al - e

A A A
é\; &3 $ f $ 2 3- mikromacierze przeciwciat:
oammms T - mases metoda bezposrednia

A A
. ' S H & 7 4- mikromacierze przeciwciat:
assmms —— — sssssssm  Mmetoda kanapkowa

5- mikromacierze zawieszone

Rycina 3. Schemat ideowy pomiaru metoda macierzy biatkowych z wykorzystaniem mikromacierzy w fazie
normalnej (RPPM) oraz w fazie odwrdoconej (FPPM)
[opracowanie wlasne na podstawie (Charkiewicz, Jasifiska et al. 2015)]
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Macierze biatkowe s3 najczeSciej wykorzystywane przy okre$laniu rdznic
w profilach ekspresji bialek np. przy nowotworach. Przy pomocy tej metody
analizowano poziom ponad 169 bialek w probkach pacjentéw z np. rakiem jajnika
lub kobiet cierpigcych na stan przedrzucawkowy. Wsréd analizowanych biatek byty
takie potencjalne markery jak np. IP-10, MCP-1 czy IL-6 (Charkiewicz, Jasinska et
al. 2015).

Cytometria przeplywowa

Jest to metoda, ktora pozwala na jakos$ciowe i iloSciowe oznaczanie wlasciwosci
fizycznych i biologicznych komorek. Dzigki cytometrii przeptywowej mozemy
kontrolowaé przebieg leczenia oraz oceni¢ stan czynnosciowy komorek bioracych
udzial w mechanizmach chorobowych i obronnych. Cytometria przeplywowa
pozwala na analiz¢ duzej liczby komoérek w dos$¢ krotkim czasie (Burchardt,
Machowska et al. 2008). Standardowy aparat do cytometrii przeptywowe;j
zbudowany jest z trzech uktadow: optycznego, elektronicznego, powietrznego oraz
z zestawu do transportu cieczy. W czasie pomiaru znakowane komorki sg formowane
w cienki strumien, ktory nast¢pnie jest przesuwany w strong¢ strefy pomiaru.
W kolejnym etapie komorki sg naswietlane zogniskowang wigzka laserowsa, gdzie
rozpraszaja $wiatto i dochodzi do wzbudzenia fluorochromoéw przytaczonych do
komorki. Natezenie $wiatla mierzone jest za pomoca odpowiednich detektorow,
ktore sg potaczone z rejestratorem (Skotny, Pucinska, 2013).

Za posrednictwem cytometrii przeptywowej oznacza si¢ najcze¢sciej markery
réznych typow biataczek np. marker CD65, MPO, CD15, TdT (Rusak, Pietruczuk et
al. 2006).

Powierzchniowy rezonans plazmonéw w wersji imaging (SPRI)

Powierzchniowy rezonans plazmondéw to metoda oparta na analizie zmian
wspolczynnikow zalamania $wiatla powstalych podczas kumulacji kolejnych
biomolekut na powierzchni metalu (Homola,Yee et al. 1999). Technika ta
wykorzystuje plazmony powierzchniowe czyli wolne elektrony metalu. W metodzie
SPR tradycyjne sensory rejestruja zaleznos$¢ reflektancji jako funkcje kata padania.
Dzigki technice Powierzchniowego Rezonansu Plazmonéw w wersji Imaging mozna
wyeliminowaé¢ ztozono$¢ skanowania kata, gdyz pomiaréw dokonuje si¢ przy
okreslonym statym kacie padania dla danego analitu. Swiatto odbite zbierane jest za
pomocg kamery CCD, ktéra odczytuje natezenie $wiatla odbitego w postaci obrazu.
Kat przy jakim wykonuje si¢ pomiary, lezy w liniowym obszarze spadku reflektancji
(Steiner, 2004). Zmiany natezenia $wiatla sa wtedy proporcjonalne do zmian
wspotczynnika zatamania $wiatta spowodowanych zwigzaniem kolejnych
biomolekut na powierzchni bioczujnika. Po adsorpcji kolejnych czasteczek rezonans
zachodzi przy wyzszych katach padania (Brockman, Nelson et al. 2000).
Standardowy bioczujnik sktada si¢ z nastepujacych elementéw: ptytka szklana
pokryta warstewke chromu(1nm), warstewka ztota (50nm), oraz monowarstwa tiolu,
ktory pozwala na unieruchomienie zimmobilizowanego receptora specyficznego dla
danego analitu. Za pomoca techniki SPRI oznaczono takie substancje jak laminina-5,
kolagen-4, proteasom. Schemat ideowy takiego bioczujnika przedstawia Rycina 4.
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Rycina 4. Schemat ideowy standardowego bioczujnika SPRI [opracowanie wlasne].

Powierzchniowy rezonans plazmondéw charakteryzuje si¢ bardzo szerokim
zastosowaniem 1 staje si¢ konkurencyjny do testow ELISA. Dzigki tej metodzie
mozna badac interakcje migdzy biomolekutami, tj.: biatko-bialko, biatko-DNA,
enzym-inhibitor, receptor-lek i wiele innych. Wszystkie te badania bazujg na tak
zwanych sensogramach, z ktorych mozna odczyta¢ rézne parametry charakteryzujace
dane oddziatywania.

Podsumowanie

Markery nowotworowe sg zazwyczaj glikoproteinami lub peptydami. Wystepuja
najczeéciej] w moczu lub osoczu krwi. Niestety wiele markerow jest charak-
terystycznych dla kilku typéw nowotworéw. Dlatego obecnie markery nowotworowe
nie moga stanowi¢ samodzielnego Zrodta diagnozowania choroby. Sa one jednak
bardzo warto§ciowym uzupelieniem innych rodzajow badan np. histopatologii.
Obecnie coraz wigcej badan naukowych opiera si¢ na opracowaniu nowych metod
analitycznych pozwalajacych na tak czule 1 bardziej precyzyjne oznaczanie
markeréw, aby mogly one zostaé wykorzystane do kompletnego diagnozowania
chorych.
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Streszczenie

Ostatnie postepy w nauce zwrocily uwage na znaczenie macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM),
a zwlaszcza blony podstawnej (BM), w regulacji zachowania komoérek 1 glownych procesow zwigzanych
Z progresja nowotworu. Blona podstawna jest biatkowg siatkg macierzy zewnatrzkomoérkowej, ktora petni
funkcje¢ facznika nabtonka z tkanka taczna, odpowiada rowniez za transport substancji odzywczych oraz
metabolitow do oraz z tkanek tacznych, okresla drogi migracji komorek nabtonkowych. Szkieletem BM
jest kolagen IV. Innymi jej sktadnikami sa: laminina, integryny, entaktyna, wintronektyna, fibronektyna
oraz inne rodzaje kolagenu (m. in. VI, VII). Kolagen IV jest substratem dla metaloproteinaz w procesie
proteolizy, ktory poczatkuje degradacj¢ btony podstawnej. Laminina pobudza natomiast wzrost oraz
roéznicowanie si¢ komorek i tkanek, ma réwniez ogromne znaczenie w promowaniu inwazji nowo-
tworowej przez oddziatywania z innymi sktadnikami btony podstawnej. Praca stanowi przeglad badan
nad rola wybranych sktadnikow blony podstawnej jako potencjalnych markeréw nowotworowych.

Abstract

Recent progress in science has highlighted the importance of extracellular matrix (ECM) and basement
membrane in regulation of cellular behavior and main processes during cancer progression. The
basement membrane is specialized protein form of extracellular matrix. It plays an important role as an
epithelial abutment, also responsible for the transport of nutrients and metabolites to and from
connective tissues, determines the pathway of epithelial cells migration. The skeleton of this structure is
collagen IV. Other predominant components are: laminin, integrins, entactin, vitronecin, fibronectin and
other types of collagen (e.g. VI, VII). Collagen IV is a substrate for metalloproteinases in the process of
proteolysis, which initiates degradation of the basement membrane, laminin stimulates the growth and
differentiation of cells and tissues. It is also of great importance in promoting cancer invasion by
interacting with other components of the basement membrane.

The article presents a review of research on the role of some components of the basement membrane as
potential tumor markers.

Macierz zewnatrzkomorkowa i blona podstawna

Macierz zewnatrzkomérkowa (ECM) jest siecig makroczastek, ktéra otacza
komorki oraz stanowi wazny sktadnik mikrosrodowiska komorkowego. ECM sktada
sie z czastek strukturalnych takich jak: kolageny, elastyna oraz czgstek adhezyjnych,
do ktorych naleza: laminina, fibronektyna, witronektyna oraz trombospondyna. W jej
sktad wchodza rowniez rézne proteoglikany i glikozoaminoglikany. Jedng ze struktur
ECM jest btona podstawna, ktora petni funkcje bariery oddzielajacej nablonek od
otaczajacej go tkanki tgcznej wiasciwej (Nicolof, Deliiyski, et al. 2010). Jest ona
wyspecjalizowang strukturg za pomocg ktérej nabtonek laczy si¢ mechanicznie
z podtozem (jest to wazne w przypadku m.in. naskorka, ktory narazony jest na
uszkodzenia mechaniczne). Pelni réwniez wazna rolg w transporcie substancji
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odzywczych oraz metabolitow przez naczynia krwionosne tkanki faczne;.
Wyrdézniamy trzy warstwy blony podstawnej: blaszke jasng (tac. lamina lucida),
blaszke gesta (tac. lamina densa), warstwe widkienek i1 makroczasteczek kolagenowych
(blaszka siateczkowata, tac. lamina reticularis) (rys.1). Struktura ta charakteryzuje si¢
rézng gruboscia, zaleznie od rodzaju nabtonka, jednak nie przekracza na ogoét 0,2
pm. Blaszka gesta zbudowana jest gtownie z kolagenu typu IV, ktory tworzy cienka
siatke i pelni role rusztowania dla innych sktadnikoéw tej struktury. Blaszka jasna
sktada si¢ z subtelnych wypustek podstawnej powierzchni komoérek nablonkowych,
atakze z glikoprotein takich jak lamininy (w tym laminina-5). W blaszce jasnej
znajduje si¢ rowniez nidogen, czyli biatko odpowiedzialne za potaczenie lamininy
z kolagenem IV. Innymi sktadnikami sg proteoglikany takie jak perlekan oraz agryna
(Sawicki, Malejczyk, 2015; Stanley, Woodley at al. 1982, Pozzi, Yurchenco et al.
2017).

—> Komérki nabtonkowe

| > Blaszkajasna (/omina lucida)

-laminina, nidegen, perlekan

| 5 Blaszkagesta( lamina densa)
-Kolagen IV

Blaszka siateczkowata { laming
reticularis)
-Kelagen, IlI, VII,

"“*ﬁ—\___a Czastki adhezyjne

-fibronektyna

Rys.1 Schemat struktury btony podstawne;.

Macierz zewnatrzkomorkowa petnigca funkcje integrujaca tkanki odgrywa istotng
role w rozwoju wielu chordb, a zwlaszcza progresji nowotworu. Wiele badan
wskazuje na zdolnos¢ komoérek nowotworowych do interakcji z ECM. Moga si¢ one
laczy¢ ze specyficznymi glikoproteinami macierzy zewnatrzkomoérkowej, takimi jak
fibronektyna, kolagen i laminina, wykorzystujac do tego integryny lub inne receptory
powierzchniowe komorki (loachim, Michael, et al, 2005). Nie bez znaczenia
pozostaja réwniez mechanizmy regulujace, ktére zapewniaja, ze dynamika ECM,
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czyli jej produkcja, degradacja i przebudowa jest prawidtowa podczas rozwoju oraz
funkcjonowania narzadu. Zaklocenie tych mechanizmow powoduje deregulacje
i dezorganizacjg ECM. Prowadzi to do nieprawidtowych zachowan komorek.
Konsekwencja jest zaburzenie homeostazy oraz funkcjonowania narzadu (Kalluri
2003).

Nieprawidtlowa dynamika ECM jest cecha charakterystyczng nowotworow.
Podczas tworzenia guza nowotworowego zwigksza si¢ osadzanie kolagenu (I, II, III,
V, IX) w tkankach, natomiast wraz z wiekiem nastepuje spadek syntezy kolagendw,
na rzecz zwigkszenia aktywnosci metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej
(MMPs). Roéwniez inne sktadniki macierzy zewnatrzkomorkowej, ulatwiajace
przekazywanie sygnatu przez czynniki wzrostu sa nadprodukowane w przypadku
wystepowania nowotworu (Lu, Weaver , et al. 2012).

Przerzutowanie (metastaza) nowotworu zwigzane jest z inwazjag komoérek do
otaczajacej ECM. Aby do tego doszlo, musi nastgpi¢ uszkodzenie struktury blony
podstawnej. Enzymy takie jak metaloproteinazy macierzy zewngtrzkomorkowej
(MMPs), dezintegryna oraz metaloproteinazy z motywami trombospondyny oraz
proteazy serynowe (np. plazmina), degraduja struktury ECM, co sprzyja przedostaniu
sie¢ komoérek nowotworowych do naczyn krwionosnych lub limfatycznych
i tworzeniu wtornych ognisk nowotworowych (Liotta, 2016).

Nieprawidtowosci w btonie podstawnej moga powodowa¢ wiele innych choréb.
Przyktadowo: mutacje gendéw kodujacych biatka btony podstawnej prowadza do
dystrofii mig$niowej (Sawicki, Malejczyk, 2015), zespotu Alporta (Sawicki,
Malejezyk, 2015; Klimek, Kulig, et al. 2006), czy pecherzykowego oddzielania si¢
naskorka (Klimek, Kulig, et al. 2006). Zaburzenia uktadu immunologicznego
powoduja produkcje przeciwciat przeciwko sktadnikom wilasnym btony podstawnej
nabtonkéw pluc i nerek. W konsekwencji tego, wywolywane sa choroby tych
narzadoéw, ktoére maja podobne objawy do zespotlu Goodpasture’a (Sawicki,
Malejczyk, 2015, Niemczyk, Wozniacki, 2008). W przypadku cukrzycy typu 2 btona
podstawna nabtonka nerek ulega zgrubieniu i przepuszcza czasteczki biatek, co
prowadzi do biatkomoczu (Sawicki, Malejczyk, 2015).

Podsumowujgc, nieprawidlowe zmiany zachodzace w obrgbie macierzy
zewnatrzkomérkowej moga znaczaco zmienia¢ jej wilasciwosci biochemiczne,
potegowaé dzialania onkogenne réznych szlakow sygnatowych czynnikdéw wzrostu,
a takze deregulowa¢ zachowania komorkowe podczas ztosliwej transformacji (Lu,
Weaver, et al. 2012).

Oznaczanie sktadnikow ECM, a gltéwnie blony podstawnej, od wielu lat cieszy
si¢ zainteresowaniem naukowcow, ktorzy prowadza badania w kierunku zastoso-
wania ich jako biomarkerow, zwlaszcza w chorobach nowotworowych.

Lamininy

Lamininy (LNs) to wielofunkcyjne biatka adhezyjne komorek, wystepujace
W btonach podstawnych. Charakteryzuja si¢ one duzg masa czasteczkowa. Gromadza
si¢ glownie w macierzy zewnatrzkomorkowej komorek nerwowo-rdzeniowych,
szkieletowych, srodblonkowych oraz nablonkowych (Katayama, Sekiguchi, 2004).
W rzeczywisto$ci lamininy zwigzane z btong odgrywaja aktywna rolg¢ w regulowaniu
proliferacji i migracji komorek. LNs zlokalizowane sg zarowno w zarodkowym, jak
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i dojrzatym uktadzie naczyniowym. Rdézne rodzaje izoform laminin przyczyniaja si¢
do kontrolowania $rédbtonkowej oraz okotonaczyniowej czes$ci btony podstawnej
(Malvasi, Cavallotti, et al. 2017). Glikoproteiny te zwykle tworza krzyzowg strukture
ztozong z jednego tancucha a, tancucha P oraz y. Obecnie wyr6zniamy 11 odrgbnych
podjednostek laminin, wsrod ktorych znajduje si¢ laminina-5 (a3-f3-y2). Biatko to
okazato si¢ by¢ markerem inwazyjnosci dla komoérek nablonka w wielu badaniach
immunohistochemicznych, poniewaz ulegalo wzmozonej ekspresji w komorkach
nabtonkowych nowotworu. Pyke i wspotpracownicy wykazali, z2 mRNA tancucha
y2 lamininy-5 ulega wzmozonej ekspresji w przypadku nowotwordw: jelita grubego,
piersi. Wykazali rowniez zwiekszona ekspresj¢ w fazie wzrostu promieniowego
trzech rodzajow czerniakéw. Zauwazono jednak brak ekspresji w niektorych
rodzajach nowotworéw mezenchymalnych. Wzmozong ekspresje mRNA dla tancu-
ha y2 obserwuje si¢ rowniez w przypadku raka prostaty. (Pyke, Romer, et al. 1994;
Hao, Yang, et al. 1996; Lohi, Oivula, et al. 2000; Masaki, Matsukoa, et al. 2003).
Nowotworowe komorki nablonka preferuja adhezje do lamininy-5, wykorzystujac
przy tym integryny jako specyficzne receptory. Jedna z wazniejszych funkcji LN-5
jest indukcja migracji komorek. Zwigkszong jej aktywnos¢ obserwuje si¢ po
przetwarzaniu proteolitycznym N-koncowych fragmentow tancucha y2. Okazato sie,
ze w procesie tym bierze udziat glownie kilka rodzajow metaloproteinaz zewnatrz-
komoérkowych. Zdegradowane tancuchy y2, uwalniane z komorek inwazyjnych moga
by¢ poddawane immunodetekcji i wykorzystywane w diagnostyce klinicznej r6znych
nowotworéw. Dowiedziono, ze kazdy ze sktadnikow LN-5 ulega proteolitycznej
degradacji na mniejsze fragmenty po to, aby wytworzy¢ dojrzaty heterotrimer
0 zwigkszonej aktywnosci promowania migracji komorek. N-koncowe przetwarzanie
fancucha y2 prowadzi do stabilizacji powstalej czasteczki w ECM. Wykorzystujac
testy immunologiczne typu sandwich z monoklonalnymi przeciwciatami, rozpoz-
najacymi tancuchy a3, B3, lub y2, wykazano, ze czasteczka LN-5 jest wydzielana nie
tylko pozakomoérkowo do supernatantu z hodowli komoérkowej, ale rowniez osadza
si¢ w macierzy zewnatrzkomoérkowej nablonka. Inaczej zachowujg si¢ fragmenty
fancucha y2, ktore to nie zostaly odnalezione w ECM, natomiast stwierdzono ich
obecno$¢ w plynach hodowlanych. Zasugerowano wigc, ze N-koncowe fragmenty
fancucha y2 wlaczane s3 do krazenia biologicznego. Stwierdzono, ze ilosé
fragmentdéw tancucha y2 wzrasta gwattownie u pacjentéw ze stwierdzonym nowo-
tworem trzustki z przerzutami do watroby. Zauwazono znaczace réznice, porownujac
otrzymane wczes$niej wspomniane wyniki z wynikami badan przeprowadzonymi
U pacjentow z nieprzerzutowym rakiem trzustki lub innymi tagodnymi chorobami
tego narzadu (Katayama, Sekiguchi, 2004).

Podsumowujac, laminina-5 ma dwie przeciwstawne wlasciwosci. Z jednej strony
zachowuje integralno$¢ tkanki, z drugiej natomiast pobudza ruchliwo$¢ komorek
W macierzy zewnatrzkomorkowej. Poziom lamininy-5 ulega zmianie w przypadku
takich nowotworow jak: ptaskonabtonkowy rak sutka, czerniak oraz rak jelita
grubego (tabelal) (Kang, Ha, et al., 2013). Badania wskazuja rowniez, ze ekspresja
LN-5 jest istotnie powigzana z kliniczno-patologicznymi cechami raka pecherza.
Okazuje si¢ wigc, ze laminina-5 moze promowaé¢ ruchliwos¢ i inwazje komorek
NBT-II (Grassi, Moens, et al. 1999). Biorgc pod uwage znaczenie inwazyjnosci
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i progresji w planowaniu leczenia oraz prognozowania dla pacjentéw z rakiem
pecherza, badanie lamininy-5 oraz jej podjednostek powstalych w wyniku proteolizy,
moze doprowadzi¢ do opracowania nowych, $cisle ukierunkowanych terapii,
majacych na celu zahamowanie zdolnosci LN-5 do stymulowania wzrostu guza
nowotworowego, a takze jego rozprzestrzeniania si¢ (Kang, Ha, et al. 2013).

Kolagen IV

Kolagen IV (COLIV) jest glownym sktadnikiem btony podstawnej, ktora otacza
naczynia krwiono$ne guza nowotworowego, tworzac nieciagte struktury podobne do
btony podstawnej. COLIV syntezowany jest podczas angiogenezy i osadza si¢ wokot
komoérek $rodbtonka i1 perycytdw, przez co moze by¢ uznawany jako marker
aktywnosci angiogennej. Degradacja COLIV zachodzi podczas inwazji i rozsiewu
nowotworowego z przerzutami (Robledo, Arriaga-Pizano, et al. 2005). COLIV,
w poréwnaniu do innych biatek blony podstawnej, ulega silnej ekspresji w zrgbie
raka trzustki. Stwierdzono, ze COLIV jest waznym czynnikiem autokrynnym
regulacji wzrostu i migracji w komodrkach raka trzustki. W badaniach linii
komorkowych raka trzustki wykazano interakcje miedzy COLIV a receptorami
integrynowymi obecnymi w tkance raka trzustki (Ohlund, Franklin, et al. 2013).

Wysoki poziom tego biatka wykryto migedzy innymi w surowicy pacjentow
z przerzutowym rakiem piersi, rakiem jelita grubego, zotagdka oraz pluc, a takze
w przypadku nowotworu watroby (Ambiru, Miyazaki, et al. 1995; Hong, Hong, et al.
1995; Mazouni, Arun, et al. 2008). Podwyzszony poziom COLIV udokumentowano
rowniez u pacjentow z marskoscia watroby i przewleklymi chorobami nerek
w poroéwnaniu do oso6b zdrowych (Hong, Hong, et al. 1995; Xu, Wu, et al. 2002).

Podsumowujac, wyzsze poziomy COLIV obserwuje sie¢, w przypadku raka jelita
grubego, u pacjentéw z przerzutami do watroby, w poréwnaniu do tych, ktorzy
takich przerzutow nie mieli (tabelal). Zwigkszone poziomy tego biatka we krwi
pacjentéw z nowotworem moga by¢ wskaznikiem wysokiego poziomu angiogenezy
lub spowodowane sg zwickszonym rozktadem COLIV w wyniku inwazji (Mazouni,
Arun, et al. 2008).

Fibronektyna

Fibronektyna (FN) jest glikoproteing, ktéra wystepuje w dwoch formach:
osoczowe] (forma rozpuszczalna) oraz komorkowej (forma nierozpuszczalna,
zwigzana z btong komoérkowa oraz obecna w macierzy zewnatrzkomorkowej jako
srodek sieciujacy). Posiada odpowiednie domeny, za pomoca ktoérych taczy sie
Z heparyna, kolagenem, fibryng, powierzchniami bakterii, a takze z receptorami
integrynowymi. Bierze czynny udzial w procesach migracji, adhezji, wzrostu
i r6znicowania komorek (Pankov, Yamada 2002). Fibronektyna to jedna z biolo-
gicznie czynnych glikoprotein, niezbedny sktadnik macierzy zewnatrzkomorkowej,
ktory moze by¢ wazny jako potencjalny biomarker. FN obecna jest w osoczu oraz
réznych typach tkanek. Odgrywa istotng role¢ w roznicowaniu, gojeniu si¢ ran
i rozwoju embrionalnym. Podstawowa jednostkg strukturalng FN jest dimer
utworzony najczgsciej z podobnych, ale nie zawsze identycznych tancuchow
polipeptydowych o masie czasteczkowej okoto 250 kDa. Fibronektyna osoczowa jest
biatkiem globularnym, ktére sktada si¢ z niezaleznie ztozonych domen globularnych
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oraz charakteryzuje si¢ dosy¢ zwartg konformacja. Natomiast forma komoérkowa,
nierozpuszczalna, ma wydtuzong konformacj¢ i moze by¢ ztozona w fibryle. Postac
rozpuszczalna fibronektyny nie wystepuje jedynie w osoczu. Znajduje si¢ ona
rowniez w innych plynach biologicznych, takich jak plyn owodniowy, ptyn
moézgowo-rdzeniowy, czy $lina. Odktadanie FN do macierzy zewnatrzkomorkowe;j
i obrot fibronektyny jest procesem dynamicznym. Istnieje stan rownowagi pomiedzy
tworzeniem ECM, przebudowa oraz jej degradacja. Wtokna fibronektynowe
zapewniaja macierzy stabilno$¢ i sztywno$¢. Zmiany w ekspresji fibronektyny,
organizacji, degradacji i jej stezenia w ptynach ustrojowych zauwazono w przypadku
réznych choréb (tabela 1). Stezenie fibronektyny wzrasta w osoczu pacjentow ze
stwierdzonym rakiem zoladka (David, Nesland, et al. 1994; Tas, Bilgin, et al. 2016),
rakiem jelita grubego (Saito, Nishimura, et al. 2008), rakiem piersi (Ruiz-Garcia,
Scott, et al. 2010), rakiem pecherza (Habasch, Abdul-Rasheed, et al. 2014) oraz przy
innych chorobach niebedacych nowotworami np. w chorobach reumatycznych,
(Mette, Ozturk, et al. 1998), chorobie niedokrwiennej serca (Soon Song, Kyung Kim,
et al. 2001), cukrzycy (Kanters, Banga, 2001). Fibronektyna wykryta w ptynie
moézgowo-rdzeniowym i surowicy moze by¢ potencjalnym markerem epilepsji (Xi,
Wang, et al. 2015). Stezenie FN w osoczu ma niskie wartosci u pacjentOw z sepsa
w porownaniu do oséb zdrowych, a takze pacjentow z roéznymi niezakaznymi
chorobami. Wydaje si¢ wigc, ze fibronektyna mogtaby by¢ markerem sepsy (Ruiz
Martin, Prieto Prieto, et al. 2004; Sankiewicz, Romanowicz, et al. 2018). W tabeli 1
pokazano zastosowanie oznaczania fibronektyny jako biomarkera.

Tenascyna

Tenascyna (TN) jest jedna z glikoprotein wchodzacych w sktad macierzy
zewnatrzkomorkowej. Obecnie znane sg cztery biatka nalezace do tej rodziny, czyli:
tenascyna C, R, W i X. Najszerzej badang tenascyna jest TN-C. Tenascyna oraz
fibronektyna wykazuja konkurencyjne funkcje, ktore, jak si¢ okazuje, sa wazne dla
prawidlowego funkcjonowania komorki. Tenascyna zawiera 14 powtorzen domeny
podobnej do naskérkowego czynnika wzrostu. Przypuszcza si¢, ze tenascyna bierze
udziat w interakcjach nablonkowo-mezenchymalnych oraz wykazuje funkcje
adhezyjne i pobudzajace wzrost komorek (Ioachim, Michael, et al. 2005). Zau-
wazono nieco wzmozong ekspresj¢ tenascyny podczas inwazji guza nowotworowego
(loachim, Michael, et al. 2005; Titta, Wahlstrom, et al. 1993; Booth, Harnden, et al.
2002). Tenascyna jest w stanie konkurowa¢ z fibronektyng m.in. o to, czy komoérki sg
przylaczane oraz o stopien ich rozprzestrzenienia. Wynika z tego, ze rownowaga
miedzy tymi dwoma biatkami w ECM ma istotne znaczenie fizjologiczne (Chiquet-
Ehrismann, Kalla, et al. 1988). Badano znaczenie tenascyny w rozwoju nowotworu
pecherza (Ioachim, Michael, et al. 2005). W zdrowym nablonku pecherza
stwierdzono staba immunoreaktywnos¢ tenascyny. Nie stwierdzono jednak istotnie
podwyzszonej ekspresji tenascyny w zrebie guzow raka pecherza. Ekspresja
tenascyny w zrebie guzow byla istotnie wyzsza jedynie w stabo zréznicowanych
guzach w porownaniu do guzéw umiarkowanie 1 bardzo zréznicowanych.
Dodatkowo ekspresja tenascyny byta dodatnio skorelowana z dwoma wskaznikami
proliferacyjnymi, Ki-67 oraz PCNA, ponadto rowniez z ekspresja fibronektyny,
kolagenu IV i gestoscia mikronaczyn. Przeprowadzono badania majace na celu
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wykazanie znaczenia prognostycznego tenascyny w procesie leczenia za posred-
nictwem elektroresekcji guza pgcherza moczowego (TURBT). Pacjenci, u ktorych
stwierdzono niska ekspresj¢ tenascyny nie mieli tak szybko nawrotu choroby
W porownaniu do pacjentdow z wysokim poziomem ekspresji tej glikoproteiny.
Ekspresja tenascyny nie okazala si¢ jednak by¢ niezaleznym czynnikiem
prognostycznym dla nowotworu pecherza moczowego (Ioachim, Michael, et al.
2005). Badano réwniez ekspresje tenascyny w raku piersi i stwierdzono, ze moze ona
by¢ zwigzana z aktywacja komorek s$rodblonka, a takze odgrywaé wazng role
w angiogenezie nowotworu (Tokes, Hortovanyi, et al. 1999).

Nidogen

Nidogen, dawniej nazywany entaktyng, zaliczany jest do glikoprotein. Jest
obecny w blaszce jasnej blony podstawnej. Pelni funkcje lacznika pomiedzy
kolagenem 1V, lamining oraz proteoglikanami. Jest wigc istotnym sktadnikiem
stabilizujacym strukture calej btony postawnej. Oddzialuje z czasteczkami receptora
komorkowego i kontroluje polaryzacje, migracje i inwazj¢ komorek. Zidenty-
fikowano dwa rodzaje nidogendéw: nidogen-1 (NID1) i nidogen-2 (NID2). Nidogeny
odgrywaja kluczowa rolg podczas organogenezy w rozwoju poznego embrionu,
szczegblnie w rozwoju serca i ptuc (Miosge, Holzhausen et al. 2001). Od kilku lat
prowadzi si¢ badania nad znaczeniem nidogenu w rozwoju nowotworu. Wykazano
m.in. jego potencjalne znaczenie jako markera raka jajnika (Li, Zhang, et al. 2015),
raka ptaskonablonkowego przelyku (Chai, Cheung et al. 2017), czerniaka oraz raka
sutka przerzutujacego do ptuc (Aleckovi¢, Wei, et al. 2017).

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomorkowej — enzymy hydrolizujace
bialkka ECM i BM

Metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs) to enzymy, ktore
bezposrednio uczestnicza w przerzutowaniu nowotworowym. W fizjologicznych
warunkach MMPs biorg udzial w embriogenezie, angiogenezie, gojeniu si¢ ran oraz
agregacji plytek. Metaloproteinazy uczestnicza réwniez w procesach nowotwo-
rowych. Reguluja wzrost i proliferacje komorek, sa odpowiedzialne za powstawanie
przerzutow, uczestnicza w angiogenezie oraz odpowiedzi immunologicznej
organizmu. Szczeg6lnie wazng metaloproteinaza jest MMP-2 oraz MMP-9. Sa to
enzymy, ktore majg najwigkszg zdolnos¢ do degradowania kolagenu 1V, czyli
gléwnego skladnika, szkieletu BM. Utrata ciaglosci blony podstawnej poczatkuje
proces migracji komoérek nowotworowych z guza pierwotnego, a tym samym
warunkuje tworzenie si¢ przerzutOw w miejscach bardziej odlegtych. W normalnych
warunkach synteza metaloproteinaz ma miejsce w komorkach macierzy wspot-
tworzacej okreslong tkanke laczng. Jednak w przypadku wystgpienia nowotworu,
MMPs syntezowane sg rowniez przez komorki patogenne (Lapka, Gozdzialska, et al.
2006). Zaburzenia réwnowagi migdzy metaloproteinazami a ich inhibitorami sa
gléwnym powodem rozwoju wielu nowotwordow, w tym raka piersi oraz raka trzustki
(Yamamoto, Itoh, et al. 2001). Metaloproteinazy posiadajg zdolno$¢ do degradacji
kolagenu 1V. Skutkiem tego jest stymulacja angiogenezy oraz naciekanie tkanek
sasiadujacych oraz tworzenie odleglych przerzutow. W przypadku wielu zto§liwych
nowotworéw wykazano wzmozona ekspresjc MMPs, dla ktérych substratami sa
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sktadniki btony podstawnej oraz macierzy zewnatrzkomorkowej, takie jak kolagen
typu 1V, laminina, fibronektyna, entaktyna, fibryna, elastyna i wiele innych.
Poczynione dotychczas badania potwierdzaja role¢ metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowej i ich inhibitorow w diagnostyce nowotwordw, a zwlaszcza
raka trzustki. Podwyzszona ekspresja i aktywno$¢ MMPs w krwi oraz tkankach
pacjentow z rakiem trzustki moze mie¢ potencjalne zastosowanie jako marker
inwazyjnosci i ryzyka powstawania odleglych przerzutéw, w szczegdlnosci tych

powstajacych do watroby (Lukaszewicz, Mroczko, et al. 2008).

Tabela 1. Przeglad badan nad sktadnikami blony podstawnej jako biomarkeréw w procesach chorobowych.

Potencjalny

marker Znaczenie Literatura
nowotworowy
Wzrost ilo$ci fragmentéw tancucha y2 u pacjentéw (Katayama, Sekiguchi,
z nowotworem trzustki z przerzutami do watroby 2004)
Ekspresja fancucha y2 jako wskaznik poczatku (Masaki, Matsuoka,
transformacji ztosliwej tagodnego gruczolaka jelita 2003)
grubego.
Laminina-5 Powiazanie ekspresji LN-5 z rakiem pecherza; LN-5 (Grassi, Moens, et
moze promowac ruchliwo$é i inwazje komérek NBT-11 | al.,1999)
Wzrost stezenia lamininy-5 w osoczu 0sob chorych na | (Sankiewicz,
nowotwor pecherza w poréwnaniu Romanowicz, et al.,
z grupa kontrolng 2016)
Wzrost ekspresji LN-5 u pacjentow z rakiem sutka (Kwon, Chae, et al.
Z przerzutami do wezldw chtonnych 2012)
Podwyzszone poziomy kolagenu IV u pacjentow (Ambiru, Miyazaki, et
z rakiem jelita grubego oraz przerzutami do watroby al. 1995; Hong, Hong,
W poréwnaniu do grupy pacjentow bez przerzutow — et al. 1995; Mazouni,
przypuszcza si¢ wysoki poziom angiogenezy lub Arun, et al., 2008)
inwazji nowotworowej
Ulega silniejszej ekspresji w przypadku raka trzustki (Ohlund, Franklin, et
w pordwnaniu do innych biatek blony podstawnej al., 2013)
Ulega silniejszej ekspresji w poblizu komorek raka (Ohlund, Franklin, et
trzustki i oddziatuje z integrynami al, o2, f1 na al., 2013)
Kolagen IV powierzchni komorek rakowych

Promuje wzrost i migracje komorek oraz hamuje
apoptoze

(Ohlund, Franklin, et
al., 2013)

Wysoki poziom stwierdzono w surowicy pacjentow
z przerzutowym rakiem piersi, rakiem jelita grubego,
zotadka, pluc, watroby

(Ambiru, Miyazaki, et
al. 1995; Hong, Hong,
et al. 1995; Mazouni,
Arun, et al., 2008)

Wyzszy poziom kolagenu zanotowano rowniez
U pacjentdéw z marskoscig watroby i z chorobami nerek

(Hong, Hong, et al.
1995; Xu, Wu, et al.,
2002)

Fibronektyna

Stezenie fibronektyny jest wyzsze u pacjentow
w przypadku nowotworu:

zotadka

jelita grubego

piersi

pecherza moczowego

a takze ze stwierdzonymi chorobami
nienowotworowymi takimi jak:

(David, Nesland, et al.
1994; Tas, Bilgin, et al.
2016)

(Saito, Nishimura, et al.,
2008)

(Ruiz-Garcia, Scott, et
al., 2010)

(Habasch, Abdul-
Rasheed, et al. 2014)
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choroba reumatyczna
choroba niedokrwienna serca
cukrzyca

(Mette, Ozturk, et al.
1998)

(Soon Song, Kyung
Kim, et al. 2001)
(Kanters, Banga, 2001)

Fibronektyna jest obecna w ptynie mézgowo-
rdzeniowym 0s6b chorych na epilepsje

(Xi, Wang, et al. 2015)

Wykazano niskie st¢zenie FN u 0s6b z sepsa

(Ruiz Martin, Prieto
Prieto, et al. 2004)

Wzrost ekspresji podczas inwazji guza
nowotworowego

(loachim, Michael, et al.
2005; Titta, Wahlstrom,
et al. 1993; Booth,
Harnden, et al. 2002)

Ekspresja tenascyny jest wyzsza w stabo
zréznicowanych guzach nowotworowych

(loachim, Michael, et al.
2005)

Ekspresja tenascyny jest skorelowana dodatnio

(loachim, Michael, et al.

LGRS z dwoma wskaznikami proliferacyjnymi: Ki-67 oraz 2005)
PCNA, a takze z ekspresja fibronektyny
i kolagenu 1V; zalezy rowniez od gestosci
mikronaczyn
Ekspresja tenascyny okazuje si¢ jednak nie by¢ (loachim, Michael, et al.
niezaleznym czynnikiem prognostycznym dla 2005)
nowotworu pecherza moczowego
(Li, Zhang, et al. 2015)
Podwyzszone stgzenie w osoczu u 0s6b z rakiem
jajnika oraz wzrost st¢zenia wraz ze stadium
nowotworu.
Nidogen Podwyzszona ekspresja w komorkach raka (Chai, Cheung et al.
ptaskonabtonkowego przetyku 2017)
Podwyzszona ekspresja zwigksza migracje¢, inwazje (Aleckovi¢, Wei, et al.
i wigzanie komorek do srodbtonka. 2017)
Zaburzenia rownowagi migdzy MMPs a ich (YYamamoto, Itoh, et al.
inhibitorami sa powodem nowotworéw m. in. piersi 2001)
MMPs oraz trzustki

Zdolno$¢ do degradacji kolagenu IV, co pociaga za
soba duze ryzyko przerzutowania

(Lukaszewicz,
Mroczko, et al. 2008)

Podsumowanie

Wysoce wyspecjalizowana struktura, jaka jest btona podstawna, odgrywa
niezwykle wazna role w organizmie zywym. Jej sktadniki odpowiadaja za
prawidlowe zachowywanie si¢ komorek oraz bezposrednio uczestniczag w progresji
nowotworéw. BM stanowi siatke bialtkowa dla macierzy zewnatrzkomorkowe;.
Laczy nabtonek z podlozem, uczestniczy w procesach transportu metabolitow
i substancji odzywczych do i na zewnatrz naczyn krwiono$nych. Nieprawidtowosci
w blonie podstawnej i zaburzenia uktadu immunologicznego prowadza do powsta-
wania wielu roznych chorob, w tym, przede wszystkim, nowotworow. Niezwykle
wazne jest, aby w organizmie utrzymana byta odpowiednia kontrola nad ekspresja
oraz aktywno$ciag enzymoéw ECM. Zaburzenia rownowagi w funkcjonowaniu
macierzy zewnatrzkomorkowej moga doprowadzi¢ do degradacji btony podstawne;.
Powoduja one réwniez wzmozenie zachowan onkogennych komorek, niepra-
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widltowosci w funkcjonowaniu narzadéw oraz nadprodukcje sktadnikéw przeka-
zujacych sygnaly przez czynniki wzrostu.
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Streszczenie

Glejaki sa najczestszymi pierwotnymi wewnatrzczaszkowymi nowotworami mozgu. W 2016 roku
zaktualizowano ich podzial, bioragc pod uwage parametry molekularne oraz charakterystyke
histologiczna. W literaturze opisywana jest rola szlakow Mek/Erk i PI3K/Akt w patogenezie glejakow.
Wg WHO wyrdézniamy cztery stopnie ztosliwosci nowotworow (WHO I-1V). U dzieci najczgsciej
wystepujacym sposrod tej grupy nowotworow jest gwiazdziak wlosowatokomérkowy (WHO 1), a u do-
rostych glejak wielopostaciowy (WHO IV). Wsrdéd czynnikéw ryzyka rozwoju nowotworu wymieniane
jest gldwnie promieniowanie jonizujace. Badania epidemiologiczne dowodza czgstszego wystepowania
glejakdw u mezezyzn, jednoczesnie wskazujac réwniez na wplyw zenskich hormondw na ryzyko zacho-
rowania oraz zmniejszenie ekspresji receptorow estrogenowych wraz ze wzrostem stopnia zlosliwosci
glejakow. Receptory estrogenowe ERa oraz ERp naleza do nadrodziny czynnikow transkrypcyjnych
aktywowanych ligandem. Dotychczas opisano wpltyw receptora estrogenowego ERP na wrazliwo$é
komorek glejowych na chemioterapi¢ poprzez szlak PI3K/Akt oraz pozytywna korelacj¢ pomigdzy
ekspresja receptora estrogenowego ERa u pacjentow z glejakiem wielopostaciowym, a dlugoscia ich
przezycia. Badania wykazuja rowniez wpltyw selektywnych modulatoréw receptora estrogenowego na
wrazliwo$¢ komorek glejaka na chemioterapig, m.in. tamoksifen, co moze by¢ w przysztosci wyko-
rzystane w leczeniu tych nowotwordéw. Dotychczasowe dane literaturowe przemawiaja za niezaleznym
wplywem estrogendw na hamowanie wzrostu glejakow. Konieczne sa dalsze badania, majace na celu
okreslenie doktadnego szlaku oddzialywania estrogenow na komorki glejaka.

Abstract

Gliomas are the most common primary intracranial brain tumors. In 2016, their classification was
updated, taking into consideration molecular parameters and histological characteristics. The role of
Mek/Erk and PI3K/Akt pathways in the pathogenesis of gliomas is described in the literature.
According to the WHO, we distinguish four degrees of malignancy of tumors (WHO I-1V). In children,
the most common is juvenile astrocytoma (WHO 1), and in adults, glioblastoma multiforme (WHO 1V).
Among the risk factors for tumor development, ionizing radiation is mainly mentioned. Epidemiological
studies proved higher incidence of gliomas in men and demonstrated the effect of female hormones on
the risk of glioma as well as the correlation between expression of estrogen receptors and increased
malignancy of gliomas. Estrogen receptors, ERa and ERp, belong to the superfamily of ligand-activated
transcription factors. The influence of estrogen receptor ERB on the sensitivity of glial cells to
chemotherapy through the PI3K/Akt pathway and the positive correlation between the expression of
estrogen receptor ERa in patients with glioblastoma multiforme and their survival were described in the
literature. Research also shows the effect of selective estrogen receptor modulators on the sensitivity of
glioblastoma cells to chemotherapy, including tamoxifen, which may be used in the future to treat these
cancers. The foregoing literature data support an independent influence of estrogens on the inhibition of
glioma growth. Further studies are needed to determine the exact pathways of estrogen activity on
glioma cells.

35



Klaudia Klicka, Anna Kosowska, Stanistaw Szlufik, Jarostaw Jozwiak

Charakterystyka kliniczna, podzial i epidemiologia glejakow

Glejaki jest to grupa nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego wywo-
dzacych si¢ z komorek glejowych. Stanowia biologicznie bardzo heterogenna grupe.
W 2016 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia zaktualizowata podzial guzéw
osrodkowego uktadu nerwowego biorac pod uwage parametry molekularne oraz
charakterystyke histologiczng. Ocena obu parametrow jest czesto niezbedna do
ustalenia wilasciwego stopnia ztosliwosci. Guzy OUN podzielono na grupy:
rozproszone guzy astrocytarne i oligodendrogleju, inne gwiazdziaki, wyscidtczaki,
inne glejaki, guzy splotu naczyniowkowego, neuronalne i mieszane guzy neuro-
nalno-glejowe, guzy regionu szyszynki, guzy zarodkowe, guzy nerwoéw czaszkowych
i rdzeniowych, oponiaki, mezenchymalne nowotwory nie meningotelialne, guzy
melanocytowe, chtoniaki, nowotwory histiocytowe, nowotwory z regionu
siodtowego i przerzuty. Klasyfikacja ztosliwosci glejakow wedtug WHO sktada sie
z4 stopni. (Wen and Huse 2017). Glejaki sa najczestszymi pierwotnymi
wewnatrzczaszkowymi guzami moézgu (Barker, Weller et al. 1976). U dorostych
najczescie] wystepuje glejak wielopostaciowy (WHO IV) a u dzieci gwiazdziak
wlosowatokomorkowy (WHO 1) (Qaddoumi, Sultan et al. 2009, Ostrom, Gittleman
et al. 2014, Ostrom, Gittleman et al. 2018). Zachorowanie na glejaka dziecigcego
0 niskiej zto$liwosci wigze si¢ z bardzo dobrym rokowaniem i 20-letnim przezyciem
na poziomie 87% (Bandopadhayay, Bergthold et al. 2014). Natomiast 5-letnie
przezycie pacjenta chorego na glejaka wielopostaciowego leczonego terapig
kombinowang szacowane jest na 9,8% (Oike, Suzuki et al. 2013).

Jedna sposrod klinicznych klasyfikacji nowotworéw mozgu obejmuje podziat na
guzy zlokalizowane nadnamiotowo (umiejscowione powyzej namiotu mézdzku) oraz
podnamiotowo (ponizej namiotu moézdzku, w tylnym dole czaszki). U dzieci,
w zaleznos$ci od typu nowotworu, od 30 do 60 % nowotworéw mozgu zlokalizo-
wanych jest nadnamiotowo. W badaniach wykazano, iz nowotwory OUN u dzieci
roznig si¢ molekularnie i genetycznie od nowotworow u osob dorostych (Zamora,
Huisman et al. 2017). Kliniczna klasyfikacja nowotworéw mézgu wieku dorostego
uwzglednia migdzy innymi pierwotna lokalizacje komodrek nowotworowych,
natomiast u dzieci klasyfikacja dotyczy tkanki, z ktorej powstaty (Prasad, Ravi et al.
2017). Pomimo ogolno$wiatowej akceptacji klasyfikacji WHO przez neuropa-
tologdw, guzy te nadal sg klinicznie okre§lane za pomocg wielu terminéw, z powodu
odmiennej predykcji dla mtodych pacjentdéw i pewnych miejsc anatomicznych
(Bikowska-Opalach, Szlufik et al. 2014).

Charakterystyka molekularna glejakow

Molekularne mechanizmy powstawania glejakow nie zostaty w petni poznane.
Pod wplywem czynnikéw powodujgcych zaburzenia genetyczne, dochodzi do
nieprawidlowego dziatania genow, ktorych mutacje przyczyniaja si¢ do powstania
nowotworu. Wyrdézniamy m. in. geny supresorowe nowotworzenia. Biatkowe
produkty tych genow dziataja hamujaco w procesie proliferacji, reguluja cykl
komoérkowy 1 réznicowanie si¢ komorek. Utrata funkcji przez te geny powoduje
nowotworzenie. Pod wplywem mutacji zmienione moga zostaé réwniez proto-
onkogeny. Uaktywniajg si¢ one do onkogenow kodujacych biatka, ktore odpowiadaja
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za proliferacje, roznicowanie, hamowanie apoptozy. Komodrki z nieprawidtowym
DNA zaczynaja si¢ w niekontrolowany sposob namnaza¢, co prowadzi w konsek-
wencji do rozwoju nowotworu (Jones, Gronych et al. 2012). Badania sugeruja ze
znaczaca moze by¢ mutacja punktowa powodujgca zaburzenia w funkcjonowaniu
onkogenu BRAF. Dochodzi do potaczenia KIAA1549 i BRAF. Mutacje BRAF
stwierdzane byly w okolo 60-80% przypadkow gwiazdziaka wlosowato-
komorkowego o lokalizacji podnamiotowej (Faulkner, Ellis et al. 2015, Gessi and
Pietsch 2013). Najnowsze analizy bioinformatyczne wskazuja rowniez gen p53 jako
potencjalnie niezwykle istotny w patogenezie glejakéw poprzez wplyw na szlaki Wnt
i p53. Takze geny BDNF oraz CDK1 wydaja si¢ mie¢ wplyw na rozwoj guzéow
poprzez cykl komérkowy i szlak p53 (Wang, Wei et al. 2018). Wyniki-analizy
bioinformatycznej wykonanej przez Liu et al. sugerujg obnizong regulacje genow
CDK17, GNA13, PHF21A i MTHFD2 jako biomarkerow oraz celow
terapeutycznych w leczeniu glejakow (Liu, Xu et al. 2017).

Charakterystyka szlakow MEK/ERK i PISK/AKT

Kinaza mTOR pelni istotng funkcje w regulacji proceséw zwigzanych ze
wzrostem komorki, podzialem komorkowym, a takze procesem proliferacji oraz
degradacji w komorce. Wptywa na biosynteze biatek, promuje angiogenez¢ i hamuje
autofagi¢. Zmieniona aktywno$¢ kinazy mTOR obserwowana jest w przypadku
powstawania wielu nowotwor6éw (Dazert and Hall 2011, Zoncu, Efeyan et al. 2011).
Inhibitory kinazy mTOR m. in. rapamycyna, everolimus oraz temsyrolimus, znalazty
zastosowanie w leczeniu onkologicznym (Ghidini, Petrelli et al. 2017) (Karvelas,
Roumpi et al. 2018), a takze w terapii guzowatosci oraz w immunosupresji (Waldner,
Fantus et al. 2016, Singh and Subbian 2018). Badania wskazuja na znaczaca role
kinazy mTOR w patogenezie glejakow (Machado, Alvarenga et al. 2018). W szlaku
Ras/Raf/Mek/Erk jak i PI3K/Akt dochodzi do aktywacji kinazy mTOR i poprzez
aktywacj¢ kinazy S6K oraz 4E-BP-1 promocji przezycia komorki, jej wzrostu
i podziatow. Wykazano rolg PI3K w patogenezie glejakow oraz jej zwiazek ze
ztosliwosciag nowotworu, zmniejszong apoptoza komorek oraz gorszym rokowaniem
dla pacjentow (Chakravarti, Zhai et al. 2004). W rozwoju gwiazdziaka wlosowato-
komorkowego znaczaca jest réwniez rola szlaku sygnalowego MAPK. Kinazy
MAPK sg zaangazowane w dziatanie wigkszos$ci pozajadrowych onkogenéw, a ich
zaburzenia moga powodowac rozwoj nowotworu (Jones, Gronych et al. 2012).

Rola receptorow estrogenowych w etiologii glejakow

Receptory estrogenowe ERa oraz ERP nalezg do nadrodziny czynnikow
transkrypcyjnych aktywowanych ligandem. Poprzez wigzanie z estrogenowymi
elementami odpowiedzi w DNA wplywaja na transkrypcje. Sa one jednym
z regulatorow przeptywu sygnatu w komorce i biorg udziat w onkogenezie. Znaczacy
wplyw na funkcjonowanie osrodkowego uktadu nerwowego maja hormony
steroidowe. Najnowsze badania podkreslaja ich znaczaca role jako neuroprze-
kaznikéw. Zaburzenia w ich funkcjonowaniu maja zaro6wno negatywny wplyw na
funkcjonowanie catego organizmu, jak rowniez na patologi¢ poszczegolnych
uktadéw (Vandegrift, You et al. 2017). W wicloosrodkowej analizie zbiorczej
wptywu zenskich hormonoéw piciowych na ryzyko glejaka wyrdzniono wczesne

37



Klaudia Klicka, Anna Kosowska, Stanistaw Szlufik, Jarostaw Jozwiak

dojrzewanie plciowe, stosowanie doustnej antykoncepcji hormonalnej oraz
hormonalnej terapii zastgpczej jako czynniki wplywajace na nizsze ryzyko
zachorowania na glejaka (Krishnamachari, Il'yasova et al. 2014). Wg badan
epidemiologicznych me¢zczyzni sg bardziej narazeni na zachorowanie. U mezczyzn
wystepowaly czesciej glejaki wielopostaciowe, gwiazdziaki oraz skapodrzewiaki
(Ostrom, Gittleman et al. 2014). Glejak wielopostaciowy wystepuje 1,5 do 2 razy
czgsciej u mezczyzn, niz u kobiet, a iloraz szans ryzyka zachorowania u kobiet
w stosunku do ryzyka zachorowania u mezczyzn zmienia si¢ w poszczegdlnych
kategoriach wiekowych 1 jest najnizszy pomig¢dzy okresem dojrzewania (przedziat
10-14 lat), a okresem menopauzy (przedziat 50-54 lata), po czym wzrasta
W wyzszych przedziatach wiekowych (McKinley, Michalek et al. 2000). Powyzsze
dane epidemiologiczne moga sugerowa¢ ochronny wptyw zenskich hormonow
ptciowych w zachorowaniu na glejaka.

W badaniach wykazano ekspresjc mRNA receptora estrogenowego w gleju
(Santagati, Melcangi et al. 1994). Oceniajagc poziom receptorow steroidowych
w glejakach, tylko w przypadkul7% glejakow wykazano obecno$¢ receptorow
estrogenowych i to w obnizonej ilo$ci, w porownaniu do innych receptorow stero-
idowych: progesteronowego, androgenowego i glukokortykoidowego, ktore byty
obecne odpowiednio w 50%, 42% 1 58% badanych guzow (Brentani, Lopes et al. 1984).

Dalsze badania ekspresji mRNA receptorow steroidowych w glejakach
potwierdzaja obnizona ekspresje¢ receptora estrogenowego, w przeciwienstwie do
innych receptoréw hormonéw steroidowych (Paoletti, Butti et al. 1990, Carroll,
Zhang et al. 1995, Assimakopoulou, Sotiropoulou-Bonikou et al. 1998). Kolejne
badania nie potwierdzity wynikéw tych doniesien i wykazuja korelacje miedzy
obnizong ekspresja ERP, a wzrostem ztosliwosci guzow (Batistatou, Stefanou et al.
2004). Obnizona ekspresja ERB moze by¢ rowniez zwigzana z gorszym rokowaniem
dla pacjenta i moze by¢ czynnikiem prognostycznym przezycia pacjenta (Batistatou,
Kyzas et al. 2006, Kefalopoulou, Tzelepi et al. 2012). Podobne zaleznosci wykazano
badajac mRNA ERa, ktérego ekspresja obnizata si¢ wraz ze wzrostem zlosliwosci
guzow, a zwickszona ekspresja byla skorelowana z dlugoscig zycia pacjentow
(Duenas Jimenez, Candanedo Arellano et al. 2014). Uwaza sig¢, ze w powstawaniu
nowotworéw ma znaczenie zaburzenie funkcjonowania receptorow AR, ERa i ERf
i ich koaktywatorow SRC. Zmiana ekspresji receptoréw AR, ERo i ERp i ich
koaktywatora SRC-3 moze by¢ zwigzana z procesem powstawania glejakow. Nie
wykazano réznicy w poziomie w ekspresji AR, ERa, ERp, i ich koaktywatoréw
SRC-1, SRC-3 ze wzgledu na pte¢ i wiek w tkance zmienionej nowotworowo
i tkance prawidlowej. Natomiast okazalo si¢, ze znacznie wyzszy poziom AR, ERao,
ERB, i SRC-3 wystepuje w przypadku niskiego stopnia ztosliwosci, w poroéwnaniu
do wysokiego stopnia ztosliwosci (Gonzalez-Arenas, Hansberg-Pastor et al. 2012,
Liu, Zhang et al. 2014). Kolejne badania koaktywatorow receptorow estrogenowych:
AIB1, TIF2 i PELP1 wykazaly ich istotng role w patogenezie i progresji
gwiazdziakow oraz mozliwe znaczenie prognostyczne. Podwyzszona ekspresja
AIBI1, TIF2, and PELP1 byla zauwazalna w glejakach w wyzszym stopniu ztosli-
wosci 1 wigzata si¢ z gorszym rokowaniem (Kefalopoulou, Tzelepi et al. 2012).
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Role szlaku receptora estrogenowego B w patogenezie glejaka potwierdzaja
badania z wykorzystaniem agonisty ERP, liquiritigeninu. W modelu przeszczepu
heterogennego zmniejszono wzrost guza in vivo przy uzyciu tej substancji, co daje
nadzieje na wykorzystanie jej w leczeniu pacjentow (Sareddy, Nair et al. 2012).

Zwiazek receptorow estrogenowych ze szlakami kinazy mTOR

Uwaza sig, iz receptory estrogenowe, jak i szlaki Mek/Erk oraz PI3K/Akt moga
pemi¢ kluczowa role w patogenezie glejakow. Sugeruje si¢ zwigzek pomiedzy
nadekspresja izoform ERB1 i ERBS5, a zwickszong ekspresja biatka PTEN, ktore petni
rol¢ supresora nowotworzenia oraz zahamowang aktywacja szlaku PI3K/AKT/mTOR.
Dodatkowo izoforma ERB3, ktorej ekspresja jest zwigkszona w glejakach w stosunku
do zdrowej tkanki, hamuje szlak MAPK/ERK (Li, Winters et al. 2013). Zwiazek
pomiedzy ERP, a szlakiem PI3K/AKT/mTOR potwierdza takze wplyw agonisty
ERB, liquiritigeninu, na zwigkszenie chemiowrazliwosci glejaka wielopostaciowego
na dziatanie temozolomidu poprzez wyzej wymieniony szlak. Efekt ten sprawdzono
poprzez zahamowanie szlaku insulinopodobnym czynnikiem wzrostu IGF-1, co
niwelowato pozytywny efekt dziatania liquiritigeninu (Liu, Wang et al. 2015).

Rola SEMR w leczeniu glejakéow

SEMR to selektywne modulatory receptora estrogenowego. Wsrod nich wyrdz-
niamy m.in. raloksifen oraz tamoksifen. Sa to leki, ktore wykazuja dziatanie
agonistyczne lub antagonistyczne w stosunku do receptora estrogenowego
w zaleznos$ci od rodzaju tkanki. Tamoksifen jest stosowany do terapii raka piersi
(Kassem, Megahed et al. 2018), a raloksifen, agonista receptorow estrogenowych
w tkance kostnej, w terapii osteoporozy u starszych oséb (Um, Cho et al. 2017).
W badaniach in vitro oba leki uwrazliwiaty komorki glejaka wielopostaciowego na
dziatanie temozolomidu (Baritchii, Jurj et al. 2016). Jednakze dtugie zastosowanie
tamoksifenu wywotuje oporno§¢ komorek na jego dzialanie. Przypuszcza sig, iz
tamoksifen wptywa na receptor estrogenowy ERa36, jednakze konieczne sg dalsze
badania (Liu, Huang et al. 2016). Rozpoczeto badania kliniczne z zastosowaniem
tamoksifenu w leczeniu glejakow. Polaczenie tamoksifenu z karboplatyng
U pacjentow z nawracajacym glejakiem wysokiej zto§liwosci nie wykazywato
wiekszej skutecznosci w stosunku do innych terapii stosowanych w tym przypadku
(Tang, Roldan et al. 2006). Badania pierwszej fazy nad potaczeniem tamoksifenu
z temozolomidem wykazaty, ze maksymalna tolerowana dawka tamoksifenu to 100
mg/m? i moze byé on skuteczny w leczeniu glejakéw o wysokiej ztosliwosci, stad
konieczne sa dalsze badania kliniczne drugiej fazy (Patel, DiBiase et al. 2012).

Podsumowanie

Powyzsze dane wskazujg na wazna role receptorow estrogenowych w patogenezie
glejakow. Badania epidemiologiczne sugeruja ochronny wplyw estrogendéw na
zachorowanie na glejaki. Kolejne badania ekspresji receptorow estrogenowych
w glejakach o roznej ztosliwosci potwierdzaja t¢ teze wykazujac nizsza ekspresje
wraz ze wzrostem stopnia ztos$liwo$ci. Waznym w poznaniu mechanizmu wptywu
estrogendw na rozwoj nowotwordw jest powigzanie receptorOw estrogenowych ze
szlakiem mTOR, ktoéry petni kluczowa role w patogenezie glejakéw poprzez wpltyw
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na wzrost komorek, zahamowanie apoptozy i autofagii oraz promowanie ich
podziatow. Rozpoczeto badania kliniczne z wykorzystaniem selektywnych modu-
latoréw receptoréw estrogenowych z réznymi chemioterapeutykami. Konieczne sg
jednak badania kolejnych faz, by potwierdzi¢ skuteczno$¢ stosowania tych
preparatow. Podsumowujac, ekspresja receptoréw estrogenowych w glejakach, ich
powiazanie ze szlakami Akt/Erk oraz potencjal terapeutyczny moga w istotny sposob
przyczyni¢ si¢ do poznania patogenezy rozwoju glejakoéw, jak rowniez pozwoli¢ na
wprowadzenie ich do leczenia pacjentow z glejakami moézgu, wpltywajac jedno-
cze$nie na poprawe ich rokowan.
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Streszczenie

Niedrobnokomoérkowy rak ptuca (NDRP) jest jednym z najcze$ciej wystepujacych rakow na Swiecie
odpowiedzialnym za najwyzszy wspoOlczynnik $miertelnosci u mezczyzn. W nowotworach ptuca
zaobserwowano zmiang ekspresji genu MMP-2 kodujacego metaloproteinaze rozktadajaca kolagen typu
IV — sktadnik btony podstawnej. Metaloproteinazy i ich inhibitory (np. TIMP-3) biora udzial w procesie
remodelingu macierzy zewnatrzkomorkowej (ECM) i moga wplywal na proces progresji
nowotworowej oraz przerzutowania. Ostatnie badania wskazuja, ze zmiany ekspresji MMP-2 i TIMP-3
moga by¢ istotne diagnostycznie czy mie¢ warto$¢ predykcyjng. PoréwnaliSmy ekspresje genow MMP-
2 i TIMP-3 w NDRP w tkance nowotworowe;j i kontrolnej oraz w grupach zréznicowanych ze wzgledu
na: histotyp raka, wielko$¢ guza, stopien zaawansowania nowotworu, wiek i pte¢ pacjentow oraz
intensywno$¢ palenia tytoniu. Przeanalizowali$my materiat pobrany §rodoperacyjnie podczas zabiegéw
lobektomii i pneumonektomii z NDRP z guza i marginesu zmiany. Nast¢pnie, przeprowadziliSmy
procedury majace na celu izolacje RNA, oceng jego jakos$ci, przepisanie na cDNA, a ostatecznie ocen¢
relatywnej ekspresji genow.

Zaobserwowalismy istotnie wyzszy poziom ekspresji MMP-2 w poréwnaniu do TIMP-3 zaréwno
w tkance kontrolnej i nowotworowej u pacjentow z NDRP. Wykazaliémy istotne obnizenie ekspresji
TIMP-3 w tkance nowotworowej w przypadku obecnosci przerzutow do weziow chlonnych
W poréwnaniu do stanu bez przerzutdow. W tkance otaczajacej guz wykazaliSmy rowniez ujemna
korelacj¢ pomigdzy poziomem ekspresji TIMP-3 u intensywnoscig palenia, co wskazuje ze proces
remodelingu ECM zachodzi przed transformacja nowotworowa. Zaktadajac roznice w ekspresji genu
TIMP-3 w zalezno$ci od zajecia weztdw chlonnych oraz intensywnosci palenia mozemy rozwazy¢
badanie ekspresji tego genu jako potencjalnego markera agresywnosci nowotworu..

Stowa kluczowe: Niedrobnokomorkowy rak ptuca, NDRP, MMP-2, TIMP-3, markery NDRP

Abstract

Non-small cell lung carcinoma (NSCLC) is one of the most prevalent cancers worldwide responsible for
the highest mortality ratio among men. In lung cancers there was observed a difference in MMP-2
expression- gene encoding protein capable of degrading type 1V collagen — a component of basement
membrane. Metalloproteinases and its inhibitors (eg. TIMP-3) take part in the ECM remodeling process
which is an essential step in cancer progression and metastasis of many cancers. The recent studies
suggest that expression changes of investigated genes may have a predictive value. We compared
MMP-2 and TIMP-3 genes’ expression in NSCLC in cancer and control tissue and in groups: of cancer
histotype, tumor size, cancer stage, patients’ age, sex and smoking intensity. We analysed the material
obtained during pulmonectomy or lobectomy from the tumor and operational margin. Later, we
performed procedures in order to obtain RNA from the tissue, its quality assessment, transcription into
cDNA and finally analysis of relative expression of mentioned genes.

We observed a statistically significant growth of MMP-2 expression in comparison to TIMP-3 in cancer
and as well in control tissue in NSCLC. Furthermore, we proved statistically significant decrease of
TIMP-3 expression in cancer tissue in presence of lymph nodes metastasis (in comparison to patients
without lymph nodes metastasis). In the macroscopically unchanged tissue from operational margin we
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proved a decreasing correlation of TIMP-3 expression with smoking intensity, which indicates that
ECM remodeling process appears before the cancer transformation.

Assuming the differences in TIMP-3 expression depending on lymph nodes involvement and smoking
intensity, we may consider expression analysis of this gene as a potential marker of the tumor
aggressiveness.

Keywords: Non-small cell lung carcinoma, NSCLC, MMP-2, TIMP-3, NSCLC markers,

Wstep
Niedrobnokomodrkowy rak pluca

Rak ptuca jest uznawany za drugi co do czesto$ci nowotwor na §wiecie — 1,2
miliona zachorowan (stanowigc 12% wszystkich zachorowan na nowotwory), jest
rowniez najczestszg przyczyna zgonow wsrod mezczyzn (Didkowska 2009,
Globocan, 2012). W Europie rak ptuca stanowi 21% nowotwordéw ztosliwych wsrod
mezczyzn 1 jest odpowiedzialny za 29% zgonow z powodu raka. Najwyzsze
wspotczynniki zapadalno$ci na raka ptuca sa odnotowywane w Belgii (75,2/100 000
0s6b); Holandii (74,4/100 000 osob) oraz Luksemburgu (66/100 000 osob) (Brocki,
Rokicki 2010). W Polsce rowniez obserwowana jest wysoka zapadalno$¢ oraz duza
roznica we wspotczynniku zachorowan pomiedzy kobietami (22,3/100 000 osoéb),
a m¢zezyznami (81,9 /100 000 osob).

Ocena stopnia zaawansowania raka pluca jest suma wielkos$ci guza pierwotnego,
obecnosci przerzutow do weztéw chlonnych wartowniczych oraz przerzutow
odlegtych. W raku ptuca wyroznia si¢ gldwne stadia zaawansowania: O, I, I1, I11, oraz
IV (Jassem, Krzakowski 2009).

e stadium 0 wystepuje w przypadku raka in situ — ograniczonego do tkanki
jednego narzadu, nie przekraczajacego jej granicy, nie ma postaci guza oraz nie
nacieka sgsiednich tkanek;

e stadium IA wystepuje, gdy guz najwiekszy wymiar guza ma maksymalnie 3 cm
(odpowiadajacy T1 w skali TNM), nie ma przerzutow do weztéw chtonnych
wartowniczych oraz przerzutéw odlegtych. Brak przerzutow wykazywany jest
w stadium IB, jednak w tym przypadku guz moze mie¢ wielkos¢ do 5 cm (T2).

e stadium IIA — najwickszy wymiar guza to maksymalniec 5 cm (T2), moga
pojawia¢ sig¢ przerzuty do weztow chtonnych po stronie guza lub srodptucnych,
brak przerzutow odlegtych. Stadium IIB zawiera roéwniez guzy o wielkosci do
7 cm (T3) jednak bez przerzutéw do wezidw chtonnych;

e stadium IIIA oraz IIIB charakteryzujg si¢ duzym zrdéznicowaniem wielkosci
guza, jednak w wickszosci przypadkéw obecne sg przerzuty do weztow
chlonnych w okolicy ostrogi tchawicy oraz $rodpiersia. W stadium II1B
mozliwe sg przerzuty do weztow chtonnych po stronie przeciwnej od miejsca
gdzie znajduje si¢ guz. Brak przerzutow odleglych;

e stadium IV obejmuje dowolny rozmiar guza i zréznicowane migjsca przerzutow
do weztow chlonnych wartowniczych, rozni si¢ jednak od wcze$niejszych
obecnoscig przerzutow odlegtych.

Rak ptuca ze wzgledu na zréznicowanie histologiczne mozna podzieli¢ na 2 typy
charakteryzujace si¢ odmiennym rokowaniem: Niedrobnokomdrkowy Rak Pluca
(NDRP) i Drobnokomoérkowy rak ptuca (Zheng, 2016) (Tabela 1). NDRP stanowi
85-90% wszystkich przypadkéw rozpoznan raka ptuca i jest typem, ktory stanowi
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najczestsza przyczyne zgondw (Wakelee, 2014). Piecioletni wskaznik przezycia
wynosi okoto 15% (Siegel, 2012). Detekcja we wczesnym stadium (AJCC I/1)
znaczaco zwieksza szanse przezycia (Ferlay, 2010), dlatego niezwykle istotny jest
rozwo6j wczesnej diagnostyki. NDRP charakteryzuje si¢ duzg r6znorodnos$cig utkania
histologicznego, czgsto pojawia si¢ mieszane utkanie w obrgbie guza.

Tabela 1. Podziat raka ptuca na typy i podtypy
Rak ptuca

INiedrobnokomoérkowy rak ptuca (~85%)

Drobnokomoérkowy
rak ptuca (~10%)

Gruczolakorak |Rak ptaskonabton-  [Rak wielkokomorkowy Inne
(~40%) kowy (~25%) (~15%) (~10%)

Najczesciej wystepujagcym podtypem NDRP jest gruczolakorak, ktory rozwija si¢
z komorek gruczolowych produkujacych $luz. Gruczolakorak lokalizuje si¢
najczescie] w zewnetrznej czgsci pluc 1 moze dawa¢ wcezesne przerzuty do weziow
chtonnych. Zazwyczaj jego wzrost przebiega wolniej niz raka plaskonabtonkowego
(Li, 2014). Z kolei rak plaskonabtonkowy rozwija si¢ z nabtonka oskrzelowego
i wykazuje dojrzewanie plaskonablonkowe (Jassem, Krzakowski 2009). Ma
tendencje do wolniejszego wzrostu, pdzniejszego przerzutowania oraz jest silniej
zwigzany z paleniem — palacze stanowig okoto 90% pacjentow z rakiem
ptaskonabtonkowym (Li, 2014).

U chorych ze zdiagnozowanym niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca stosuje sie
leczenie chirurgiczne (lobektomia lub pneumonektomia), ktére jest leczeniem
z wyboru u chorych w | oraz Il stadium rozwoju nowotworu. U chorych w 111 i IV
stadium NDRP leczenie chirurgiczne stosuje si¢ rzadko, zwykle w przypadku
obecnego pojedynczego przerzutu oraz mozliwego usunig¢cia ogniska pierwotnego.
Chemioterapi¢ stosuje si¢ w celu przedoperacyjnego zmniejszenia rozmiaru guza,
w przypadku wysokiego ryzyka rozsiewu, oraz gdy wyniki leczenia chirurgicznego
sa niewystarczajace. Zdiagnozowanie NDRP w zaawansowanych stadiach, ogranicza
mozliwo$¢ zastosowania leczenia chirurgicznego oraz klasycznej chemioterapii,
ktoéra moze by¢ nieskuteczna, ze wzgledu na znaczaca toksycznos¢ oraz wyjsciowy
zty stan zdrowia pacjentdw, spowodowany progresja choroby nowotworowej.
W takiej sytuacji uzupetnieniem chemioterapii, zwlaszcza u pacjentow z III stadium
NDREP, jest radykalna radioterapia (Jassem, Krzakowski, 2009). Obecnie, poktada si¢
nadziej¢ w chemioterapii na bazie zwigzkéw cis-platyny (Wakelee, 2014), ktorej
stosowanie po operacji chirurgicznej prowadzi do zmniejszenia $miertelnosci o 6,9%
w stosunku do grupy kontrolnej (Sarin, 2017). Skuteczno$¢ chemioterapii jest jednak
ograniczona ze wzgledu na lekoopornos¢, wrodzong jak i nabyta. Ponadto,
W niektorych przypadkach NDRP stosuje si¢ leczenie ukierunkowane molekularnie,
celowane na bialka uczestniczace w procesie onkogenezy — na przyklad EGFR
— naskorkowy czynnik wzrostu — oraz inhibitory angiogenezy (Jassem, Krzakowski,
2009).
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Rola genu MMP-2 w niedrobnokomérkowym raku pluca

Fizjologicznie, gen MMP-2 koduje enzym metaloproteinaze 2, ktory jest
kolagenaza nalezaca do grupy wielofunkcyjny cynkowych endopeptydaz. Jedna
z jego gtéwnych funkcji jest cigcie kolagenu typu IV, ktory jest sktadnikiem blon
podstawnych. Odpowiada zatem za rozklad macierzy zewnatrzkomorkowe;j
w procesach embriogenezy, czy remodelligu tkankowego. W przeciwienstwie do
innych biatek z rodziny metaloproteinaz, aktywacja MMP-2 moze zachodzi¢ na
btonie komoérkowej, a nie tylko w macierzy zewnatrzkomorkowej. Metaloproteinazy
petnia aktywna role w regulacji proliferacji komorek guza, migracji, apoptozie oraz
zapaleniu (Butkiewicz 2015). MMP-2 oraz MMP-9 uwalniaja czynnik wzrostu
srédblonka naczyniowego (VEGF) oraz czynnik wzrostu fibroblastéw, i zwrotnie
zwigkszaja produkcje metaloproteinaz (Butkiewicz, 2015). W literaturze opisywana
jest zalezno$¢ miedzy ekspresja metaloproteinaz, a cechami klinicznymi i patolo-
gicznymi w raku ptuca (Xiao XY, 2015). Na gen MMP-2 oddziatuja rowniez biatka,
na przyktad PML (ang. promielotic leucoma protein — biatko biataczki
promielocytowej), ktore hamuje transkrypcje MMP-2 i zmniejsza inwazje komorek
(Hong-Yi, 2014). Geny kodujace metaloproteinazy maja zwiazek z przerzuto-
waniem, co jest promowane m.in. przez biatko LOX — jego ekspresja pozytywnie
koreluje z ekspresja MMP-2 i MMP-9 (Liu, 2014). W badaniach Bremnes i wsp.
wykazano ze poziom ekspresji metaloproteinaz w grupie pacjentow z NDRP byt
korelowany ze stopniem zawansowania choroby nowotworowej (agresywnoscig
guza) oraz gorszymi prognozami (Bremnes, 2006).

Rola genu TIMP-3 w niedrobnokomoérkowym raku pluca

Tkankowy inhibitor metaloproteinaz 3 (TIMP-3) hamuje aktywno$¢ enzymoéw,
ktore odgrywaja istotng role w rozwoju oraz przerzutowaniu NDRP. Aktywnosc¢
TIMP-3 koncentruje si¢ glownie na hamowaniu wzrostu guza oraz angiogenezy
(Anand, 1996). Powoduje zahamowanie adhezji komérek do macierzy zewnatrz-
komoérkowej i promuj¢ aktywacje apoptozy poprzez Sciezke kaspazy 8 (Kallio,
2010). Badania wskazujg, ze zahamowanie ekspresji TIMP-3 w NDRP przez rozne
geny (np. EZH2, MMP) powoduje progresje guza oraz przerzuty (Chunhua, 2013)

Poza tradycyjnym okresleniem histotypu raka oraz oceng w skali TNM, zwraca
si¢ obecnie duzg uwage na diagnostyke molekularng niedrobnokomorkowego raka
ptuca, w celu okreslenia rokowania oraz prawdopodobienstwa odpowiedzi na
leczenie. Molekularne wskazniki brane pod uwage obejmujg profile ekspresji genow
na poziomie mRNA, poziomy ekspresji biatek czy czgsteczek regulatorowych takich
jak miRNA (Jassem, Krzakowski, 2009).

Cel badan

Celem niniejszego badania bylo okreslenie rdéznic w poziomie wzglednej
ekspresji gendow MMP-2 oraz TIMP-3 u pacjentéw ze zdiagnozowanym niedrobno-
komoérkowym rakiem ptuca. Zaktadajac zaobserwowanie réznic w ekspresji mozna
oprze¢ na tym fakcie prognoz¢ oraz prowadzi¢ dalsze badania w celu opracowania
biomarkerow stuzacych do wezesnej diagnostyki tej jednostki chorobowe;.
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Material i metody

W badaniach przeanalizowano material pochodzacy od 42 pacjentow — 14 kobiet
i 28 mezczyzn ze zdiagnozowanym niedrobnokomoérkowym rakiem ptuca. Materiat
pobrano podczas planowych zabiegéw usunigcia pluca lub jego fragmentu w Klinice
Chirurgii Ogdlnej i Onkologicznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi w latach
2014-2017. Badanie przeprowadzono zgodnie z Deklaracjg Helsinskg, na badania
wydala zgod¢ Komisja Etyki Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (zgoda nr
RNN/140/10/KE). Do badania zostali zakwalifikowani jedynie pacjenci z niedrobno-
komorkowym rakiem pluca, ktorzy nie zostali wcze$niej poddani chemioterapii,
radioterapii, bez innych nowotworéw w wywiadzie. Do badania pobrano fragmenty
tkanki ptuca z ogniska zmiany oraz tkanki niezmienionej makroskopowo z marginesu
zmiany (Rycina 1.). Po resekcji material poddano badaniom histopatologicznym
majacym na celu ustalenie ostatecznego rozpoznania. W badanej grupie 20 pacjentow
reprezentowalo podtyp gruczolakoraka, natomiast 21 raka ptaskonabtonkowego.
Czes$¢ materiatu przeznaczona do badan molekularnych byla przechowana w buforze
RNAlater stabilizujgcym RNA w temperaturze -80°C. RNA zostalo wyizolowane
z tkanki zestawem Qiagen RNA mini Kit zgodnie z protokotem dostarczonym przez
producenta. Ilos¢ i jakos¢ materialu zostala oceniona spektrofotometrycznie
— mierzono wspotczynnik absorbancji probki przy dtugosciach fali A=260 i 280 nm
(Biophotometr, Eppendorf, Niemcy). Wyliczano wartos¢ wspotczynnika A260/280
W celu ustalenia czysto$ci wyizolowanego RNA. Kryteriami kwalifikujace do dalszej
analizy bylo stezenie powyzej 50 ng/ul i warto$ciach wspotczynnika A260/280
mieszczacych si¢ w zakresie 1,8-2,0. Nastgpnie, material poddano procedurze
odwrotnej transkrypcji w celu uzyskania cDNA za pomoca High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit. Oceng relatywnej ekspresji genéw TIMP3 i MMP2
oceniono korzystajac z metody real-time PCR z uzyciem sond fluorogenicznych
TagMan, korzystajac z metody AACt. Kalibratorem byl gen BAKT, a RNA
referencyjnym bylo RNA wyizolowane z ze zdrowej tkanki ptuca (Human Lung
Total RNA, Ambion, USA).

Poréwnywano relatywna ekspresje badanych genéw w grupach zréznicowanych
ze wzgledu na wiek, pte¢, podtyp histologiczny NDRP, wielkos¢ guza, klasyfikacje
TNM, AJCC, zajecie wartowniczych weztow chlonnych oraz intensywno$¢ palenia
tytoniu wyrazong w paczkolatach. Analiz¢ statystyczng przeprowadzono w progra-
mie Statistica 10.1.

Wyniki przeprowadzonych badan

Przeprowadzono analiz¢ ekspresji dwoch badanych genéw: MMP-2 i jego
inhibitora TIMP-3 w tkance z rozpoznaniem raka niedrobnokomoérkowego ptuc oraz
w tkance kontrolnej pochodzacej z marginesu operacyjnego, niezmieniongj
makroskopowo. Dokonano oceny ekspresji w poszczegdlnych parach tkanek oraz
W grupach zgodnie z cechami klinicznymi pacjentow i patologicznymi zmiany.
Ogodlnie ekspresje zbadano u 41 pacjentéw: 20 pacjentéw z gruczolakorakiem i 21
z rakiem ptaskonabtonkowym. Opisywane zaleznosci w tabelach sg przedstawione
jako mediany.
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Tkanka
nowotworowa
pobrana ze
zmiany (N)

*| Tkanka
kontrolna
pobrana z
marginesu
operacyjnego

(K)

Rycina 1. Przyktadowe miejsca pobrania materiatu do analiz

Analiza ekspresji (mediany) badanych genow MMP-2 i TIMP-3 w tkance
nowotworowej wzgledem kontrolnej oraz w grupach rozpoznan

Tabela 2. Poréwnanie ekspresji MMP-2 i TIMP-3 w tkance nowotworowej i kontrolnej

Mediana

Tkanka kontrolna (K) Tkanka Nowotworowa (N)
MMP-2 1,3760 0,9001
TIMP-3 0,0133 0,0053

Ekspresja genu MMP-2 wzgledem TIMP-3 byta istotnie statystycznie wyzsza
w zarbwno w tkance nowotworowej (p<0,001; test U Manna-Whitneya), jak
i kontrolnej (p<0,001; test U Manna-Whitneya) (wykres 1, tabela 2). Zaobser-
wowano rowniez dodatnig korelacje pomigdzy wartoscia TIMP-3 a MMP-2
w korelacji porzadku rang Spearmana (tabela 4).

Ekspresja genu MMP-2 w tkance nowotworowej byla nizsza niz w kontrolnej,
jednak zaobserwowana zmiana nie byla istotna statystycznie (p=0,24). Podobna
zalezno$¢ zaobserwowano w przypadku genu TIMP-3 (p=0,06) (wykres 2,. Tabela 2).
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Wykres 2 Ocena réznic w poziomie ekspresji miedzy tkanka kontrolng

TIMP3 K
TIMP3 N

i nowotworowa dla genu MMP-2 (2A) oraz TIMP-3 (2B).

Porownanie ekspresji genow w grupach plci oraz w grupach rozpoznan

Tabela 3. Porownanie ekspresji MMP-2 i TIMP-3 w grupach plci oraz w grupach rozpoznan

Mediany: pte¢

Mediany: podtypy

K IN K IN K IN K IN
Rak
iplaskonablonko
Ple¢ Kobiety Mezczyzni Gruczolakorak wy
MMP-2  [1,2870 0,7601 1,5161 1,0614 1,4985 1,2321 1,0145 |0,5302
TIMP-3  [0,0213 0,0091 0,0131 0,0046 0,0125 0,0055 0,0131 |0,0042

Ekspresja MMP-2 byta wyzsza u mgzczyzn, zarbwno w tkance nowotworowej,
jak 1 kontrolnej. Odwrotna prawidlowos$¢ zostala zaobserwowana w stosunku do
genu TIMP-3, ktorego ekspresja byla wyzsza w grupie kobiet. Zadna z opisanych
zaleznosci nie byla istotna statystycznie

W grupie pacjentéw z rozpoznanym gruczolakorakiem zaobserwowano wyzsza
ekspresje MMP-2 odpowiednio tkance kontrolnej i nowotworowej oraz TIMP-3
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w tkance nowotworowej w porownaniu do raka ptaskonablonkowego. Z kolei
ekspresja TIMP-3 w materiale z marginesu operacyjnego byta obnizona w gruczo-
lakoraku. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie roznic dla genu MMP-2
pomigedzy tkankami nowotworowymi a kontrolnymi w grupach pacjentow
w zaleznosci od podtypu NDRP (test U Manna-Whitneya).

Ekspresja genow w stosunku do intensywnosci palenia, wyrazonej
w paczkolatach

Tabela 5. Analiza korelacji ekspresji badanych genéw oraz wieku i intensywnosci palenia tytoniu
(w paczkolatach)

Korelacja porzadku rang Spearmana

(podane wspotczynniki korelacji)

MMP-2 K MMP-2 N TIMP-3 K TIMP-3N
MMP-2 K 1,0000 0,2550 0,4746 -0,1974
MMP-2 N 0,2550 1,0000 0,0680 0,2605
TIMP-3 K 0,4746 0,0681 1,0000 0,2352
TIMP-3 N -0,1974 0,2605 0,2352 1,0000
Wiek 0,1397 -0,0765 -0,0077 -0,0731
Intensywno$¢ palenia | -0,0206 -0,0058 -0,4104 0,0181

Wykazano dodatnig korelacje ekspresji genow — TIMP-3 i MMP-2 w tkance
kontrolnej (wspotczynnik korelacji rang Spearmana 0,472; p=0,002). Wraz
z wiekiem pacjentdw rosta ekspresja genu MMP-2 w tkance kontrolnej, a malata
w przypadku genéow MMP-2 w tkance nowotworowej oraz TIMP-3 w tkance
nowotworowej i kontrolnej.

Wraz ze wzrostem intensywnos$ci palenia wyrazonej w paczkolatach (iloczyn
liczby papierosow wypalonych w ciggu doby i lat natogu) zaobserwowano istotny
statystycznie spadek ekspresji genu TIMP-3 w tkance kontrolnej (wspotczynnik
korelacji rang Spearmana -0,4104; p=0,009). Ponadto, wraz ze wzrostem liczby
paczkolat zaobserwowano staba korelacje ujemng z ekspresja MMP-2 w tkance
kontrolnej oraz nowotworowej. Staba dodatnia korelacja byta zaobserwowana
w przypadku genu TIMP-3.

Ekspresja genow w zaleznosci od wielkosci guza (skala pTNM) oraz
w zaleznosci od zaje¢cia wezlow wartowniczych

Tabela 6 Poréwnanie ekspresji genow MMP-2 i TIMP-3 w zaleznosci od wielkosci guza pierwotnego oraz
zajecia wezlow chtonnych wartowniczych

Mediany
pT1 pT2 pT3 Wezly niezajgte  [Wezly zajete
(NO) (N1/N2)
K N K N K N K N K N
MMP-2 [1,4463 |0,8821 [1,0735 |0,4789 2,752 [1,4142 |[1,3304 0,9103 1,4877 [0,6451
TIMP-3 |0,0131 |0,0035 [0,0122 [0,0116 [0,0186 |0,0022 |0,0131 [0,0082 0,0105 |0,0028
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Ekspresja MMP-2 w tkance nowotworowej byla najwyzsza w guzach
0 najwigkszej $rednicy (pT3), natomiast najnizsza w grupie pT2. Odwrotng zaleznos¢
zaobserwowano w przypadku ekspresji genu TIMP-3 w tkance nowotworowej
— najnizsza ekspresja w najwickszych guzach (pT3), a najwyzsza w guzach zakwali-
fikowanych do kategorii pT2 (tabela 6) . Ekspresja MMP-2 oraz TIMP-3 byta nizsza
w tkance nowotworowej niz kontrolnej we wszystkich grupach w zaleznosci od
rozmiaru guza oraz zajecia/braku zajecia weztdéw chtonnych. Zaobserwowano, ze
poziom ekspresji obydwu badanych genow w tkance nowotworowej byt wyzszy
w przypadku braku zajecia wezldw chtonnych wartowniczych (grupa NO) w do
grupy N1/N2). Roéznica w ekspresja genu TIMP-3 w probkach tkanek nowo-
tworowych od pacjentdw z zajetymi weztami chtonnymi oraz bez przerzutow do
weztow byta istotna statystycznie (p=0,035, test U Manna-Whitneya) (wykres 3).
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Wykres 3 Poréwnanie ekspresji TIMP-3 w tkance nowotworowej w przypadku braku przerzutow do weztow
wartowniczych (NO) z grupg w ktorej pojawity sie takie przerzuty (N1/N2)

Ocena ekspresji genow w zaleznosci od stopnia zaawansowania
nowotworu w skali AJCC

Tabela 7 Porownanie ekspresji genow MMP-2 i TIMP-3 w zalezno$ci od stadium zaawansowania nowotworu
w skali AJCC.

Mediany
AJCC | AJCC I AJCC 1l
K N K N K N

MMP-2 | 1516 | 0,905 | 1,000 0,530 3,128 0,807
TIMP-3 | 0,016 | 0,005 | 0,008 0,011 0,019 0,003
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Najwyzsza ekspresje MMP-2 stwierdzono w tkance nowotworowej w stadium
AJCC 1, a nastepnie AJCC III. Najwyzsza ekspresja TIMP-3 byla obserwowana
w stadium AJCC II, w ktérym to stadium ekspresja MMP-2 byta najnizsza. Wartosci
ekspresji genéw w tkance kontrolnej byly wyzsze niz w tkance nowotworowej
(wylaczajac stadium AJCC II dla genu TIMP-3).

Dyskusja

W naszym badaniu wykazano istotne statystycznie podwyzszenie ekspresji MMP-
2 przy jednoczesnym obnizeniu ekspresji genu TIMP-3 odpowiednio w tkance
nowotworowej oraz kontrolnej. Obnizenie poziomu TIMP-3 bedacego inhibitorem
m.in. metaloproteinaz oraz podwyzszenie ekspresji MMP-2 sugeruje zwigkszong
aktywno$¢ biatek bioragcych udziat w przebudowywaniu macierzy zewnatrz-
komorkowej. Swiadczy to o przewadze proceséw degradacji ECM w nad inhibicja
przebudowy. Nastepstwem takiej przebudowy moze by¢ proliferacja komorek
nowotworowych oraz ich migracji do innych lokalizacji.

Kanoth (2012) prowadzac badania na bialku MMP-2 zauwazyl, ze ich poziom
W surowicy jest znaczgco wyzszy niz w przypadku badanych zdrowych oséb. Wyniki
naszych badan — ekspresja MMP-2 wyzsza w tkance kontrolnej, niezaleznie od ptci
— nie s3 zgodne z obserwacjami Kanoth. Jednak nalezy podkresli¢, iz w naszym
badaniu poréwnalismy ekspresje genu w tkance nowotworowej i sgsiadujacej tkance
niezmienionej makroskopowo, a nie u 0sob bez choroby nowotworowej. Z kolei
Ishikawa i wsp. (2004) w swoim badaniu wykazali Ze u ponad polowy pacjentow
ekspresja MMP-2 byla wyzsza w fibroblastach sgsiadujacych komoérkami raka
NDRP, niz w raku, co moze wskazywa¢ na role MMP-2 jako modulatora macierzy
zewnatrzkomorkowej w komorkach fibroblastow w procesie progresji nowo-
tworowej w NDRP. Ponadto ekspresja biatka MMP-2 w fibroblastach byla istotnie
wyzsza w raku ptaskonabtonkowym niz gruczolakoraku, co moze by¢ traktowane
jako niezalezny czynnik prognostyczny dla raka ptaskonabtonkowego (Ishikawa,
2004). Nasze wyniki moga sugerowac, ze zmiany ekspresji genow regulujacych
ECM obserwowane w tkance z marginesu operacyjnego, sa zmianami umozli-
wiajacymi transformacje nowotworowa w szczego6lnosci poprzez degradacje
macierzy i tworzenie mikro§rodowiska do rozwoju naczyn krwionosnych (Ishikawa,
2004). Ponadto remodeling macierzy zewnatrzkomorkowej moze by¢ obserwowany
w odleglosci od pierwotnej zmiany w tkance makroskopowo niezmienione;.

Hida (2012) zauwaza, ze ekspresja metaloproteinaz jest rézna w zaleznos$ci od
podtypu raka ptuca. Ekspresja MMP-2 jest wyzsza w gruczolakoraku niz w raku
ptaskonabtonkowym, przeciwna tendencj¢ zaobserwowali autorzy w przypadku
TIMP-3, gdzie ekspresja w przypadku raka ptaskonabtonkowego byla wyzsza (Hida,
2012). Podobng tendencje zaobserwowal Ishikawa i wsp. (2004) odnosnie wyzszej
ekspresji biatka MMP-2 w komoérkach gruczolakoraka w odniesieniu do raka
ptaskonabtonkowego. Nasze badania potwierdzaja wcze$niejsze wyniki dotyczace
zroznicowania ekspresji MMP-2 pomiedzy podtypami. ZaobserwowaliSmy
podwyzszenie ekspresji MMP-2 w gruczolakoraku oraz wzrost ekspresji TIMP-3
w raku ptaskonabtonkowym, nie uzyskaliSmy jednak istotnosci statystycznej, co
moze wigzac si¢ ze zbyt malg grupa pacjentow.
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Analizujac ekspresje genéw w zalezno$ci od wielkosci guza (w skali pTNM)
wykazali$my, ze w najwigkszych guzach (grupa pT3, w materiale pobranym z tkanki
nowotworowej) ekspresja MMP-2 jest najwyzsza, przy najnizszym poziomie
ekspresji TIMP-3. Analogicznie, w materiale z guzoéw, gdzie ekspresja MMP-2 byta
najnizsza, obserwowano najwyzsza ekspresje TIMP-3. Podobne zaleznoS$ci
obserwowano w grupach zaawansowania nowotworu wg skali AJCC. Obserwacja ta
nie pokrywa si¢ wynikami badan Mino i wsp., gdzie wyciszenie ekspresji TIMP-3
korelowato ze wzrostem zaawansowania guza w skali AJCC (Mino, 2007). Roznice
w obserwacjach moga wynika¢ z niskiej liczebnos$ci badanej przez nas grupy
z zawansowanym rakiem (AJCC Ill, n=6). Co ciekawe, Kallio (2010) zaobserwowat
w przypadku raka drobnokomorkowego ptuca ze ekspresja TIMP-3 wzrastata wraz
ze stopniem agresywnosci zmiany, co sugeruje ze wartosci prognostyczne TIMP-3 sa
rozne dla réoznych typow raka phuca.

Li (2013) w swoich badaniach wspomina, ze ekspresja MMP-2 w tkankach
niedrobnokomoérkowego raka ptuca w przypadku kiedy pojawily si¢ przerzuty do
wezlow wartowniczych jest wyzsza, niz w przypadku kiedy takie przerzuty byty
nieobecne. Wyniki naszych badan sa odmienne — w tkance nowotworowej zaob-
serwowaliSmy ze ekspresja MMP-2 u 0s6b z przerzutami do weztow chionnych byta
nizsza niz u oséb bez przerzutow. Odwrotng tendencje stwierdziliSmy w przypadku
tkanki kontrolnej z marginesu operacyjnego, jednak nie mozemy odnies¢ wynikow
naszych badan do wczesniejszych prac, gdyz oceniana w nich byta jedynie ekspresja
genu w nowotworze. Wyniki uzyskane w cytowanych badaniach — obnizenie ekspresji
TIMP-3 w tkance kontrolnej w przypadku zaje¢cia weztdow wartowniczych sugeruje,
7ze zahamowanie inhibicji MMP-2 moze powodowaé wzrost poziomu
metaloproteinaz. Mozna w zwiazku z tym wnioskowa¢ o zwigzku produktu genu
TIMP-3 z przerzutowaniem. Zmiany w ekspresji genéw regulujacych rozkladanie
macierzy zewnatrzkomorkowej w tkance niezmienionej makroskopowo sugeruja ze
proces remodelingu ECM nie jest ograniczony jedynie do obszaru guza oraz ze
remodeling moze utatwia¢é migracje komoérek nowotworowych z guza — zajgcie
wezlow wartowniczych. Obserwacje te potwierdzajg wyniki uzyskane przez Mino
i wsp. (2007) ktorzy zaobserwowali obnizenie poziomu biatka TIMP-3 w przypadku,
gdy byly zajete wezly chtonne. W naszych badaniach zaobserwowali$my ponadto
istotne obnizenie ekspresji TIMP-3 u 0s6b intensywnie palacych, co wskazuje ze
remodeling ECM mediowany przez TIMP-3 moze by¢ zwigzany z odpowiedzig na
wplyw substancji zawartych w dymie tytoniowym i prowadzi¢ do rozwoju zmian
nowotworowych.

Podsumowujac wptyw MMP-2 i TIMP-3 na remodeling macierzy zewnatrz-
komoérkowej moze ,,wyprzedza¢” transformacje nowotworowa w tkance phuca.
Istotnie podwyzszona ekspresja genu MMP-2 w stosunku TIMP-3 zaréwno w tkance
nowotworowej i jak i kontrolnej $§wiadczy o przewadze proceséw degradacji w nad
jej inhibicja. Badanie ekspresji genu TIMP-3 moze by¢ rozwazane jako
potencjalnego markera agresywnosci nowotworu, czy dodatkowo wskazywac na
toczacy sie proces przebudowy ECM w tkance niezmienionej makroskopowo
otaczajgcej nowotwor.
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Streszczenie

Hodowle komoérkowe maja szerokie zastosowanie w badaniach naukowych oraz medycynie. Duza
liczba zwierzecych i ludzkich linii komérkowych pozwala na wykonywanie miedzy innymi badan nad
ich morfologia, wzajemnymi interakcjami zachodzacymi migdzy nimi, mechanizmami réznicowania
i dojrzewania komorek czy wptywu na nie réznych substancji, w tym lekow, suplementow diet czy
toksyn. W niniejszej pracy wykonano oceng tempa wzrostu hodowli i aktywnosci szlaku sygnatlowego
NF-«xB, w czterech réznych liniach ludzkich komérek nowotworowych o morfologii komorek $rodbtonka
naczyn krwiono$nych lub nabtonka jelit: Caco-2, A-431, EA.hy926, T84. Wewnatrzkomdrkowy szlak
sygnalowy NF-kB jest kluczowy w rozwoju i podtrzymywaniu stanu zapalnego, z tego wzgledu pomiar
jego aktywnosci, jest dobrym wskaznikiem zmian zachodzacych w komérkach podczas jego przebiegu.
Celem niniejszej pracy bylo stworzenie ukladu eksperymentalnego do badan wiasciwosci przeciw-
zapalnych preparatéw medycznych, a jako wskaznik aktywnosci szlaku NF-kB wybrano komercyjnie
dostgpny plazmidowy system reporterowy pNifty2-luc. W ramach przeprowadzonych do$wiadczen
wykonano ocen¢ aktywnosci spontanicznej tego szlaku oraz aktywnosci stymulowanej cytoking
prozapalng TNF oraz LPS, nasladujac w ten sposob w warunkach in vitro warunki stanu zapalnego.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze najszybciej proliferuja komorki A-431 i Caco-2, ze istnieje
zalezno$¢ migdzy dawka i czasem stymulacji komorek wybranymi dawkami LPS i TNF, a aktywnoscia
Sciezki NF-xB.

Abstract

Cell cultures are widely used in scientific research and medicine. The large number of animal and
human cell lines allows, among other things, to carry out research on their morphology, mutual
interactions between them, mechanisms of cell differentiation and maturation or the influence of various
substances, including drugs, dietary supplements and toxins on them. In this work, the assessment of the
growth rate of culture and activity of the NF-xB signaling pathway was performed in four different
human carcinoma cell lines showing morphology of epithelial cells derived from blood vessels or
intestine: Caco-2, A-431, EA.hy926, T84. The intracellular signaling pathway NF-«B is key in the
development and maintenance of inflammation, therefore, the measurement of its activity is a good
indicator of changes in cells during its course. The aim of this work was to create an experimental setup
for testing the anti-inflammatory properties of medicinal preparations, and the commercially available
plasmid reporter system pNifty2-luc was chosen as an indicator of the activity of the NF-xB pathway.
As part of the experiments carried out, the spontaneous activity of this pathway and activity stimulated
by TNF and bacterial lipopolysaccharide (LPS) stimulated by cytokine and thus the conditions of
inflammation were imitated in in vitro conditions. The conducted studies showed that the most rapidly
proliferate A-431 and Caco-2 cells, that there is a relationship between the dose and time of stimulation
of cells with selected doses of LPS and TNF, and the activity of the NF-xB pathway.
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Wstep

Reakcja zapalna jest elementem wieloetapowej odpowiedzi organizmu na
czynniki szkodliwe, do ktorych migdzy innymi mozna zaliczyé: patogeny,
uszkodzone komorki czy substancje draznigce. Celem tej reakcji jest miedzy innymi
usuniecie z organizmu patogenu, eliminacja komoérek martwych i uszkodzonych oraz
zainicjowanie naprawy tkanek (Xu, Yin et al. 2014). Cata odpowiedz zachodzi przy
udziale wielu komorek, w tym komorek ukladu odpornosciowego, komorek
srédblonka naczyn krwionos$nych oraz wydzielanych przez nie wielu zwiazkow,
w tym cytokin prozapalnych. Przyktadem takiej cytokiny jest czynnik martwicy
nowotworu TNF (z ang. Tumor Necrosis Factor), ktory jest glowna cytoking
prozapalng. Bierze on udzial zaré6wno w procesach fizjologicznych jak i patolo-
gicznych. TNF jest wydzielany przez komorki ukladu odpornosciowego, gtownie
przez aktywne monocyty oraz makrofagi i wptywa migdzy innymi na aktywnosc¢
limfocytow oraz na szeroko rozumiany metabolizm innych komoérek. TNF moze
takze powodowaé apoptoze w komorkach zdrowych i nowotworowych, pobudzac
watrobe do syntezy biatek ostrej fazy i stymulowaé fagocytoz¢ komorek fago-
cytarnych (Chu, 2012). Ten sposob obrony organizmu jest elementem odpornosci
wrodzonej, ktora jest pierwsza linig obrony. Niezwlocznie po pojawieniu si¢
patogenu w organizmie, zainicjowany zostaje rozwdj reakcji zapalnej, pobudzone
zostaja komorki tuczne, komorki dendrytyczne oraz makrofagi, zdolne do fagocytozy
i wydzielania mediatorow reakcji zapalnej. Substancje te powoduja miejscowe
rozszerzenie naczyn krwionosnych i zmiane reprezentacji czastek adhezyjnych na
komorkach §rodblonka naczyn krwionosnych, co prowadzi do zwigkszenia migracji
leukocytow do miejsca rozwoju reakcji zapalnej. Nastepnie kontynuowane sa
procesy takie jak fagocytoza, a fragmenty uszkodzonej tkanki i martwe leukocyty
moga tworzy¢ rope. Gromadzace si¢ w miejscu zapalenia komodrki zwane
naturalnymi zabojcami (z ang. Natural Killer) niszcza patogeny oraz zakazone
komorki oraz wydzielajag interferon, co prowadzi do aktywacji makrofagéw,
prezentacji antygenu i w koncu do uruchomienia mechanizméw odpornosci swoistej
zwigzanej z aktywacja limfocytow Th (Golab, Jakobisiak et al. 2013).

Rozwoj reakcji zapalnej powoduje zmiany w ekspresji ogromnej liczby genow
w wielu typach komoérek biorgcych w niej udzial. Patogen stymuluje organizm
W sposdb  kaskadowy, poniewaz wptywa bezposrednio na ekspresje gendow
kodujacych biatka o wilasciwosciach prozapalnych, a wiele godzin po stymulacji
inicjowana jest aktywacja czynnikow przeciwzapalnych. Szlak sygnatowy czynnika
jadrowego kB (NF-xB, z ang. Nuclear Factor Kappa-Light-Chain-Enhancer of
Activated B Cells) jest niezwykle istotny w regulacji tych proceséw, poniewaz w
duzej mierze kontroluje aktywacje tych czynnikéw na poziomie ich transkrypcji
(Natoli, 2010).

Biatka nalezace do rodziny czynnikéw transkrypcyjnych NF-kB pelnia wazna
funkcje w rozwoju wrodzonej odpowiedzi immunologicznej i czesto bezposrednio
kontroluja przebieg zakazenia patogenami. Mozliwe jest wigc bezposrednie
koordynowanie walki z zakazeniem poprzez modulowanie aktywnosci tej $ciezki
sygnalowej. Podczas stanu zapalnego zauwazalna jest wzmozona aktywno$¢
klasycznej drogi aktywacji szlaku NF-kB (Natoli, 2010). Aktywacja ta moze by¢
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inicjowana za posrednictwem szeregu réoznych typow receptoréw (Szottysek, Janus
et al. 2011), miedzy innymi rozpoznajacych patogeny receptorow Nod-podobnych
(NLR, z ang. Nod-Like Receptors), receptoréw rozpoznajacych wzorce molekularne,
receptorow Toll-podobnych (TLR, z ang. Toll-like Receptors) czy receptoréw RIG-
podobnych (RLR, z ang. RIG-I-Like Receptors). Po pojawieniu si¢ odpowiedniego
ligandu, taczy si¢ on z receptorem obecnym na powierzchni komorki, co prowadzi do
aktywacji $ciezki NF-kB. Konsekwencja tej aktywacji jest transkrypcyjna regulacja
ekspresji wielu gendéw kodujacych szereg czasteczek zwigzanych ze stanem
zapalnym, takich jak cytokiny i chemokiny. W aktywacji tej ogromng rol¢ maja
receptory TLR, dla ktorych ligandem jest LPS blon komoérkowych bakterii gram-
ujemnych. LPS jest rozpoznawany przez receptor TLR4, zas receptory TLR1, TLR2,
TLR4 i TLR6 maja zdolno$¢ rozpoznawania lipidow, z kolei receptory TLRS
i TLR11 rozpoznaja biatka patogenéw (Gotab, Jakobisiak et al. 2013). Sciezka
sygnatowa NF-kB, jest nie tylko wazna w trakcie rozwoju oraz trwania reakcji
zapalnej, ale rdwniez w jej koncowym etapie, czyli kiedy dochodzi do wzmozonej
ekspresji cytokin przeciwzapalnych i indukcji apoptozy komorek (Szottysek, Janus et
al. 2011).

Sciezka sygnalowa NF-kB

Jak juz wspomniano w niniejszej pracy elementy efektorowe $ciezki NF-kB sa
czynnikami transkrypcyjnymi zaangazowanymi migdzy innymi w reakcj¢ zapalng
oraz w procesy odporno$ciowe zachodzace zar6wno w odpowiedzi odpornosciowej
wrodzonej jak i nabytej (Zhou, Wang et al. 2015). Sciezka NF-kB aktywowana jest
réwniez migedzy innymi w procesie apoptozy, roznicowaniu komorek, ich proliferacji,
w rozwoju limfocytow B oraz odpowiedzi komorek na czynniki stresowe (Aggarwal,
2004). Oprocz tego moduluje migracje i ruchliwo$¢ komorek, a takze cykl
komoérkowy (Hayden, Ghosh et al. 2008). Do tej pory zostalo opisanych pigc
czynnikoéw transkrypcyjnych zaliczanych do rodziny biatek NF-kB: REL (synonim
c-REL), RELA (synonim p65), RELB (synonim REL-B), NFKB1 (synonim p50),
NFKB2 (synonim p52). Czynniki te naleza do dwodch wyodrgbnionych grup
funkcyjnych (Piotrowska, I1zykowska et. al. 2008): pierwsza grupa sktada si¢ z trzech
pierwszych wymienionych biatek (RELA, RELB oraz REL), druga za$ sktada si¢ z
dwoch ostatnich (NFKB1 i NFKB2). Biatka z rodziny NF-kB potencjalnie moga
tworzy¢ 15 réznych kombinacji dimeréw. Jednak biatkko RELB moze tworzy¢
jedynie heterodimery, za$ biatka REL, RELA, NFKBI1, NFKB2 mogg tworzy¢
zarowno homo- jak i heterodimery (Matthew, 2004). Dimery te peinig funkcje
czynnikow transkrypcyjnych, wptywajacych na ekspresje licznych genow. Jednym
z lepiej poznanych czynnikow transkrypcyjnych tej S$ciezki sygnatowej jest
heterodimer NFKB1/RELA, ktory czesto oznaczany jest rOwniez w literaturze jako
pS0/p65. W cytozolu znajduje si¢ on w stanie nieaktywnym, poniewaz jest zwigzany
z inhibitorem czynnika jadrowego kB (IxB, z ang. Inhibitory Proteins of NF-«B).
Dopiero po aktywacji kinazy IkB (IKK, z ang. IxB Kinase) dochodzi do fosforylacji
IxB i uwolnienia sktadowych heterodimeru NFKB1/RELA, ktore sa transportowane
do jadra komorkowego i moga wiazaé si¢ ze specyficznymi sekwencjami DNA
promotorow genow (Gilmore, 2006). Réznice w budowie poszczegolnych dimerow
powoduja rézne efekty na poziomie regulacji ekspresji genow. Wynika to z rdznic
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W powinowactwie do promotoréw genow, co moze skutkowa¢ hamowaniem lub
stymulowaniem transkrypcji. Te same homo- i heterodimery moga petni¢ funkcje
zarowno inhibitoréw jak i aktywatorow transkrypcji, ale sg rowniez znane dimery
wykazujgce jedynie aktywno$¢ aktywatorows (Piotrowska, Izykowska et. al. 2008).

Charakterystyczng cecha dla czynnikow $ciezki sygnatowej NF-kB (nazywanych
w dalszej czesci tekstu jako: NFKB) jest obecno$¢ w ich budowie tak zwanej domeny
homologicznej Rel (RHD, z ang. Rel Homology Domain) wystepujacej na
N-koncowym odcinku tancucha peptydowego. Jest to domena sktadajgca si¢ z ponad
300 aminokwasow 1 jest kluczowa, w tworzeniu dimerow tych biatek, oraz aby
mogto dojs¢ do taczenia si¢ ich z DNA. Ponadto w domenie RHD znajduje si¢
sekwencja bedaca sygnatem lokalizacji jadrowej (NLS, z ang. Nuclear Localization
Signal), ktory sprawia, ze moze dojs¢ do transportu dimeréow do jadra komorkowego
(Hassa, Hottiger et al. 2002).

Aby dimery NFKB mogty pelni¢ swoja funkcje, niezbedna jest ich aktywacja
1 przetransportowanie do jadra komérkowego. Aby do tego doszto wigzanie mi¢dzy
nimi a kB, musi ulec zerwaniu, dzieje si¢ to przez fosforylacje inhibitora tego szlaku
IkB przez kinazg IKK, ktora sktada si¢ z biatka enzymatycznego kinazy CHUK
(z ang. conserved helix-loop-helix ubiquitous kinase), czyli ,,wsz¢dobylskiej” kinazy
z konserwatywna helisg-petla-helisa (IKKa, IKK1) i IKBK, ktére sa kinazami
inhibitorow $ciezki NF-xB (IKKf, IKK2) oraz podjednostki strukturalnej IKBKG
(IKKy, IKK3) (Piotrowska, Izykowska et al. 2008). Po zadziataniu bodzca
aktywujacego szlak sygnatowy, na przyktad przez przylaczenie do receptora TNFR1
jego ligandu w postaci TNF, ufosforylowany IkB podlega degradacji w proteasomie
za$ uwolnione dimery NFkB sa transportowane do jadra komoérkowego. W jadrze
komérkowym dochodzi do stopniowej akumulacji tych dimerow, ktore po
rozpoznaniu odpowiednich sekwencji DNA promotorowego moga si¢ z nimi
zwigzaé. Sa to zazwyczaj fragmenty DNA o ditugosci od 9 do 10 par zasad i sg
nazywane obszarami kB DNA. Ich lokalizacja to gtdéwnie obszar promotoréw oraz
sekwencji wzmacniajacych transkrypcje docelowych gendéw (z ang. Enhancer).
Regulacja transkrypcji zachodzi dzigki wigzaniu si¢ dimeréw NFkB do obszarow kB
DNA, co z kolei umozliwia rekrutacj¢ kolejnych koaktywatoréw i/lub korepresorow
(Hayden, Ghosh et al. 2008).

Po opisanej powyzej aktywacji czynnikow $ciezki sygnalowej NF-xB , mozliwy
staje si¢ ich wptyw na poziom ekspresji wielu genéw (Hoesel, Schmid et al. 2013).
Do aktywacji tej $ciezki dochodzi jednak przez wiele czynnikoéw, z ktorych
najwazniejszymi wydaja si¢ by¢ cytokiny takie jak TNF, produkty metabolizmu
bakterii, wirusy oraz czynniki wzrostu (Xueling, Zhu et al. 2015). Wiele stanow
patologicznych zachodzacych w organizmie wiaze si¢ z nieprawidlowym dzialaniem
sciezki NF-«xB. Wspomniane stany patologiczne to miedzy innymi nowotwory,
przewlekle stany zapalne, astma, choroby serca, zespot nabytego niedoboru
odpornosci (AIDS, z ang. Acquired Immunodeficiency Syndrome), cukrzyca typu |
i II, miazdzyca tetnic, choroby neurodegeneracyjne, czy reumatoidalne zapalenie
stawow (Hassa, Hottiger et al. 2002).

Opisane wlasciwosci $ciezki sygnatowej NF-kB wskazuja na jej bardzo duze
znaczenie w organizmie. Nie dziwi wigc fakt, Ze jest ona przedmiotem wielu badan,
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a jej aktywnos$¢ jest miernikiem poziomu aktywnosci komorek, szczegolnie tych,
ktore biorg udzial w reakcji zapalnej. Wydaje si¢ rowniez, ze ocena jej aktywnoS$ci
moze by¢ pierwszym z parametrow stuzacych ocenie wlasciwosci prozapalnych jak
i przeciwzapalnych substancji wystepujacych naturalnie w organizmie oraz lekoéw
czy preparatow medycznych.

Lipopolisacharyd (LPS)

LPS bakterii gram-ujemnych wchodzi w sktad ich zewnetrznej btony komoérkowe;.
Jest on kluczowy zaréwno ze wzgledu na udziat w podstawowych procesach
zyciowych bakterii, ale takze jest waznym czynnikiem chorobotwérczym. LPS
zawiera w sobie trzy elementy strukturalne: antygen O, czyli O-swoisty tancuch
polisacharydowy, oligosacharyd rdzeniowy i lipid A, zatem jest on hetero polimerem
lipidowo-polisacharydowym. Poszczegolne sktadniki LPS majg r6zne dziatanie: za
toksycznos¢ odpowiada lipid A, za$§ za immunogennos$¢ polisacharyd. Oddziatywania
poszczego6lnych struktur LPS umozliwiajg szereg badan, migdzy innymi nad
wywotywaniem nekrozy w komorkach nowotworowych, czy indukowaniu stanu
zapalnego (Markiewicz, 1993).

W kontekscie prezentowanych w niniejszej pracy wynikow wykonanych przeze mnie
badan istotny wydaje si¢ by¢ wptyw LPS na aktywnos$¢ uktadu odpornosciowego.
Bakterie gram-ujemne, ktore majag w swojej otoczce LPS, sg rozpowszechnione
w srodowisku, sa réwniez sktadnikiem naturalnej flory jelitowej zwierzat i ludzi.
Prawidlowa odpowiedz uktadu odpornosciowego na poszczegolne sktadniki LPS jest
formowana juz od poczatku zycia kazdego organizmu. Dzigki temu, gdy tylko
pojawi si¢ w krwioobiegu bakteria martwa, namnazajaca si¢ lub cho¢by fragment jej
Sciany komorkowej, powoduje to rozpoznanie ich przez uktad odpornosciowy
gospodarza, co z kolei poprzez kaskade zdarzen prowadzi do wywolania reakcji
zapalnej. Jednak aby lipid A mogt pelic¢ swoja funkcje biologiczng, LPS musi zostac¢
uwolniony z zewngtrznej btony mikroorganizmu. Dziatanie lipidu A polega na
aktywacji migdzy innymi monocytow, makrofagow czy komorek s$rodbtonka co
W konsekwencji powoduje uwalnianie przez nie czynnikoOw prozapalnych takich jak
prostaglandyny, interleukiny czy TNF, bedacych glownymi mediatorami rozwoju
reakcji zapalnej (Netea, Deuren et al. 2002). W niewielkich stezeniach czynniki te
prowadza do wytworzenia odpornosci na dany czynnik patogenny czy nekrozy
komorek nowotworowych. Jednak gdy ilos¢ cytokin wzrosnie, to zaczynaja one
dziata¢ toksycznie na organizm, co prowadzi do szeregu reakcji takich jak znaczne
zwigkszenie temperatury ciala, obnizenie -ci$nienia krwi, aktywacja uktadu
dopeliacza, a nawet nekroza komorek wchodzacych w sktad szpiku kostnego.
W skrajnych przypadkach moze to prowadzi¢ do wstrzgsu zwigzanego z uogdélnionym
zakazeniem organizmu tzw. sepsg, a nawet Smierci (Lodowska, Zigba et al. 2006).

Czynnik martwicy nowotworu

Czynnik martwicy nowotworu (TNF, z ang. Tumor Necrosis Factor), to gtowna
cytokina prozapalna, majaca ogromny udzial w kontroli przebiegu reakcji zapalnej.
Jest ona wytwarzana migdzy innymi przez aktywowane komoérki uktadu odporno-
sciowego takie jak makrofagi czy monocyty, ale rowniez przez komorki takie jak
adipocyty, fibroblasty czy keratynocyty. TNF powoduje miedzy innymi kacheksje,
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czyli wyniszczenie nowotworowe, stad inna nazwa tej cytokiny to kacheksyna. Jest
ona réwniez zwigzana ze wstrzgsem septycznym oraz zmniejszaniem masy guzow
nowotworowych (Kriegler, Perez et al. 1988).

Czynnik martwicy nowotworu to glikoproteina, majaca w swojej budowie 182
aminokwasy. Jego dziatanie na inne komorki zaczyna si¢ potgczeniem z receptorem
na powierzchni blony komorkowej. Wyrdzniono nastgpujace receptory, ktore
znajduja sie na komdrkach kompetentnych immunologicznie: TNF-R1 — biatko p55
i TNF-R2- biatko p75. Po pobudzeniu danego receptora, dochodzi do kaskady
reakcji, prowadzacej ostatecznie do wyprodukowania i uwolnienia cytokin. TNF ma
dzialanie cytotoksyczne na komoérki nowotworowe, ale rowniez na komorki
zainfekowane patogenem. Jednym z mechanizméw prowadzacych do apoptozy
komoérek nowotworowych przez te cytoking jest doprowadzanie do znacznego
wzrostu stgzenia wolnych rodnikéw tlenowych (ROS). Procesy nie zwigzane
Z komérkami nowotworowymi to mi¢dzy innymi pobudzanie wydzielania biatek
ostrej fazy przez watrobe, stymulacja fagocytozy czy rekrutowanie neutrofili.
Wykazano zwigzek z podwyzszonym poziomem TNF a zachorowaniami na astme
czy na rozmaite alergie, ale rowniez z takimi chorobami autoimmunologicznymi jak
choroba Lesniowskiego-Crohna (Gotgb, 2007).

Dziatanie TNF w komorce jest rowniez zwigzane z aktywnoscig $ciezki NF-«kB.
Szereg reakcji wplywa na regulacj¢ ekspresji TNF, na przyktad metaloproteinaza
TACE bedaca enzymem przeksztalcajacym czynnik martwicy nowotworu (TACE,
zang. Tumor necrosis factor-alpha converting enzyme), jest kluczowa, poniewaz
w wyniku jej dziatania dochodzi do uwalniania TNF (Gotab, Jakobisiak et al. 2013).
Zidentyfikowano roéwniez czasteczki, ktore sa skierowane przeciwko wewnatrz-
komoérkowym szlakom sygnalizacyjnym zwigzanym z TNF, a sg to inhibitory
fosfodiesterazy cAMP takie jak inhibitor typu 4 (PDE4, z ang. phosphodiesterase
type 4 inhibitor) oraz biatko p38, ktorego funkcja jest zblizona do kinaz z grupy
kinaz aktywowanych stresem (JNK, z ang. c-Jun N-terminal kinases). Co wiecej
W sygnalizacji cytokiny TNF istotne sg réwniez inhibitory szlaku NF-«xB, ktore
hamujg efekty wywierane przez nig. Ponadto zahamowanie aktywnos$ci $ciezki
NF-kB, moze prowadzi¢ do $mierci komoérkowej, przy czym najbardziej wrazliwe na
ten mechanizm sg komorki nowotworowe (Palladino, Bahjat et al. 2003).

Zalozenia i cel pracy

Sciezka sygnalowa NF-kB jest kluczowa dla przebiegu reakcji zapalnej, a jej
aktywnos$¢ jest dobrym wskaznikiem aktywnos$ci komorek bioracych w niej udzial.
Aktywacje tej Sciezki, w warunkach in vitro, wywotuje wiele czynnikow, w tym
cytokiny prozapalne oraz elementy bton komoérkowych bakterii gram-ujemnych.
Zmiany aktywnos$ci Sciezki NF-kB wplywaja na transkrypcje wielu genow, w tym
odpowiedzialnych za rozwoj reakcji zapalnej. Szlak NF-kB jest nie tylko kluczowy
w procesie aktywacji komorek odpornosciowych, obserwowanej podczas reakcji
zapalnej, ale rowniez dla innych komorek bioracych w niej udzial, takich jak
komoérki nablonka jelit czy $rodblonka naczyn krwiono$nych. Zmniejszenie
aktywnosci tej Sciezki pod wpltywem rdznych zwigzkow, moze $wiadczy¢ o ich
wiasciwosciach przeciwzapalnych.
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Celem pracy bylto okres$lenie tempa proliferacji wybranych ludzkich linii komorek
srodbtonka naczyn krwiono$nych i nablonka jelit oraz sposobu aktywacji
i monitorowania w nich aktywnosci $ciezki sygnatowej NF-kB.

Materialy i Metody
Linie komorek zastosowane w badaniach

Badania przeprowadzono na ludzkich liniach komoérek nowotworowych
zblizonych morfologia do komorek srodbtonka naczyn krwionosnych lub nabtonka
jelit. Komoérki hodowano wedlug zalecen dostarczonych przez ich dostawce,
opisanych w materiatach informacyjnych (ATCC), sktad medium hodowlanego wraz
z nazwami poszczegdlnych sktadowych, ich numeréw katalogowych, dostawcow
i stosowanych stezen przedstawiono w tabelach 1-4.

Komérki Caco-2 (ATCC® HTB-37") — adherentne komérki nowotworowe
zblizone morfologia do komorek nabtonkowych jelita.

Tab. 1. Sktad medium do hodowli komérek Caco-2

Odczynnik Nr. katalogowy/firma Stezenie
DMEM 21969035 / Gibco -
L-glutamina 25030-081 / Gibco 2 mM
Penicillin-Streptomycin (100x) 15070063 / Gibco 1x

Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrome/Merck 5%

Komérki T84 (ATCC® CCL-248") — adherentne komorki nowotworowe
zblizone morfologig do komorek nabtonkowych jelita.

Tab. 2. Sktad medium do hodowli komoérek T-84

Odczynnik Nr. katalogowy/firma Stezenie
DMEM | 21969035 / Gibco -
L-glutamina | 25030-081 / Gibco 2,5mM
Antybiotic-Antimycotic (100x) | 15240062 / Gibco 1x

Fetal Bovine Serum (FBS) \ Biochrome/Merck 5%

T™.

Komérki A-431 (ATCC® CRL-1555") — adherentne komorki nowotworowe
zblizone morfologia do komérek nabtonkowych naczyn krwionosnych.

Tab. 3. Sktad medium do hodowli komérek nowA-431

Odczynnik Nr. katalogowy/firma Stezenie
DMEM 21969035 / Gibco -
L-glutamina 25030-081 / Gibco 4 mM
Antybiotic-Antimycotic (100x) 15240062 / Gibco 1x

Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrome/Merck 10%

Komérki EA.hy926 (ATCC® CRL-2922™) — adherentne hybrydowe komorki
somatyczne zblizone morfologia do komorek nabtonkowych naczyn krwionosnych.
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Tab. 4. Sktad medium do hodowli komérek EA hy926

Odczynnik Nr. katalogowy/firma Stezenie
DMEM 21969035 / Gibco -
L-glutamina 25030-081 / Gibco 4 mM
Penicillin-Streptomycin (100x) 15070063 / Gibco 1x

Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrome/Merck 10%

Ocena tempa wzrostu i morfologii komoérek

Tempo wzrostu i morfologia wszystkich czterech badanych linii komérkowych
byla oceniana na podstawie ich obrazu uzyskanego w mikroskopie odwroconym.
Hodowle komorek prowadzono na szalkach Petriego (Primaria, BD), a w kolejnych
dniach (2, 4, 6 1 8 dni) po ich aktywacji z zamrozonych probek wykonywano zdjecia
(pow. 500x) Otrzymane wyniki przedstawiono jako zbior reprezentatywnych zdjec,
na ktorych wida¢ morfologie komoérek i powierzchni¢ plytki jaka pokrywaja
w kolejnych dniach prowadzenia hodowli.

W celu ustalenia warunkow transfekcji komorek, takich jak dogodny moment
transfekcji po rozpoczeciu ich hodowli, przeprowadzono wstepng hodowle komorek
linii Caco-2 na ptytce 96 dotkowej (Primaria, BD). Rozlewano po 10, 15, 20, 25, 30,
50 1 100 ul zawiesiny komoérek ze standardowej probki mrozeniowej. Objetosé
w dotkach uzupelniano do 100 pl medium do hodowli. W kolejnych dniach
dokonywano obserwacji tempa wzrostu hodowli i wykonywano dokumentacje
zdjeciowq. Otrzymane wyniki przedstawiono jako zbior reprezentatywnych zdjgc.

Monitorowanie aktywnosci szlaku NF-xB

Wskaznikiem aktywacji $ciezki NF-kB byl komercyjnie dostepny plazmidowy
system reporterowy pNifty2-Luc (InvivoGen). System ten ma w swojej budowie
sekwencje nukleotydowe (DNA), ktore wigza elementy efektorowe $ciezki NF-xB
(NFkB). Po aktywacji szlaku NF-xkB, w jadrach komorek transferowanych tym
wektorem, dochodzi do proporcjonalnej do aktywacji szlaku stymulacji powstawania
enzymu lucyferazy firefly ktorej sekwencje kodujaca zawiera wektor. Stad pomiar
poziomu tego enzymu, w reakcji enzymatycznej przeksztatcania fluorolucyferyny do
oksyfluorolucyferyny, ktorg przedstawiono na Ryc. 1, wskazuje na poziom aktywacji
szlaku NF-kB, zwiagzanej z przedostawaniem si¢ NFkB do jader komorkowych.

He Lugyferaza N
g L™ . g g § A - 5 |23
e iy \\ P firefly - L (f - . AME 4 PR
Jl 4 1 VAP + 0, —— | —at |
- x.ﬂﬁ"--n'f T - I - -5':?"'""? T + CO,
= 4 s I Ma B - ! M 0 Swiatts
5" Flucrelucy feryna Oksyfluorelycyferyna

Rye.1. Schemat dziatania fluorolucyferyny z zestawu One Glo-Tox Kit, Promega.
(ilustracja z materiatéw informacyjnych producenta)

W tego typu do$wiadczeniach, po rozmrozeniu komorki wirowano (125 x g, 8
min.), zawieszano w 10 ml medium hodowlanego i wysiewano na 96-dotkowe ptytki,
pipetujac do kazdego dotka po 100 pl zawiesiny komorek. Po 24-72 h hodowli,
zaleznie od badanej linii komdrkowej, komorki osiggaly okoto 50% konfluencji, co
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oznacza liczb¢ komorek pokrywajacych okoto 50% powierzchni dotka. W takich
warunkach wykonywano transfekcje komorek, zast¢pujac medium hodowlane 100 ul
medium hodowlanego z dodatkiem 0,1 pg DNA plazmidowego i 0,3 pl odczynnika
do transfekcji TransIT-LT1 (MIR 2300, Mirus). Warunki transfekcji okreslono na
podstawie informacji producenta odczynnika TransIT-LT1, uprzednich obserwaciji
tempa wzrostu poszczegoélnych linii oraz wczesniejszych badan (Majewski P.M. et
al. 2010). W celu aktywacji $ciezki NF-kB komorki poddawano dzialaniu réznych
stezen LPS (Cat. 0111:B4, Sigma Aldrich) lub TNF (Cat. 300-01A, PeproTech),
odpowiednio 100-1000 ng/ml (LPS) i 1-20 ng/ml (TNF). Ponadto stezenie 1000
ng/ml LPS i 20 ng/ml TNF zastosowane zostato do okreslenia czasowej odpowiedzi
komorek na te zwiazki. W doswiadczeniach tych $ciezka sygnatowa NF-kB
stymulowana byta w komoérkach przez r6zny czas, to znaczy od 15 min. do 24h.

Oceng¢ poziomu aktywnosci $ciezki NF-kB wyrazajacej si¢ poziomem ekspresji
plazmidowej lucyferazy firefly oceniono uzywajgc zestawu Dual-Glo (E2940,
Promega), dodajac po 100 pl tego odczynnika do kazdego z dotkoéw plytki
zawierajacej komoérki z medium hodowlanym w tej samej objetosci (1:1). Pomiaru
poziomu luminescencji dokonano w czytniku ptytkowym Victor 3 (Perkin Elmer),
a wyniki wyrazono jako relatywny poziom luminescencji (RLU, z ang. Relative
Lucyferaze Units).

Analiza statystyczna

Istotno$¢ statystyczng réznic miedzy grupami okreslano uzywajac testu
t-Studenta.

Wyniki
Ocena tempa proliferacji komorek A-431, EA.hy926, T-84, Caco-2

Pierwszym etapem badan byta ocena tempa proliferacji wszystkich czterech linii
komoérkowych. Wykonywano hodowle tych komorek na szalkach Petriego (Primaria,
BD) i w kolejnych dniach (2, 4, 6 i 8 dni) do§wiadczenia wykonywano zdj¢cia
hodowli uzywajac mikroskopu odwroconego. Na Ryc. 2, przedstawiono reprezen-
tatywne wyniki tych badan.

Na Ryc. 2. mozna zauwazy¢, ze po 2 dniach od wysiania najszybciej dzielg si¢
komorki Caco-2, a najwolniej komoérki T-84, co wyraza sie odpowiednio wigksza
i mniejszg liczba tych komorek w poréwnaniu do zdje¢ pozostatych badanych linii.
Zestawienie zdje¢ z 4 dnia analiz wskazuje, ze podobnie jak w poprzednim
przypadku, komoérki Caco-2 osiagnely najwicksza gesto$¢, czyli najszybciej si¢
dzielity, tego dnia wykonano pasaz tych komoérek. Do 4 dnia hodowli komorki T-84
nie zmienily znaczaco swojej liczby. Linie A-431 i EA.hy926 po 4 dniach od
wysiania wykazywaly podobne zageszczenie co 2 dni wczesniej. Po 6 dniach od
wysiania komorek na szalki, wszystkie linie oprocz EA.hy926 osiagnety wysoki
poziom konfluencji. Po 8 dniach od wysiania komorek na szalki liniami, ktore
osiagnely najwicksza konfluencj¢ byty Caco-2 i A-431.

Przedstawione wyniki wskazuja, Zze najwolniej rosng komorki linii T-84 oraz
EA.hy926, za$ najszybciej komorki linii Caco-2 i A-431. Przeprowadzone obser-
wacje pozwolity na stwierdzenie, ze najlepszymi komorkami, pod wzgledem tempa
proliferacji do rozwijania modelu doswiadczalnego do badan przeciwzapalnych
wlasciwosci preparatéw medycznych, sg komorki Caco-2 i A-431.
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Obraz badanych linii komérkowych z mikroskopu odwréconego w kolejnych dniach
od wysiania, zdjecia wiasne.

A-431 EA.hy926 T-84 Caco-2

Obraz po 2 dniach
od wysiania

A-431 EA.hy926 T-84 Caco-2

Obraz po 4 dniach
od wysiania

T-84 Caco-2

Obraz po 6 dniach
od wysiania

EAhy926  T-84

Obraz po 8 dniach
od wysiania

Ryc. 2. Obraz badanych linii komérkowych z mikroskopu odwrdéconego po 2, 4, 6 i 8 dniach od wysiania,
zdjecia wlasne

Ustalenie warunkow transfekcji komorek

Kolejnym etapem badan bylo wybranie optymalnej liczby wysiewanych komorek
na ptytki 96 dotkowe do przeprowadzenia transfekcji i traktowania komoérek LPS
i TNF. W tym celu przeprowadzono hodowle wybranych do badan komorek
rozlewajac po 10, 15, 20, 25, 30, 50 1 100 ul ze standardowej zawiesiny komorkowej
uzyskiwanej podczas pasazu . W kolejnych dniach dokonywano obserwacji wzrostu
hodowli i wykonywano zdjg¢cia, obserwacje hodowli komoérek Caco-2. Wybrano
reprezentacyjny wynik i pokazano na rycinie (Ryc. 3).
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10 pl 15 ul 20 pl

Ryc. 3. Reprezentatywne zdjecie komorek Caco-2 z mikroskopu odwroconego, przedstawiajace hodowle
komorek wysianych na ptytki 96 dotkowe w objetosci od 10 do 25 pl standardowej zawiesiny komorkowej po
pasazu, 72 h po rozpoczgciu hodowli

Przedstawiona powyzej analiza wskazuje, ze optymalna objetos¢ zawiesiny
komorek, dodanych do dotkow ptytki 96-dotkowej to 20 pl. Komorki te osiagaja
bowiem duza konfluencje w 72 h od rozpoczecia hodowli, co daje mozliwo$é
przeprowadzenia procedur zwigzanych z transfekcjg i traktowanie komorek LPS
i TNF w optymalnych warunkach, czyli ciagtego przyrostu liczby komorek.

Aktywnos$¢ Sciezki NF-kB w komoérkach Caco-2

Aby okresli¢ aktywnos¢ $ciezki NF-kB, komorki Caco-2 transfekowano wektorem
plazmidowym pNifty2-luc, a po 15 h od transfekcji traktowano je TNF lub LPS. Na
Ryc. 4 przedstawiono otrzymane wyniki tych badan.

Wszystkie badane stgzenia TNF podnosity aktywnos¢ $ciezki NF-xB po 24 h od
jego podania do hodowli, a najwyzsza stymulacje odnotowano przy stezeniu 10
ng/ml. Wplyw ten byl istotny statystycznie przy poziomie ufno$ci statystycznej
p<0,01 (Ryc. 4A). Traktowanie komorek LPS, powodowato wzrost aktywnosSci
sciezki NF-xB w trzech najwyzszych stezeniach (Ryc. 4B). Stymulacja LPS byla
znacznie mniej efektywna niz TNF.
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Ryc. 4. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-kB w komorkach Caco-2 poddanych dziataniu réznych stgzen
TNF (A) i LPS (B). Poziom aktywnosci $ciezki oceniano po 24h od podania TNF lub LPS. Srednia (n=4) +
odchylenie standardowe, istotno$¢ statystyczng roznic migdzy poszezegdlnymi grupami a grupa CTRL (bez
stymulacji TNF lub LPS) okreslano uzywajac testu T-Studenta, poziom ufnosci statystycznej oznaczono jako,
* p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
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Aktywnos¢ sciezki sygnatowej NF-xB pod wplywem LPS i TNF wybranych ludzkich liniach komorkowych

Cytokina prozapalna TNF w stezeniu 20 ng/ml podnosita istotnie statystycznie
aktywno$¢ $ciezki NF-kB w 15 min., 1, 3, 6, 12 i 24h od jej podania (Ryc. 5A).
Najwigkszy wptyw mial TNF po 12h od jego podania, zmiana ta byla istotna
statystycznie na poziomie ufnosci statystycznej (p<0.01). Podanie komérkom LPS

rrrrr

min, 1, 3, 6, 12 i 24 h po podaniu (Ryc. 5B).
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Ryc. 5. Analiza zmian aktywnos'c1 sciezki NF-kB pod wptywem roznych stezen TNF (A) i LPS (B)
w komorkach Caco-2. Wplyw czasu podania TNF (A) i LPS (B) na aktywno$¢ $ciezki sygnatowej NF-kB
W komorkach Caco-2. Poziom aktywnosci $ciezki oceniano od 15 min. do 24h od podania zwiazkow.
Pozostate oznaczenia jak na Ryc. 4

Aktywnos$¢ Sciezki NF-kB w komérkach A-431

Aby okresli¢ aktywnos¢ $ciezki NF-kB, komorki A-431 transfekowano wektorem
plazmidowym pNifty2-luc, a po 15h od transfekcji traktowano je TNF lub LPS. Na
Ryc. 11 przedstawiono otrzymane wyniki.

Wszystkie badane stezenia TNF podnosily aktywnos¢ $ciezki NF-xB po 24 h od
jego podania, a najwyzsza stymulacje odnotowano przy stezeniu 20 ng/ml. Wptyw
ten byl istotny statystycznie przy poziomie ufnosci statystycznej p<0,001 (Ryc. 6A).
Traktowanie komorek LPS, powodowato wzrost aktywnosci $ciezki NF-kB w trzech
najwyzszych stezeniach (Ryc. 6B). Stymulacja LPS byta mniej efektywna niz TNF.
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Ryc. 6. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-«kB w komorkach A-431 poddanych dziataniu r6znych stezen
TNF (A) i LPS (B). Poziom aktywnosci $ciezki oceniano po 24h od podania TNF lub LPS. Srednia (n=4) +
odchylenie standardowe, istotno$¢ statystyczng roznic mi¢dzy poszczegolnymi grupami a grupg CTRL (bez
stymulacji TNF lub LPS) okre$lano uzywajac testu T-Studenta, poziom ufnosci statystycznej oznaczono jako,
* p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
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Cytokina prozapalna TNF w stezeniu 20 ng/ml podnosita istotnie statystycznie
aktywno$¢ $ciezki NF-xB w 30 min., 1, 3, 6 i 24h od jej podania (Ryc. 7A).
Najwigkszy wplyw mial TNF po 24h od jego podania, zmiana ta byla istotna
statystycznie na poziomie ufnosci statystycznej (p<0.001). Podanie komoérkom LPS
powodowato wzrost aktywnos$ci $ciezki NF-«xB istotny statystycznie w 15 min, 12
i 24 h po podaniu (Ryc. 7B).

A B
1500 A-431, TNF 20 ng/ml 1200 A-431, LPS 1000 ng/ml
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Ryc. 7. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-kB pod wplywem roznych stezen TNF (A) i LPS (B)
w komorkach A-431. Wptyw czasu podania TNF (A) i LPS (B) na aktywnosc¢ $ciezki sygnatowej NF-kB
w komorkach A-431. Poziom aktywnosci $ciezki oceniano od 15 min. do 24h od podania zwigzkow.
Pozostale oznaczenia jak na Ryc. 4

Aktywnos$¢ Sciezki NF-kB w komérkach T-84

Aby okresli¢ aktywnos¢ Sciezki NF-kB, komorki T-84 transfekowano wektorem
plazmidowym pNifty2-luc a po 15h od transfekcji traktowano je TNF lub LPS. Na
Ryc. 12 przedstawiono otrzymane wyniki.

Wszystkie badane stgzenia TNF podnosity aktywnos¢ $ciezki NF-xB, a najwyzsza
stymulacje odnotowano przy stezeniach 5 i 20 ng/ml. Wplyw ten byt istotny
statystycznie przy poziomie ufno$ci statystycznej p<0,05 (Ryc. 8A). Traktowanie
komorek LPS, powodowato tendencje wzrostowa aktywnosci $ciezki NF-xB we
wszystkich st¢zeniach, jednak nie byto to istotne statystycznie (Ryc. 8B).
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Ryc. 8. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-kB w komorkach T-84 poddanych dziataniu réznych stezen
TNF (A) i LPS (B). Poziom aktywnosci ciezki oceniano po 24h od podania TNF lub LPS. Srednia (n=4) +
odchylenie standardowe, istotno$¢ statystyczna roéznic migdzy poszczegdlnymi grupami a grupa CTRL (bez

stymulacji TNF lub LPS) okreslano uzywajac testu T-Studenta, poziom ufnosci statystycznej oznaczono jako,
* p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
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Aktywnos¢ sciezki sygnatowej NF-xB pod wplywem LPS i TNF wybranych ludzkich liniach komorkowych

Cytokina prozapalna TNF w stezeniu 20 ng/ml podnosita istotnie statystycznie
aktywno$¢ Sciezki NF-xB w 15 min., 6, 12 i 24h od jej podania (Ryc. 9A).
Najwigkszy wplyw miat TNF po 12h od jego podania, zmiana ta byta istotna
statystycznie na poziomie ufno$ci statystycznej (p<0.05). Podanie komorkom LPS
powodowato niewielka tendencje wzrostowa aktywnosci $ciezki NF-kB istotna
statystycznie jedynie w 24 h po podaniu (Ryc. 9B).

A

7500 T-84, TNF 20 ng/m * 7500 T-84, LPS 1000 ng/ml
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Ryc. 9. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-kB pod wptywem roznych stgzen TNF (A) i LPS (B)
w komorkach T-84. Wptyw czasu podania TNF (A) i LPS (B) na aktywno$¢ $ciezki sygnatowej NF-xB
w komorkach T-84. Poziom aktywnosci $ciezki oceniano od 15 min. do 24h od podania zwigzkéw. Pozostate
oznaczenia jak na Ryc. 4

Aktywnos¢ Sciezki NF-kB w komérkach EA.hy-926

Aby okresli¢ aktywnos¢ $ciezki NF-kB, komorki EA.hy-926 transfekowano
wektorem plazmidowym pNifty2-luc a po 15h od transfekcji traktowano je TNF lub
LPS. Na Ryc. 23 przedstawiono otrzymane wyniki.

Wszystkie badane stezenia TNF podnosity aktywnos¢ $ciezki NF-xB, z wyjat-
kiem stezenia 1 ng/ml, przy ktorym aktywnos$¢ byta niemal na tym samym poziomie
co w préobie kontrolnej. Najwyzszg stymulacje odnotowano przy stezeniu 20 ng/ml,
wplyw ten byt istotny statystycznie przy poziomie ufnosci statystycznej p<0,01 (Ryc.
10A). Traktowanie komodrek LPS, nie powodowato wzrostu aktywno$ci $ciezki
NF-xB (Ryc. 10B).
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Ryc. 10. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-kB w komodrkach EA.hy-926 poddanych dziataniu réznych
stezen TNF (A) i LPS (B). Poziom aktywnosci ciezki oceniano po 24h od podania TNF lub LPS. Srednia
(n=4) + odchylenie standardowe, istotno$¢ statystyczng réznic mi¢dzy poszczegdlnymi grupami a grupa
CTRL (bez stymulacji TNF lub LPS) okreslano uzywajac testu T-Studenta, poziom ufnosci statystycznej
oznaczono jako, * p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
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Cytokina prozapalna TNF w stezeniu 20 ng/ml podnosita istotnie statystycznie
aktywno$¢ $ciezki NF-xB w 1 1 24h od jej podania (Ryc. 11A). Najwigkszy wplyw
mial TNF po 24h od jego podania, zmiana ta byta istotna statystycznie na poziomie
ufnosci statystycznej (p<0.01). Podanie komérkom LPS nie spowodowalo wzrostu
aktywnosci $ciezki NF-kB, pozostawata ona na tym samym poziomie co proba
kontrolna, Iub byta ona nizsza, a wartosci te nie byly istotne statystycznie (Ryec.
11B).
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Ryc. 11. Analiza zmian aktywnosci $ciezki NF-kB pod wptywem réznych stgzen TNF (A) i LPS (B)
w komorkach Hy-926. Wplyw czasu podania TNF (A) i LPS (B) na aktywnos¢ $ciezki sygnatowej NF-kB
w komoérkach Hy-926. Poziom aktywnosci $ciezki oceniano od 15 min. do 24h od podania zwigzkow.
Pozostate oznaczenia jak na Ryc. 4

Dyskusja

Reakcja zapalna jest elementem fizjologicznej odpowiedzi organizmu na ré6znego
pochodzenia czynniki szkodliwe. Nalezy ja réwniez wigza¢ z rozwojem wielu
chordb na przyktad nowotworowych czy neurodegeneracyjnych (Sanjay, Kenza et al.
2011). Dlatego poszukiwane sg wcigz nowe zwiazki przeciwzapalne oraz testuje si¢
kombinacje lekéw juz istniejacych, w celu efektywniejszego zwalczania lub
zapobiegania powstawaniu stanéw zapalnych. Stworzenie nowoczesnego modelu do
testowania i badan wilasciwosci przeciwzapalnych réznych substancji w warunkach
in vitro, wydaje si¢ wiec uzasadnione i jest odpowiedzia na zapotrzebowanie rynku
farmaceutycznego na takie badania. Czg$cig takiego wickszego projektu sa
przedstawione w niniejszej pracy doswiadczenia.

Pierwszym etapem tego typu badan jest wybranie odpowiedniej linii komorkowe;j
oraz wskaznika stanu zapalnego, co jak pokazuja opisane w poprzednim rozdziale
wyniki, udalo si¢ osiggnaé. Testowanym wskaznikiem byta aktywno$¢ szlaku
sygnalowego NF-kB, ktory jak juz wspomniano, jest najwazniejszym regulatorem
rozwoju reakcji zapalnej, aktywno$ci komorek odpornosciowych i innych komorek
bioracych udzial w procesach odpornosciowych. Elementy efektorowe tego szlaku,
wplywaja na proliferacje komorek, ich roznicowanie, aktywno$¢ sekrecyjng i ich
dhugos¢ zycia. Szlak NF-kB zostaje aktywowany podczas rozwoju stanéw zapalnych
oraz procesow nowotworzenia (Da Silveira Cruz-Machado, Pinato et al. 2012).
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W trakcie przebiegu reakcji zapalnej nastgpuje zmiana ekspresji szeregu genow
w wielu typach komodrek bioracych w niej udzial, za co w duzej mierze
odpowiedzialne sa elementy NFkB. Sciezka sygnatowa NF-kB, kontroluje ekspresje
zarowno czynnikéw o wlasciwo$ciach prozapalnych jak i przeciwzapalnych, co daje
jej szczegblne znaczenie w kontekscie regulacji przebiegu reakcji zapalnej (Natoli,
2010). Aktywnos¢ tej Sciezki oceniana w badaniach in vitro, jest wigc bardzo dobrym
wskaznikiem stuzacym sprawdzeniu wlasciwosci pro- i przeciwzapalnych réznych
zwigzkow.

Wickszos¢ analogicznych do przedstawionych w niniejszej pracy badan, prowa-
dzona jest poprzez oceng aktywnosci szlaku NF-kB metoda Western Blot, oceniajaca
poziom bialek tego szlaku w jadrach badanych komorek lub cytoplazmatycznego
poziomu inhibitorow tej Sciezki sygnatowej, takich jak IkB. Przyktady tych prac
zostaty opisane w kolejnych akapitach tej czesci pracy.

Jak si¢ okazuje, tylko nieliczne badania w podobnym obszarze prowadzone s3
Z zastosowaniem nowoczesnych uktadéw eksperymentalnych, jakim jest stosowanie
systemow reporterowych, takich jak pNiFty2-Luc, ktérego potencjat do pomiaru
aktywnosci szlaku NF-xkB zostatl sprawdzony w niniejszej pracy. Przyktadem tych
badan jest wykorzystanie tego systemu w okresleniu wptywu bakterii probiotycznych
na modelowanie wrodzonej odpowiedzi odpornosciowej, miedzy innymi na poziom
uwalniania cytokin przez limfocyty T (Plantinga, Maren et al. 2011). Autorzy pracy
zauwazyli, ze ogromne zainteresowanie zyskuje stosowanie réznych szczepow
bakterii probiotycznych, jako suplementow diety. Stosuje si¢ je w celu unormowania
homeostazy jelitowej, polepszenia procesu absorpcji sktadnikow odzywczych,
a u osob z obnizong odpornoscia probiotyki sag w stanie przeciwdziata¢ kolonizacji
i zakazeniom jelit przez patogenne bakterie lub grzyby. Ponadto, zwrdcili oni uwagg
na to, ze idealny szczep bakteryjny, ktory w przyszio$ci mogiby byé stosowany
W preparatach probiotycznych do leczenia stanow zapalnych jelit, powinien charak-
teryzowaé si¢ niskag immunogennoscig, czyli niska zdolnoscia do wywolywania
odpowiedzi uktadu odpornosciowego. Zbadanie immunogenno$ci, oraz typow
limfocytow T bioracych udzial w odpowiedzi organizmu na potencjalny szczep
probiotyczny, sa wigc kluczowe przy wyborze konkretnego szczepu do produkcji
suplementu diety. Badacze ci w swojej pracy poréwnali wplyw szczepdéw bakterii
Bifidobacterium breve, Lactobacillus rhamnosus i Lactobacillus casei pod wzgledem
ich zdolnosci do indukowania odpowiedzi zapalnej, ujawniajacej si¢ poprzez
wytwarzanie cytokin przez ludzkie i mysie komorki ukladu odpornosciowego
w warunkach in vitro. Wykazano rowniez, ze szczep B. breve indukowatl wydzielanie
interferonu gamma (IFN-Y’), czyli cytokiny prozapalnej, na nizszym poziomie
W poréwnaniu do dwoch pozostatych badanych szczepow bakterii. Wszystkie badane
szczepy, indukowaly wydzielanie cytokin w sposob =zalezny od receptora
Toll-podobnego 9 (TLR 9). Nizszy poziom indukcji wydzielania cytokin przez
szczep B. breve byt spowodowany efektem hamowania wywotywanym przez
receptor Toll-podobny 2 (TLR 2). Nie zaobserwowano za$§ zadnego udziatu
receptorow Toll- podobnych 4 (TLR 4). Wszystkie te obserwacje pozwolily
stwierdzi¢, ze receptory TLR i ich interakcje z komorkami zwigzanymi ze stanem
zapalnym, s3 zaangazowane w réznicowanie odpowiedzi zapalnej mi¢dzy szczepami
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probiotycznymi uzywanymi jako suplementy diety. System reporterowy pNiFty2-
Luc zostal w badaniach tych wykorzystany do wykrycia aktywno$ci receptorow
Toll-podobnych (Plantinga, Maren et al. 2011). Poniewaz receptory TLR maja
kluczowe znaczenie w rozpoznawaniu czynnikéw odpowiedzialnych za rozpoczgcie
reakcji zapalnej aktywujac szlak NF-kB (Gotab, 2013).

Liczne dane literaturowe wskazuja, ze waznym czynnikiem wywotujacym stan
zapalny jest czynnik martwicy nowotworu TNF, nazywany gtowna cytoking proza-
palna. Jego podwyzszony poziom jest charakterystyczny w przebiegu przewlektych
stanow zapalnych. TNF jest syntetyzowany przez komoérki uktadu odpornosciowego
takie jak monocyty oraz komorki nie zwigzane z ukladem odpornosciowym.
Cytokina ta, ma zdolno$¢ migdzy innymi do modulowania metabolizmu innych
komorek i wywolywania apoptozy komorek nowotworowych (Chu, 2012).
Wszystkie wymienione wyzej cechy czynnika martwicy nowotworu sprawiaja, ze
TNF wydaje si¢ by¢ dobrym zwigzkiem do nasladowania warunkéw stanu zapalnego
w warunkach in vitro, co potwierdzity prezentowane w niniejszej pracy badania.

Jak dowiedziono LPS jest rowniez dobrym zwigzkiem do nasladowania stanu
zapalnego w warunkach in vitro. Zwiazek ten jest w stanie wywotywaé odpowiedz
uktadu odpornosciowego, ktéra poprzez kaskade reakcji prowadzi do aktywacji
komoérek bioracych udziat w reakcji zapalnej. Lipid A, bedacy czescig LPS,
powoduje aktywacje monocytéw, makrofagow oraz komorek srédbtonka. Aktywacja
tych komorek powoduje, ze uwalniajg one czynniki prozapalne miedzy innymi TNF
(Netea, Deuren et al. 2002). Jak wykazaty przedstawione w niniejszej pracy wyniki
badan, potrzebnych do rozwijania w przyszlosci uktadu eksperymentalnego do
testowania wlasciwosci przeciwzapalnych roéznych zwiazkéw, stymulacja aktyw-
nosci szlaku NF-kB przez LPS jest w wickszosci badanych komorek mniejsza
w porownaniu do efektow wywieranym przez TNF. Zatem, tworzony uktad powinien
bazowac na stymulacji tej Sciezki przez dodanie TNF.

Wybor linii komérkowych do do§wiadczenia opisanego w tej pracy opierat si¢ na
ich wczesniejszym uzyciu w badaniach nad stanem zapalnym lub nad procesem
nowotworzenia, z ktorym jest on zwigzany. Komorki linii A-431 sg komoérkami
pochodzacymi z ludzkiego nowotworu naskérka (materialy informacyjne firmy
ATCC), morfologicznie zblizone do komoérek $rédbtonka naczyn krwionosnych. Jest
to choroba zaczynajaca si¢ w komodrkach plaskonabtonkowych, ktorych wyglad
mozna porownac¢ do tusek ryb, znajdujacych si¢ w tkance, ktora tworzy miedzy
innymi powierzchni¢ skory ale rowniez wyscieta drogi oddechowe i trawienne (Li,
Zhou et al. 2016). Wykazano, ze stan zapalny jest istotny w tworzeniu przerzutow
tego nowotworu, oraz przeksztalcaniu w inne typy nowotworoéw skory (Paulitschke,
Gerner et al. 2015). Linia ta jest doskonalym modelem do badan odpowiedzi na
bodzce zewnatrzkomorkowe, w postaci wzmozonej lub spowolnionej proliferacji
i réznic w migracji po aktywacji ré6znych szlakow wewnatrzkomoérkowych. Jedna
z prac opisujacych doswiadczenie przeprowadzone na komoérkach A-431 prezentuje
wplyw enzymu p38 na regulacje translacji biatek istotnych dla odpowiedzi
odpornosciowej w sytuacji szoku osmotycznego oraz stresu wewnatrzkomorkowego.
Enzym p38 okazal si¢ w tych badaniach kluczowym w procesie powstawania
nowotworu (Beausang, Leong et al. 2013). Zatem linia A-431 jest uzywana jako
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model do badan réznorodnych $ciezek sygnatlowych biorgcych udziat w odpowiedzi
uktadu odporno$ciowego oraz w nowotworzeniu.

Komorki Caco-2 sa szeroko wykorzystywane do badan majacych na celu
zrozumienie 1 przeciwdzialanie stanom zapalnym jelit, zwalczaniu zaburzen pracy
przewodu pokarmowego, czy rozwoju nowotworow. W badaniach prowadzonych na
tych komorkach, migdzy innymi wykazano, Zze bakterie probiotyczne maja dzialanie
przeciwzapalne oraz moga przeciwdziala¢ kolonizacji jelit przez patogeny
chorobotworcze. Wskazuje to, ze jest to dogodna linia komérkowa do badan nad
interakcjami zachodzacymi w jelitach (Ren, Li et al. 2013).

Komorki linii EA.hy-926 byly uzywane w badaniach nad cytostatykami, takimi
jak Metotreksat, stosowanym mie¢dzy innymi w terapii ostrej biataczki limfatycznej,
ostrej biataczki szpikowej czy nabloniaka kosméwkowego. Kluczowym dziataniem
tego leku jest hamowanie reakcji zapalnej, istotnej w przebiegu reakcji nowo-
tworowej (Summers, Hammons et al. 2013). Innym przyktadem zastosowania tych
komorek w badaniach bylo testowanie wptywu Talidomidu jako $rodka przeciw-
dziatajacego migdzy innymi angiogenezie, ktora towarzyszy rozwojowi guzow
nowotworowych (Komorowski, Jerczynska et al. 2005).

Linia komorek T84 to komorki morfologicznie zblizone do komoérek nablonka
jelita, ktore w hodowli in vitro tworzg stosunkowo nieprzepuszczalng warstwg. Ta
funkcja, tak zwanej bariery, jest utrzymywana przez zespot bialek tworzacych
miedzy nimi szczelne potaczenia. Zaklocenie bariery nabtonkowej w jelicie jest
cechg charakterystyczng przy zapaleniu jelit i przy infekcjach jelitowych. Nie
dowiedziono, czy rozpad tej bariery jest zdarzeniem inicjujacym, czy tez
nastepstwem zapalenia, jednak jest oczywiste, ze utrata bariery przyczynia si¢ do
rozprzestrzeniania i zaostrzenia stanéw zapalnych. Przerwanie bariery moze zostaé
wywolane przez wiele czynnikow, w tym przez LPS, komorki uktadu odporno-
sciowego 1 cytokiny prozapalne. Komorki nabtonka jelitowego cztowieka T84,
umozliwiajg badanie rozwoju reakcji zapalnej, migdzy innymi zwigzanej z zabu-
rzeniem wspomnianej bariery. Komorki T84 tworzg spolaryzowana, nieprze-
puszczalng pojedyncza warstwe, ktora posiada wiele wlasciwosci charakte-
rystycznych dla komoérek jelitowych nabtonka wystgpujacych w warunkach in vivo,
migdzy innymi zdolno$¢ transportu substancji rozpuszczonych. Wykazuja tez one
funkcjg¢ barierows, kluczowa w rozwoju stanu zapalnego (Youakim, Ahdieh et al.
1999). Te cechy sprawiaja, ze komorki T84 sg rowniez $wietnym materiatem do
badan nad mechanizmami rozwoju reakcji zapalne;.

Dostepne dane literaturowe wskazuja na wystgpowanie zaleznosci migdzy
przewlekltym zapaleniem jelit, a rozwojem raka jelita grubego, ktory jest ogromnym
wyzwaniem wspotczesnej medycyny przedmiotem wielu badan. Jest to trzeci
najczesciej powodujacy $mier¢ nowotwor, ktérego rozwoj 1 przyczyny nie s jeszcze
dobrze poznane. Wiadomo, ze stan zapalny w jelitach dziala jak sita napgdowa do
transformacji zdrowych komoérek w komoérki nowotworowe. Wiadomo rowniez, ze
w poczatkowych etapach tej choroby, zwigkszona jest aktywnos$¢ szlaku NF-kB,
a jego zahamowanie zapobiega progresji nowotworu. Jak juz wspomniano trwaja
poszukiwania naturalnych sktadnikow, ktére maja dziatanie przeciwzapalne, ktore
moglyby by¢ podawane na wczesnych etapach rozwoju stanu zapalnego,
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a w rezultacie zapobiega¢ rozwojowi nowotworu. W badaniach przeprowadzonych
na linii komodrkowej Caco-2, indukowano stan zapalny za pomoca TNF w stezeniu
10, 20 1 40 ng/ml przez 24 h, a nastgpnie oceniano aktywno$¢ $ciezki sygnatowe;j
NF-xB, za pomoca metody Western Blot. Kolejnym krokiem byto podawanie kakao,
ze wzgledu na to, ze jest bogatym zrodtem sktadnikéw biologicznie czynnych,
ktorych dziatanie przeciwzapalne wykryto w badaniach prowadzonych na szczurach
z nowotworem jelita (Rodri"guez-Ramiro, Ramos et al. 2011), (Rodri’guez-Ramiro
et al. 2013). Badania te wykazaly, ze zaindukowane podaniem TNF obnizenie
poziomu markeréw stanu zapalnego i hamowanie translokacji NF-kB jest mozliwe
dzieki sktadnikom zawartym w kakao. Ze wzgledu na inna niz w niniejszej pracy
metode pomiaru aktywnos$ci $ciezki NF-kB, nie mozna pordéwnaé ze soba
okreslonych w obu przypadkach aktywnosci tej $ciezki. W pracy tej okreslono
bowiem procentowe zmiany ilo§¢ bialek wchodzacych w sktad szlaku NF-xB za
pomocg metody Western Blot, zatem trudno jest poréwnaé te wyniki z wynikami
wyrazonymi w jednostkach RLU. Dla prowadzonej przeze mnie pracy doswiad-
czalnej, publikacja ta jest jednak istotna, poniewaz wskazuje, ze TNF jest bardzo
dobrym czynnikiem do indukowania zmian aktywnosci $ciezki NF-kB oraz ze linia
Caco-2 jest dogodna do rozwijania uktadu eksperymentalnego z zastosowaniem
komorek nabtonkowych.

W badaniach przeprowadzonych na linii komorkowej PC12, pochodzacej z guza
chromochtonnego, a wigc rowniez o charakterze nowotworowym, sprawdzano
zwigzek miedzy wzrostem mediator6w prozapalnych a wzmozong apoptoza
w chorobach neurodegeneracyjnych. Indukowano aktywnos$¢ tych komorek, poprzez
podanie LPS w stezeniu 4 ng/ ml przez 24h i zaobserwowano, ze indukcja apoptozy
zachodzi gtownie poprzez synteze TNF. Doswiadczenie to dowiodlo rowniez
ochronnej i przeciwzapalnej funkcji diosminy, ktora jest naturalnie wystepujacym
flawonoidem migdzy innymi w cytrusach, a jej dziatanie opiera si¢ na hamowaniu
wydzielania TNF. W doswiadczeniu tym, podobnie jak w przeprowadzonym w moje;j
pracy stosowano podawanie LPS do 24 godzin, co dowodzi, ze jest to dobry sposéb
indukowania aktywnos$ci $ciezki sygnatowej NF-xkB w komorkach hodowanych
w warunkach in vitro (Sanjay, Dholakiya et al. 2011). Jak juz wspomniano na
podstawie moich wynikoéw badan do dalszej pracy nad naszym projektem, nalezy
jednak wybra¢ TNF jako efektywniejszy stymulator $ciezki NF-kB.

Dane literaturowe, obejmujace badania na komorkach EA.hy926, uzytych w celu
zbadania mozliwego dzialania hydroterapii na atopowe zapalenie skory, wskazuja na
przydatnos¢ tej linii do rozwijania naszego uktadu eksperymentalnego. W badaniach
tych traktowano komorki TNF w stezeniu 30 ng/ml aby aktywowa¢ sciezke NF-xB,
zatem w wyzszym niz mialo to miejsce w moich doswiadczeniach. Aktywacja tej
$ciezki jest charakterystyczna dla tej choroby, a jak udato si¢ wykaza¢ w tej pracy
TNF w warunkach in vitro skutecznie jg aktywuje. Catec-Rizzi i wspotpracownicy
zaobserwowali rowniez, ze po stymulacji TNF komoérek EA.hy-926, juz po 30
minutach nastepuje gwattowna aktywacja elementow NFkB, glownie biatka RELA
(p65) do jadra komorkowego. Zas w obecnos$ci $rodka do hydroterapii (TSW, z ang.
Ave’ ne Thermal Spring Water), nastgpuje hamowanie aktywacji tej podjednostki
NFkB, wyrazajacej si¢ zmniejszeniem jego transportu do jadra komoérkowego
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(Castex-Rizzi, Charveron et al. 2011). W opisanym w niniejszej pracy do$wiad-
czeniu, w komorkach EA.hy926, duzy wzrost aktywnosci sciezki NF-kB, nastgpowat
dopiero po 24h, a nie jak we wspomnianym do$wiadczeniu po 30 minutach, co
prawdopodobnie zwigzane jest z podaniem wigkszego stezenia TNF, niz w opisanym
w tej pracy doswiadczeniu.

W literaturze mozna roéwniez znalez¢ przyktady uktadoéw eksperymentalnych
stosujacych jednoczesnie dwie linie komoérkowe w tak zwanej kokulturze. W badaniu
przeprowadzonym przez naukowcoéw z Belgii, wykorzystano kokulture sktadajaca
si¢ z komorek linii Caco-2 i EA.hy-926, aby sprawdzi¢ dziatanie przeciwzapalne
sktadnikow wyizolowanych z czarnej marchwi (Kamiloglu, Grootaert et al. 2016).
Czynnikiem wywolujacym wzrost aktywnos$ci $ciezki NF-kB byt TNF, podawany
w stezeniu 1 ng/ml przez 3 godziny, zatem w st¢zeniu znacznie mniejszym niz tym,
zastosowanym w przeprowadzonym przeze mnie badaniu. Otrzymane przez tych
naukowcoéw wyniki wskazujg, ze zwigzki zawarte w czarnej marchwi skutecznie
zmniejszaja ilo$¢ czynnikow prozapalnych, co dowodzi, ze kokultura tych komorek
jest rowniez ciekawym ukladem eksperymentalnym. Co wigcej, ze skuteczng
indukcje szlaku NF-kB mozna wywota¢ stosujac bardzo niskie st¢zenia TNF.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, ze zardéwno
LPS jak i TNF powodujg wzrost aktywnos$ci szlaku NF-kB w badanych liniach
komorkowych, jednak aktywacja komorek TNF powoduje wigkszy wzrost aktyw-
nosci tej Sciezki. Wszystkie cztery linie komoérkowe uzyte w badaniach sa dobre do
tworzenia modeli do badan zwiazkéw o potencjale przeciwzapalnym, jednak linie
Caco-2 i A-431 sa najszybciej proliferujgcymi komérkami, co czyni je dogodnymi do
tego typu badan.
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Streszczenie

Mezenchymalne komorki macierzyste (MSC, mesenchymal stem cells) sg jednym z rodzajéw soma-
tycznych komoérek macierzystych, ktore charakteryzuja si¢ zdolnoscig do samoodnowy i nieograniczonych
podzialow. Wykazuja one wiasciwosci multipotentne, czyli réznicuja si¢ w kierunku komoérek pocho-
dzacych z jednego listka zarodkowego. Jednakze komorki macierzyste oprocz mozliwosci réznicowania
si¢ w rozne typy komorek wykazuja whasciwosci parakrynne. Wydzielaja one czynniki, ktore odgrywaja
istotng role w reakcji przeciwzapalnej, immunomodulacji, angiogenezie, mitogenezie i apoptozie. Stad tez
potencjalnie mozna wykorzystywac je m.in. w regeneracji uszkodzonych tkanek np. w okulistyce poprzez
promowanie angiogenezy lub tez hamowanie stanu zapalnego wystepujacego w wielu stanach
patologicznych. Czynniki wydzielane przez mezenchymalne komorki macierzyste moga takze wptywac na
dyferencjacje innych komorek macierzystych.

Komunikacja migdzy komorkami jest mozliwa m.in. dzigki egzosomom, ktére sa takze wydzielane przez
komorki macierzyste. Egzosomy sa to pozakomdrkowe pgcherzyki (EV, extracellular vesicles) zdolne do
przenoszenia biatek, lipidéw i kwaséw nukleinowych (fragmenty DNA, mRNA, miRNA), co istotnie
wptywa na funkcje innych komoérek wspomagajac procesy fizjologiczne. Ich wielko$¢ waha si¢ od 40 do
100 nm. Ponadto posiadaja charakterystyczne markery powierzchniowe m.in. CD9, CD63, CDS81
i flotiling-1. Niestety istnieje rowniez ryzyko stymulacji stanow patologicznych poprzez egzosomy np.
nadmiernej proliferacji lub dziatania immunogennego. Komorki produkujg egzosomy o réznym skladzie
w zalezno$ci od warunkow fizjologicznych oraz typu komorek.

Zakres pracy obejmuje przeglad literatury dotyczacy parakrynnych wiasciwosci mezenchymalnych
komorek macierzystych, ze szczegdlnym uwzglednieniem funkcji egzosomow.

Abstract

Mesenchymal stem cells are one of somatic stem cells that are characterized by ability to self-renewal
and endless divisions. They exhibit multipotent properties, i.e. differentiate towards cells that came from
a single germ layer. However, stem cells have paracrine properties in addition to being able to
differentiate into different cell types. They release factors that play an important role in the anti-
inflammatory reaction, immunomodulation, angiogenesis, mitogenesis and apoptosis. Therefore, they
can be potentially used in the regeneration of damaged tissues, e.g. in ophthalmology, by promoting
angiogenesis or by inhibiting the inflammation that occurs in many pathological states. Factors that are
released by mesenchymal stem cells may also affect differentiation of other stem cells.

Communication between cells is possible among others because of exosomes released by stem cells.
Exosomes are extracellular vehicles (EVs) capable of transferring proteins, lipids and nucleic acids
(fragments of DNA, mRNA, miRNA) which significantly affect the functions of other cells supporting
the physiological processes. Their size ranges from 40 to 100 nm. In addition, they have characteristic
surface markers, including CD9, CD63, CD81 and flotilin-1. Unfortunately, there is also a risk of
stimulation of pathological conditions, e.g. by unwanted proliferation or immunogenic effects. Cells
produce exosomes of different composition depending on physiological conditions and cell type.

The scope of this work includes a review of the literature on the paracrine properties of mesenchymal
stem cells, with particular emphasis on the function of exosomes.
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Mezenchymalne komorki macierzyste (MSC)

Mezenchymalne komoérki macierzyste sg jednym z rodzajow somatycznych
komoérek macierzystych, ktore majg zdolno$¢ do samoodnowy i réznicowania si¢
w komorki tkanki kostnej, chrzgstnej i thuszczowej (Skubis, Gola et al. 2017; Skubis,
Sikora et al. 2016). Migracja komorek przez naczynia krwionosne pozwala na dopro-
wadzenie ich do miejsca uszkodzenia umozliwiajac jego naprawe. Mezenchymalne
komorki macierzyste sa czgsto wykorzystywane w badaniach dotyczacych medycyny
regeneracyjnej ze wzgledu na tatwa dostepnos¢, hodowle i izolacje z tkanki
thuszczowej, szpiku kostnego oraz krwi (Dominici, Le Blanc et al. 2006; Pistoia,
Raffaghello 2017).

Identyfikacje komoérek umozliwiaja markery komorkowe. W przypadku
mezenchymalnych komdrek macierzystych sg to CD73, CD90, CD105. MSC
charakteryzujg si¢ tez brakiem ekspresji CD45, CD34, CD14 i HLA-DR, czyli
ludzkich antygenéw leukocytarnych (human leukocyte antygens), nalezacych do
gtéwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC) (Bollini 2013; Damnipolou, Rodin et
al. 2016; Dominici, Le Blanc et al. 2006; Lavoie, Rosu-Myles 2013). Roznicowanie
i zdolno$¢ do samoodnowy sa mozliwe dzigki oddziatywaniu komorek macierzystych
w niszy ze sktadnikami jej mikrosrodowiska, ktora tworzy si¢ w wielu narzadach np.
nisza komorek macierzystych w rabku rogowki (Mielczarek-Palacz, Kubina et al.
2007). Na prawidtowe funkcjonowanie niszy wpltywa jej odzywienie poprzez
naczynia krwiono$ne dostarczajace tlen oraz sktad niszy m.in biatka strukturalne:
fibronektyna, laminina, wimentyna, kolagen i czynniki troficzne wydzielane przez
komorki otoczone macierzg pozakomoérkowa (ECM) (Buzanska, Zychowicz et al.
2013; Ramaswamy, Lim et al. 2016). Komorki sg uwalniane z niszy na skutek stresu
organizmu wywolanego np. zawalem migénia sercowego lub dziataniem toksyn
(Kawiak, 2009). Mezenchymalne komoérki macierzyste maja roOwniez wplyw na
dyferencjacje innych komodrek zmieniajac profil ekspresji markerow komoérkowych
(Galiando, Hreras et al. 2017).

Wiasciwosci MSC
Immunomodulacja

Wptyw mezenchymalnych komoérek macierzystych na uktad odpornosciowy
moze zachodzi¢ poprzez kontakt komorka-komoérka, pobudzenie limfocytow Treg
regulujacych uktad odpornosciowy oraz produkcje czasteczek hamujacych uklad
immunologiczny (Lavoie, Rosu-Myles 2013). Czgsteczkami tymi mogg by¢ cytokiny
prozapalne i przeciwzapalne, ktore wptywaja na dzialanie komorek uktadu
immunologicznego, ale takze zwigkszaja migracj¢ MSC. Istnieja rowniez cytokiny
nazywane chemokinami np. chemokina wigzaca receptor CXCR2 (np. IL-8), ktore
pozwalaja nie tylko na hamowanie reakcji immunologicznej, ale najnowsze badania
donosza réwniez o przywracaniu odporno$ci poprzez stymulacje komorek
odpornosciowych. (Lunyak, Amaro-Ortiz et al. 2017). Mezenchymalne komorki
macierzyste moga takze hamowac proliferacj¢ i funkcje limfocytow T poprzez
zatrzymanie cyklu komorkowego w fazie GO/G1 (Kim, Jang et al. 2018). Jednym ze
zrédet mezenchymalnych komoérek macierzystych jest tkanka ttuszczowa stanowiaca
rezerwuar komorek macierzystych pochodzacych z tkanki tluszczowej (ADSC),
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ktore sa czgsto wykorzystywane do badan ze wzgledu na ich wlasciwosci. ADSC
stanowia nie tylko bogate zrodto komorek, ale takze metoda ich pobrania (poprzez
lipoaspiracje¢) jest mato inwazyjna (Skubis, Gola et al. 2017). Wybor izolacji z tej
wlasnie tkanki jest uzasadniony duza dostgpnoscia materialu, a takze mozliwo$cia
pozyskania go do przeszczepéw autologicznych, ktérych ryzyko odrzucenia jest
mniejsze w poréownaniu do przeszczepow allogenicznych. (Galiando, Hreras et al.
2017). Wystapienie po przeszczepie choroby przeciwko gospodarzowi (GVHD) jest
zmniejszone przez brak HLA-DR, co powoduje nasilenie immunosupresji i zwigksza
potencjal wykorzystania MSC w leczeniu uszkodzonych tkanek (Lavoie, Rosu-
Myles 2013).

Aktywnos$¢ parakrynna

Zastosowanie mezenchymalnych komoérek macierzystych w  medycynie
regeneracyjnej jest mozliwe poprzez ich zdolno§¢ do modulowania odpowiedzi
immunologicznej, a takze wydzielania biatek prozapalnych i przeciwzapalnych oraz
czynnikdéw wzrostu. Badania potwierdzajgce parakrynny wpltyw MSC polegaja m. in.
na zastosowaniu medium kondycjonowanego (CM - ang. conditioned medium)
zawierajagcego substancje wydzielone przez MSC, ktére majg istotny wplyw na
procesy zachodzace w organizmie. Stanowi to mozliwo$¢ zastgpienia terapii
polegajacej na wprowadzeniu mezenchymalnych komorek macierzystych, ktoéra
wigze si¢ z ryzykiem wystapienia wielu niepozadanych skutkow tj. roznicowanie
komorek w komorki nieprawidtowe lub odrzucenie przeszczepu (van Koppen, Joles
et al. 2012; Waszak, Alphonse et al. 2012; Du, Wei et al. 2013; Timeers, Lim et al.
2007). Z tych powodow wykorzystanie medium kondycjonowanego zamiast
bezposredniego zastosowania komérek macierzystych jest korzystniejsze ze wzgledu
na zmniejszenie ryzyka zwigzanego z obecnoscig komorek (Aboulkheir, EI Tanawy
et al. 2016).

Sekretom MSC
Czynniki wzrostu

Mezenchymalne komorki macierzyste biorg udziat w procesie naprawy
uszkodzonych tkanek poprzez zastepowanie uszkodzonych i martwych komorek. Jest
to zwigzane z ich zdolno$cig do réznicowania oraz wydzielaniem czynnikéw wzrostu
(Liu, 2012). Czynniki mitotyczne takze pelnig istotng rol¢ w regeneracji
uszkodzonych tkanek i zwigkszaniu ilosci naczyn krwiono$nych. Wzrost tkanek
zachodzi dzieki podzialom mitotycznym, ktére sg stymulowane przez cytokiny tj.
TGF-a (transformujacy czynnik wzrostu alfa), TGF-f1 (transformujacy czynnik
wzrostu beta 1) i anty-apoptyczne biatka np. STC-1 (stanniocalcyna-1), SFRP2
(secreted frizzled related protein) (Olkowska-Truchanowicz, 2009; Szala,
Wisniewska et al. 2014). Czynniki HGF (czynnik wzrostu hepatocytéow) i TGF-B1
oraz VEGF (czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego) pelnig rowniez istotna role
w zapobieganiu degradacji komorek apoptycznych poprzez odwrocenie apoptozy
komorek $rodblonka powstatej na skutek niedotlenienia (Murphy, Moncivais et al.
2013). Promowanie angiogenezy stymulowane jest przez wiele czynnikow wzrostu
np. VEGF, FGF (czynnik wzrostu fibroblastow), TGF-B1 oraz innym molekutom
tj. angiotensynie 1II, ktora jest hormonem peptydowym pelnigcym wazna rolg
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w uktadzie RAA (uktad renina-angiotensyna-aldosteron). VEGF jest najwazniejszym
czynnikiem odpowiedzialnym za rozrost naczyn krwiono$nych. Razem z TGF-B1
utrzymuje prawidtowy stan komorek po regeneracji poprzez ich ochrong (Olkowska-
Truchanowicz, 2009). Zwigkszenie liczby naczyn krwiono$nych jest istotne przede
wszystkim w chorobach uktadu krwiono$nego np. w zawale serca. Mezenchymalne
komorki macierzyste przyczyniajg si¢ do przezycia niedotlenionych komorek serca
po zawale poprzez rozrost naczyn krwionosnych dostarczajacych tlen. Komorki te
zmniejszajg rowniez wioknienie i obszar zawalu, a takze wpltywaja na intensywno$¢
pracy serca. Doniesienia wskazujg na lepsze efekty terapeutyczne zastosowania
mezenchymalnych komoérek macierzystych traktowanych angiotensyna II, niz
komorek nie poddanych dziataniu tej substancji (Liu, Fan et al. 2015). Dostarczenie
duzej ilosci tlenu ma tez znaczenie przy niewydolnosci innych narzadow, gdyz
czgsto sa one spowodowane ich niedokrwieniem. Wzrost naczyn krwiono$nych
odpowiada nie tylko za dostarczenie tlenu, ale takze odprowadzenie zbednych
produktéw przemiany materii oraz nadmiaru jonéw wodorowych, ktore stwarzaja
srodowisko kwasowe i mogg prowadzi¢ do martwicy komorek.

Czynniki wzrostu promujgce angiogenez¢ w celach leczniczych moga réwniez
niekorzystnie wptywaé na procesy zachodzace w organizmie. Rozrost naczyn
krwionosnych odzywia komorki prawidtowe, ale takze nowotworowe powodujac
progresj¢ nowotworu poprzez zwigkszenie guzow, co pogarsza stan chorego.
Badania wykazaly, ze mezenchymalne komoérki macierzyste oprocz wydzielania
VEGF, FGF i TGF-B1 wydzielaja rowniez interleukine 8 (IL-8), ktora tak jak pozostate
czynniki stymuluje wzrost naczyn krwiono$nych (Wang, Wang et al. 2015).

Cytokiny przeciwzapalne

Stan zapalny jest reakcja organizmu na czynniki zapoczatkowujace kaskadg
reakcji prowadzacych w skrajnych przypadkach do wstrzasu septycznego.
Przyktadem silnego czynnika aktywujacego makrofagi jest LPS (lipopolisacharyd)
powodujacy stan zapalny poprzez laczenie si¢ z biatkami wigzacymi LPS (LBP
— ang. lipopolisacharide binding proteins). Duza ilo$¢ mediatorow pierwotnych
zapalenia zwigksza intensywno$¢ kaskady zapalnej i pobudza uktad dopehiacza,
uktad krzepnigcia, wytwarzanie prostaglandyn tj. PGI, PGE, PGF, peptydow
wazoaktywnych, metabolitow kwasu arachidonowego oraz innych cytokin tj. IL-6,
IL-2, IL-8 (Karpel, 2001; Martich, Boujoukos et al. 1993). Mezenchymalne komorki
macierzyste majg istotny wpltyw na tagodzenie reakcji zapalnej w organizmie,
poniewaz w odpowiedzi na czgsteczki zapalne wydzielaja czynniki przeciwzapalne
np. interleuking 10 (IL-10). IL-10 dziata bezposrednio na makrofagi i hamuje
wytworzenie cytokin prozapalnych takich jak IL-1 i TNF-a (Lavoie, Rosu-Myles
2013; Murphy, Moncivais et al. 2013). Przewaga cytokin przeciwzapalnych hamuje
reakcje zapalng. Najnowsze badania wskazuja iz komorki macierzyste pochodzace
z tkanki thuszczowej wykazuja bardziej nasilone wlasciwosci przeciwzapalne
i immunomodulujagce w poréwnaniu do komoérek macierzystych pochodzacych
z innych tkanek oraz zwigkszong migracje do tkanek objetych stanem zapalnym.
(Galiando, Hreras et al. 2017).

81



Agnieszka Prusek, Bartosz Sikora, Aleksandra Skubis, Urszula Mazurek

Egzosomy — budowa i funkcje

Egzosomy to najliczniejsza grupa pozakomoérkowych pecherzykéw (EV — extra-
cellular vesicles) o wielkosci 40 nm-100 nm wydzielanych przez rozne typy komoérek
m.in. komoérki macierzyste (Rani, Ryan et al. 2015; Wojtowicz, Baj-Krzyworzeka et
al. 2014). Proces powstawania egzosomow rozpoczyna si¢ od wpuklenia blony
komoérkowej do srodka komorki. Wytworzone zostaje ciatko wielopecherzykowe
(MVB-multivesicular body), ktorego fuzja pozwala na uwolnienie egzosomow
W procesie egzocytozy na zewnatrz komorki (Shafei, Ali et al. 2017, Wojtowicz,
Baj-Krzyworzeka et al. 2014). W uwalnianiu egzosoméw biora udziat biatka tj.
SNARE (soluble N-ethylmaleiamide-sensitive factor attachment protein receptor),
biatka z rodziny Rab: Rabl1, Rab27a i b, Rab35 oraz ESCRT (endosomal sorting
complex required for transport) (Wojtowicz, Baj-Krzyworzeka et al. 2014).
Egzosomy pehig istotng role w komunikacji mi¢dzykomorkowej — sa no$nikami
biatka, mRNA i miRNA przez co maja wplyw na funkcjonowanie innych komorek
uczestniczgc w ich immunomodulacji, starzeniu i proliferacji. Sktad biochemiczny
egzosomow zalezy od wilasciwosci i rodzaju komorek z ktérych pochodzg. Wzrost
liczby egzosoméw w organizmie wystepuje czesto podczas standow patologicznych
tj. choroby nowotworowej lub niedokrwienia narzadu (Samanta, Rajasingh et al.
2017; Wojtowicz, Baj-Krzyworzeka et al. 2014). Egzosomy maja charakterystyczne
markery tj. CD9, CD63, CD81 i flotilina-1 (De Jong, Van Balkom et al. 2014;
Wojtowicz, Baj-Krzyworzeka et al. 2014). Pozostate biatka wchodzace w sktad
egzosomow to czasteczki gtownego ukladu zgodnosci tkankowej MHC (major
histocompatibility complex), biatka ochronne, apoptyczne tj. AIP-1/Alix, ALG-2,
TPxII, antyapoptyczne np. galaktyna 3 oraz biatka cytoszkieletu- tubulina, aktyna
i in. (Wojtowicz, Baj-Krzyworzeka et al. 2014).

Egzosomy mezenchymalnych komodrek macierzystych

Sktad i wlasciwosci egzosomoéw zaleza od komorek, z ktoérych one pochodza.
Zastosowanie w badanich egzosoméw mezenchymalnych komoérek macierzystych
wykazuje przewaznie lepsze efekty niz zastosowanie egzosomdéw pochodzacych
Z innego rodzaju komorek. Przyktadem moze by¢ poréwnanie dzialania egzosomow
pochodzacych z fibroblastow do dziatania egzosoméw mezenchymalnych komorek
macierzystych w leczeniu uszkodzenia watroby. Egzosomy MSC wspomagaja jej
regeneracj¢ w odroznieniu od egzosomow pochodzacych z fibroblastow, ktore nie
wykazaly poprawy stanu watroby. W doswiadczeniu tym badano réwniez zaleznosé
efektéw regeneracyjnych watroby od ilosci wprowadzenia egzosomdéw metoda
iniekcji (Tamura, Uemoto et al. 2016). Wykazano wyzszy poziom czynnikow
wzrostu tj. TGF, HGF 1 limfocytow Treg oraz zmniejszony poziom prozapalnej
cytokiny IL-2 w grupach, gdzie zastosowano trzy wstrzykniecia w porownaniu do
grup, ktore otrzymaty jedno (Tamura, Uemoto et al. 2016).

Xue i in. (2018) przeprowadzili badania, ktore dotyczyly promowania angiogenezy
przez egzosomy mezenchymalnych komoérek macierzystych pochodzacych z tkanki
thuszczowej, ktore podzielono na dwie grupy. Jedna z nich stanowila grupa
pochodzaca z niedotlenionych komoérek (H-MSC), a druga grupa z komorek
o normalnych warunkach tlenowych (N-MSC). Poréwnanie obu tych grup wykazato
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bardziej nasilone dzialanie proangiogenne egzosomow pochodzacych z grupy
H-MSC. Objawiato si¢ to zwigkszona ekspresja genéw Angptl i Flk1 stymulujacych
ten proces, zwigkszong ekspresja VEGF oraz zmniejszeniem ekspresji Vashl, ktory
hamuje powstawanie naczyn krwionosnych (Xue, Shen et al. 2018). Wyniki te
wskazuja, ze na nasilenie dziatania egzosoméw maja wplyw réwniez warunki,
W jakich znajduja si¢ komorki z ktérych pochodza. Przewaznie w warunkach
niedotlenienia obserwuje si¢ lepsze wlasciwosci promujace angiogenezg.

Zhu i in. (2017) opublikowali kolejny przyktad badan, ktory rowniez potwierdza
proangiogenny wptyw egzosomow MSC pochodzacych z tkanki tluszczowej.
W sktadzie egzosomow wykryto miRNA tj. miR-126, miR-130a oraz miR-132, ktore
byly odpowiedzialne za powstawanie naczyn krwionosnych (Zhu, Huang et al. 2017).

Regulacja procesow fizjologicznych

Egzosomy pehnig istotng rol¢ w proliferacji, immunomodulacji, angiogenezie
i zapaleniu. Proliferacja jest istotna w regeneracji narzadéw po uszkodzeniach
i przebytych chorobach. Egzosomy w zaleznosci od pochodzenia majg rdézne
mechanizmy indukowania proliferacji. Przyktadem moga by¢ egzosomy hepato-
cytow, ktore poprzez transport ceramidazy i kinazy sfingozyny 2 (SK2) powoduja
zwigkszong syntezg¢ sfingozyno-1-fosforanu (S1P) w hepatocytach. Skutkiem tego
jest zwigkszona liczba komorek prowadzaca do regeneracji watroby (Nojima,
Freeman et al. 2016). Narzady mogg by¢ roéwniez narazone na niedokrwienie, co
skutkuje brakiem dostarczenia wystarczajacej ilosci tlenu i obumieraniem tkanek.
Zwigkszenie liczby naczyn krwiono$nych moze zmniejsza¢ objawy niedokrwienia.
Dotychczas stosowano terapie genowe i terapie komérkami macierzystymi, ktore sg
zdolne do promowania angiogenezy, jednak w tych terapiach efekty nie utrzymywaty
si¢ wystarczajaco dtugo, dlatego zapoczatkowano badania wykorzystujace egzosomy
wydzielane przez komorki (Manuel, Johnson et al. 2017). Natomiast najnowsze
badania dotyczace wlasciwo$ci immunomodulujgcych i przeciwzapalnych egzo-
somow pochodzacych z mezenchymalnych komorek macierzystych donosza
0 stabszym dziataniu egzosomdéw w poréwnaniu do zastosowania bezposredniego
komorek (Du, Zhuansun et al. 2017). W badaniach tych poréwnano dziatanie
mezenchymalnych komorek macierzystych i egzosoméw. Wykazano, ze obie grupy
biorg udzial w wydzielaniu cytokin przeciwzapalnych tj. I1L-10, TGF-B1
i roznicowaniu limfocytow Treg regulujgcych odpowiedz immunologiczng. Zaréwno
badania dotyczace uwalniania cytokin jak i wplywu na réznicowanie limfocytow
Treg wskazuja na stabsza aktywnos$¢ egzosomoéw (Du, Zhuansun et al. 2017). Oprocz
cytokin przeciwzapalnych, na regulacj¢ stanu zapalnego ma wptyw miR-146a. Jest to
czasteczka miRNA przenoszona m.in. przez egzosomy komorek dendrytycznych,
ktora bierze udziat w regulacji ekspresji gendw oraz posredniczy W represji genu
docelowego tagodzac reakcj¢ zapalng. (Alexander, Hu et al. 2015).

Patologiczne oddzialywanie egzosomow

Egzosomy moga wspomaga¢ niekorzystne procesy zachodzace w organizmie. Ich
glowng rola jest transport substancji pomiedzy komorkami, ktory w zaleznosci od
zawartych molekut moze bra¢ udziat w regeneracji lub mie¢ dziatanie szkodliwe.
Czynnikami, ktore moga by¢ niekorzystne dla organizmu sg patogeny np. biatka
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wirusowe, ktore znajduja si¢ w egzosomach pochodzacych z komoérek zakazonych
wirusem (He, Zheng et al. 2018). Egzosomy oprocz tagodzacego wptywu na stan
zapalny moga takze wspomagac ten proces. Stymulacja ta zwigzana jest z cytokinami
prozapalnymi i mikroRNA (miR-155) (Li, Wang et al. 2018).

Onkosomy

Egzosomy poprzez transport i wydzielanie czynnikéw promujacych angiogeneze
np. czynnika wzrostu §rodbtonka naczyniowego (VEGF) moga wplywaé na rozwdj
nowotworu powodujac rozrost naczyn krwiono$nych ulatwiajacy tworzenie
przerzutow i powigckszenie guza (Choi, Lee et al. 2017). Gtéwnym tematem badan
dotyczacym procesdéw patologicznych sg egzosomy nowotworowe, czyli onkosomy.
Maja one niekorzystny wplyw na organizm w roznych aspektach np. ostabiaja
dzialanie ukladu immunologicznego poprzez dostarczanie sygnatéw do komorek
odpornosciowych, co skutkuje tolerowaniem komoérek nowotworowych przez uktad
immunologiczny (He, Zheng et al. 2018).

Onkosomy zawierajg markery komoérek nowotworowych co daje mozliwosci
wykorzystania ich w przysztosci w diagnostyce, rokowaniu oraz znalezieniu nowych
metod leczenia chorych z zastosowaniem terapii celowanej (Wojtowicz, Baj-
Krzyworzeka et al. 2014). Onkosomy posiadaja onkogeny kodujace biatka, onko-
proteiny i onkogenny miRNA. Przyczyniaja sie do zezloSliwienia komorek
transportujgc biatka i kwasy nukleinowe z aktywno$cig supresora nowotworu np.
miR-1. Badania wykazuja rowniez réznice migdzy egzosomami wydzielanymi przez
komorki nowotworowe, a egzosomami komorek prawidtowych. Onkosomy wykazuja
zmiany dotyczace uwalniania, wychwytu i aktywnosci tj. zwigkszona ilo$¢
wytwarzanych egzosomoéw oraz zwigkszenie biatek w ich sktadzie (Choi, Lee et al.
2017). Udziat onkosomoéw w tworzeniu przerzutow polega na zwigkszeniu adhezji
komorek raka do $rodbtonka. Badania dowodza, ze onkosomy powoduja opornosé
komorek nowotworowych na leki (Wojtowicz, Baj-Krzyworzeka et al. 2014).

Jednostki chorobowe o podlozu egzosomalnym

Najnowsze badania wskazuja na istotng rolg egzosomow w powstawaniu chordb
serca, chorobie Parkinsona czy rozprzestrzenianiu si¢ wirusow.

Egzosomy odpowiadaja za wzrost przepuszczalnosci naczyn prowadzacy do
dysfunkcji wielu narzadéow np. serca. Badania w tym zakresie byly prowadzone na
egzosomach pobranych od myszy chorujacych na seps¢. Egzosomy zawieraty
wyzsze reaktywne formy tlenu, czyli atomy tlenu z niesparowanym elektronem
charakteryzujace si¢ wysoka reaktywnos$cia, ktorych nadmierna ilo$¢ powoduje stres
oksydacyjny, objawiajacy si¢ m.in. zwigkszona przepuszczalno$cia naczyn
krwiono$nych. Zjawisku temu sprzyjaty gromadzace si¢ skupiska podosomow-
struktur odpowiedzialnych za adhezje¢ i migracje komorek- powodujac przeciekanie
naczyn (Mu, Wang et al. 2017).

Przeprowadzono rowniez badania odnoszace si¢ do roli egzosomoéw w chorobie
Parkinsona, ktore donoszg o rozprzestrzenianiu si¢ toksycznej a-synukleiny przez
egzosomy. Zwiqkszona ilo$¢ a-synukleiny prowadzi do stresu oksydacyjnego
powodowanego jej akumulacja prowadzqc do choroby Parkinsona, ktéra dotyczy
osrodkowego ukladu nerwowego i objawia si¢ gldwnie drzeniem oraz spowol-
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nieniem ruchowym. Patomechanizm polega na nasilonym gromadzeniu sie
a-synukleiny przy pomocy 4-hydroksynonenal (HNE), czyli produktu peroksydacji
lipidéw, ktéry indukuje transport cytotoksycznej formy a-synukleiny za pomoca
egzosomow. Komunikacja migdzy komorkami poprzez pecherzyki powoduje
degeneracje zdrowych neuronéw 1 prowadzi do rozprzestrzeniania procesu
neurodegeneracyjnego (Zhang, Eitan et al. 2018).

Egzosomy komorek zakazonych wirusem moga przenosi¢ biatka, mRNA,
miRNA 1 oddziatywaé¢ na komorki biorcy. Przyktadowo w wirusie Ebola biatkiem
tym jest VP40, ktdre moze zmniejsza¢ zywotnos¢ komodrek odpornosciowych biorcy
poprzez ich apoptoze. Ostabienie uktadu odpornosciowego biorcy sprzyja replikacji
wirusa w zainfekowanych komorkach i moze skutkowaé pojawieniem si¢ choroby
EBOV (Pleet, DeMarino et al. 2017).

Whnioski

Rola egzosoméw w interakcjach migdzykomorkowych zalezy od wielu
czynnikow m.in. sktadu. Glownie sg to biatka apoptyczne, antyapoptyczne, cytokiny
prozapalne i przeciwzapalne oraz miRNA, ktére wplywaja na charakter procesu
wspomagany przez pecherzyki.

Wilasciwosci egzosomow sa podobne do aktywnos$ci wykazywanych przez
komorki, z ktorych pochodza. Zaleznosci te s3 widoczne w poréwnaniu mezenchy-
malnych komoérek macierzystych i ich egzosomoéw, ktore biorg udziat w immuno-
modulacji, angiogenezie oraz tagodzeniu stanu zapalnego.

Istotny wptyw na nasilenie dziatania egzosomoéw majg rowniez warunki, ktérym
poddawane sa komorki. Badania dotyczace wykorzystania egzosoméw mezenchy-
malnych komoérek mac1erzystych w medycynie regeneracyjnej moga w przysztosci
postuzy¢ jako innowacyjne terapie zastepujace bezposrednie wykorzystanie komorek
macierzystych.
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Streszczenie

Niespetna potowa Polakow boryka si¢ z nadwagg. Jest to powazny problem, szczegoélnie u mezczyzn
z otyto$cig typu brzusznego, ktora jest jednym z kryteriow rozpoznawania zespotu metabolicznego. Ta
jednostka chorobowa stanowi potaczenie patologicznych procesow biochemicznych, nieprawidtowych
przemian metabolicznych oraz charakterystycznego stanu klinicznego pacjenta, ktdre sumarycznie
predysponuja do rozwoju cukrzycy czy progresji zmian miazdzycowych. W konsekwencji dochodzi do
istotnego podwyzszenia ryzyka zgonu z powodow sercowo-naczyniowych. Toksyczny wplyw wysokiego
stezenia kwasoéw thuszczowych oraz niewielki, ogélnoustrojowy, przewlekty stan zapalny sg jednymi
z czynnikow, ktore mogg by¢ zaangazowane w patogenezg zespotu metabolicznego. Funkcje srodbtonka
naczyniowego takie jak, zdolno$¢ do produkcji tlenku azotu, utrzymywanie prawidlowych potaczen
pomiedzy komorkami wewngtrznej warstwy naczynia krwiono$nego oraz angiogeneza sa uposledzone
w wyniku lipotoksycznosci, dziatania molekut prozapalnych oraz komérek uktadu immunologicznego.
Dysfunkcja $rdédbtonka naczyniowego w zespole metabolicznym przyczynia si¢ do wzrostu ci$nienia
tetniczego krwi, zmniejszenia wrazliwosci komodrek s$rodblonka na insuling oraz nieprawidlowego
transportu glukozy do innych organéw. Ponadto patologiczna angiogeneza jest jednym z czynnikéw
sprzyjajacym zasiedlaniu przez komorki zapalne tkanki thuszczowej i tworzeniu prozapalnego $rodo-
wiska. Znajomo$¢ wpltywu $rodbtonka na patogeneze tej choroby jest istotna w zapobieganiu rozwinigcia
U pacjentéw niewydolnosci serca oraz ciezkich powiktan sercowo-naczyniowych. Dodatkowo poznanie
mechanizméw, w wyniku ktorych dochodzi do dysfunkcji komoérek s$rodbtonka pozwalatoby na
podejmowanie prob zastosowania terapii, ktora zapobiegataby lub wspomagaty leczenie pacjentéw
z zespotem metabolicznym.

Stowa kluczowe: lipotoksyczno$é, przewlekty stan zapalny, srodbtonek naczyniowy, zespdt metaboliczny,
angiogeneza

Abstract

In Poland almost half of the population is with overweighted. Problem is significant, especially in men
with abdominal obesity, because it is a one of the criteria of metabolic syndrome. This illness is
a connection of pathologic biochemical processes, inappropriate metabolism and characteristic
symptoms, which are increased risk of of diabetes mellitus development or evolution of arteriosclerosis.
In metabolic syndrome there is also observed elevated risk of cardio-vascular events. Toxic, high level
of fat acids and low, systemic chronic inflammation are risk factors, that are important in pathogenesis
of metabolic syndrome. Normal function of endothelium which includes production of nitric oxide,
maintaining a correct endothelial cells connection and angiogenesis are impaired by lipotoxicity,
proinflammatory molecules and inflammatory cells. Endothelial dysfunction causes increased blood
pressure, insulin resistance and abnormal transport glucose to organs. Pathologic angiogenesis facilitates
infiltration of inflammatory cells in adipose tissue and creates a proinflammatory environment.
Knowledge about importance of endothelium in metabolic syndrome pathogenesis is important, because
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it can help to prevent heart failure and cardio-vascular events. Mechanisms of endothelium dysfunction
in metabolic syndrome, are crucial in research for therapy, that can help in patient treatment.
Keywords: lipotoxicity, chronic inflammation, vascular endothelium, metabolic syndrome, angiogenesis

Wstep

Zespot metaboliczny to nie tylko charakterystyczny stan kliniczny pacjenta. Jest
to rowniez polaczenie cech biochemicznych 1 metabolicznych, zaburzonych
procesow fizjologicznych, ktére powoduja zwigkszone ryzyko rozwoju i progresji,
migdzy innymi miazdzycy oraz cukrzycy typu 2. W konsekwencji obserwowany jest
istotny wzrost $miertelno$ci u tych pacjentéw (Grundy, Cleeman et al., 2005;
Wilson, D'Agostino et al., 2005). Do tej pory nie ma jednej, spojnej definicji tej
jednostki chorobowej. Obecnie uzywane sa opisy zaproponowane przez: World
Health Organization (WHO), European Group for the study of Insulin Resistance
(EGIR), National Cholesterol Education Programme Adult Treatment Panel I1lI
(NCEP ATP III), American Association of Clinical Endocrinologists (AACE),
International Diabetes Federation (IDF) (Hoffman, VonWald et al., 2015). Kryteria
diagnostyczne zawarte w definicji WHO oraz EGIR sg trudne w oznaczaniu
w codziennej praktyce klinicznej, dlatego sa one glownie uzywane w badaniach
naukowych. Badania epidemiologiczne najczgsciej opieraja si¢ na wytycznych
NCEP-ATP III i AACE. Ze wzgledu na prostote oraz dostgpno$¢ parametréw
okreslanych w definicji IDF jest ona znakomitym narzgdziem stosowanym podczas
stawiania diagnozy zespotu metabolicznego u pacjentow w warunkach klinicznych
(Pacholczyk, Ferenc et al., 2008).

Wedhlug niektorych badaczy zespolu metabolicznego nie nalezy traktowaé jako
odrebnej jednostki chorobowej, gdyz parametry zawarte w réznych definicjach sa
tylko czynnikami zwigkszajacymi $miertelnos$¢ u pacjentow.(Kahn, Buse et al., 2005;
Lopes, Correa-Giannella et al., 2016) Nie jest istotne jednak, wedlug ktérych
kryteriow diagnostycznych zostal rozpoznany zespot metaboliczny, gdyz niezaleznie
od przyjetych wytycznych pacjenci maja podwyzszone ryzyko sercowo-naczyniowe
(Pucci, Alcidi et al., 2017). Czynniki genetyczne oraz $rodowiskowe powodujace
powstanie insulinoopornosci, otylosci typu brzusznego, zaburzen w gospodarce
lipidowe;j, prowadzacej do rozwoju blaszki miazdzycowej, podwyzszonego cisnienia
tetniczego krwi, stanu prozakrzepowego oraz dysfunkcji $rodbtonka sg zaanga-
zowane w patogeneze tej choroby oraz sprzyjaja rozwijaniu si¢ przewleklego,
uogolnionego stanu zapalnego (Kaur, 2014).

Ciagle uszkadzanie tkanki, ktore skutkuje jej zniszczeniem zwigzane jest
z trwajacym przewleklym stanem zapalnym. W takiej tkance dochodzi do nacieku
komorek zapalnych oraz wydzielania przez nie miedzy innymi interleukiny 1 (IL-1),
interleukiny 6 (IL-6) oraz TNF-o (ang. Tumor necrosis factor alpha). (Sakai and
Kobayashi, 2015) W przewlektym stanie zapalnym obserwowany jest wzrost
aktywnosci NF-kB (ang. Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), kinazy JN (ang. Jun N-terminal kinase) oraz inflamasomu, ktére w istotny
sposob reguluja proces zapalenia oraz rozw0j insulinooporno$ci w zespole
metabolicznym (Baker, Hayden et al., 2011). Roéwniez $rodblonek naczyniowy jest
W istotny sposob zaangazowany w ten proces.
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Srédblonek naczyniowy petni nie tylko role blony filtrujacej, ale jest
odpowiedzialny za szereg procesow, takich jak utrzymanie odpowiedniego napigcia
naczyn krwiono$nych, regulacja procesu krzepnigcia, tworzenie nowych naczyn
krwiono$nych, czy udziat w rekrutacji komorek zapalnych (Rajendran, Rengarajan et
al., 2013; Persson, 2015). Bardzo istotng funkcja komorek s$rodbtonka jest tez
produkcja tlenku azotu (NO), ktory pelni role przeciwzapalng, przeciwzakrzepowa
oraz powoduje rozkurcz naczynia czy migracj¢ i proliferacje miocytow gladkich
znajdujacych si¢ w $cianie naczynia. NO, ktory jest produkowany przez eNOS (ang.
Endothelial nitric oxide synthase), ma dziatanie proangiogenne oraz sprzyja
regeneracji srodbtonka naczyniowego (Shaul, 2002).

Angiogeneza to proces, w efekcie ktorego z wczesniej istniejagcych naczyn
powstaja nowe struktury naczyniowe. Zachodzi on w warunkach fizjologiczny, jak
dla przyktadu w gojeniu si¢ ran czy regeneracji oraz rozwoju btony §luzowej macicy.
W patologicznych sytuacjach moze ona prowadzi¢ do znacznych komplikacji dla
organizmu, co ma miejsce migdzy innymi w wyniku zmian naczyniowych
w cukrzycy, (Cheng and Ma, 2015), we wzroscie guzdéw nowotworowych oraz
tworzeniu przerzutow, w chorobach autoimmunologicznych jakich jak choroba
Crown'a oraz miazdzycy (Folkman, 2007). Angiogeneza jest regulowana poprzez
roézne czasteczki. VEGF (ang. Vascular Endothelial Growth Factor), IL-6, TNF-q,
bFGF (ang. Basic fibroblast growth factor), PDGF (ang. Platelet-derived growth
factor) sg znanymi stymulatorami tego procesu, natomiast TGF-f (ang. Transforming
growth factor-g), angiostatyna, interleukina 12 (IL-12), interferon hamuja
powstawanie nowych naczyn (Jaipersad, Lip et al., 2014). Powstawanie naczyn jest
skomplikowanym procesem, na ktéry maja wptyw nie tylko komorki srodbtonka czy
$ciany naczynia, ale rowniez komorki zapalne (Noonan, De Lerma Barbaro et al.,
2008).

Istotny aspektem, dla ktorego zostalo wykonane to podsumowanie jest fakt, iz
wedtug danych Gléwnego Urzgdu Statystycznego niespetna potowa Polakow boryka
si¢ z nadwagg. Jest to powazny problem, szczegdlnie u mezczyzn z otytoscia typu
brzusznego, ktora jest jednym z kryteriow rozpoznawania zespolu metabolicznego
(Hoffman, VonWald et al., 2015). Dysfunkcja srédbtonka naczyniowego w zespole
metabolicznym przyczynia si¢ do wzrostu cisnienia tetniczego krwi, zmniejszenia
wrazliwos$ci komorek srodblonka na insuling oraz nieprawidtowego transportu
glukozy do innych organow (Polovina and Potpara, 2014). Ponadto patologiczna
angiogeneza jest jednym z czynnikoOw sprzyjajacym zasiedlaniu przez komorki
zapalne tkanki tluszczowej i tworzeniu prozapalnego $rodowiska. Ten temat jest
istotny z punktu widzenia naukowego, gdyz znajomo$¢ wplywu $rodbtonka na
patogenezg tej choroby jest wazna w zapobieganiu rozwinigcia u pacjentow
niewydolnos$ci serca oraz cigzkich powiklan sercowo-naczyniowych. Dodatkowo
poznanie mechanizméw w wyniku, ktéorych dochodzi do dysfunkcji komorek
srodblonka pozwalaloby na podejmowanie prob zastosowania terapii, ktora zapo-
biegataby lub wspomagatly leczenie pacjentéw z zespotem metabolicznym (Polovina
and Potpara, 2014).

Celem pracy jest zebranie najwazniejszych zagadnien w podsumowanie
dotyczace lipotoksycznosci oraz przewleklego zapalenia, jako powodu dysfunkcji
sroédbtonka naczyniowego i zaburzenia procesu angiogenezy w zespole meta-
boliczny. Przeglad literatury zostal wykonany na podstawie artykulow zwigzanych
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Z tematem pracy, ktore wybrano przy zastosowaniu wyszukiwarki PubMed uzywajac
haset MeSH: Inflammation; Endothelium, Vascular; Metabolic Syndrome;
Neovascularization, Pathologic; oraz hasel Angiogenesis i Lipotoxicity.

Rola TNF-a w dysfunkcji sSrodblonka w zespole metabolicznym.

W zespole metabolicznym dochodzi do pobudzenia wielu szlakéw regulujacych
proces zapalenia. Zbyt duze przyjmowanie pokarméw, hiperlipidemia, hiperglikemia
powodujg pobudzenie inflamasomu poprzez TLR (ang. Toll-like receptor). Utlenione
kwasy thuszczowe poprzez TLR4 oraz TLR2 sprzyjajg aktywacji kinazy inhibitora
kB - IKK2 (ang. Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta), ktora
fosforyluje biatko inhibitorowe IkB (ang. inhibitor of kappa B), w wyniku czego
chodzi do jego ubikwitynacji. Dodatkowo, w wyniku aktywacji receptorow TLR
dochodzi réwniez do zmian w metabolizmie wolnych kwasow tluszczowych.
Zwicksza si¢ poziom diacyloglicerolu oraz ceramidow, co powoduje aktywacje
kinazy biatkowej C. Wysokie poziomy glukozy oraz lipidéw powoduja zmiany
metabolicznie nasilajace fosforylacje oksydacyjna, w wyniku ktorej dochodzi do
powstawania wolnych rodnikow tlenowych. Ten proces wraz z faczeniem si¢ przez
receptor RAGE (ang. Receptor for advanced glycation endproducts) z zaawan-
sowanymi koncowymi produktami glikacji, prowadzi do aktywacji NF-xB (Baker,
Hayden et al., 2011; Catrysse and van Loo, 2017). Stres siateczki $rodplazmatycznej,
zwigzany z zbyt duzym przyjmowaniem pokarmow, réwniez przyczynia si¢ do
aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-«kB. Szczegélnie znacznie ma ten proces
W podwzgorzu, gdzie jest jednym z czynnikow powodujacych insulinoopornosé
w strukturach regulujacych przyjmowanie pokarmu.(Zhang, Zhang et al., 2008)
U otytych pacjentow jest obserwowana endotoksemia, gdyz w sposob znaczacy
Unich jest obnizona ekspresja potgczen zamykajacych pomiedzy enterocytami,
w wyniku czego dochodzi do zwigkszania przepuszczalnosci w jelitach. Bakterie
symbiotyczne u osob otytych produkuja wiecej lipopolisacharydu (LPS). Te dwie
patologie powoduja aktywacje TLR4 poprzez zwiekszone ste¢zenie LPS (Cani,
Bibiloni et al., 2008). Wszystkie wyzej opisane procesy prowadza do aktywacji NF-
kB w wyniku czego zwigksza si¢ produkcja cytokin prozapalnych takich jak IL-1,
TNF-o oraz aktywacja komorek zapalnych, ktére poprzez sprzgzenie zwrotne
dodatnie powodujg dalszg aktywacje NF-kB (Catrysse and van Loo, 2017).

W wyniku aktywnosci kinaz i fosfataz biatkowych dochodzi do fosforylacji
seryny m.in. hS636, hS307(Copps and White, 2012) w IRS1/2 (ang. Insulin receptor
substrate 1/2), ktora stanowi cze$¢ cytoplazmatyczng receptora dla insuliny,
powodujac jego niewrazliwo$¢ na ligand, czyli powstanie insulinooporno$ci
w komorkach (Baker, Hayden et al., 2011; Catrysse and van Loo, 2017). Obnizenie
poziomu NF-kB w komoérkach $rodblonka zapobiega rozwinigciu si¢ opornosci na
insuling (Hasegawa, Saito et al., 2012). W wyniku rozwinigcia si¢ insulinoopornosci
funkcje srodbtonka staja si¢ uposledzone. Zostaje zaburzona zalezna od insuliny
dystrybucja krwi, poprzez zmniejszenie zdolno$ci rozkurczu naczyn, przez co
dostarczanie insuliny do odpowiednich komorek jest ograniczone (Kolka and
Bergman, 2013).
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Rycina 1. Uproszczony schemat obnizania wydzielania NO przez CRP w komorkach §rodbtonka
opracowanie wiasne na podstawie (Tanigaki, Mineo et al., 2009)

Znaczenie CRP w patogenezie zespolu metabolicznego szczegdlnie
uwzgledniajac aspekt sSrédblonka naczyniowego.

W nadci$nieniu tgtniczym oraz cukrzycy typu 2 obserwowany jest roOwniez
podwyzszony poziom innej czasteczki prozapalnej — CRP (ang. C-reactive protein)
(Firdous, 2014; Fronczyk, Moleda et al., 2014). Ta pentaksyna, ktorej wydzielanie
jest stymulowane m.in. poprzez IL-6 w hepatocytach, obniza zaréwno transkrypcje
genu eNOS jak i aktywacj¢ tej syntazy, przez co zostaje zahamowane jej
fizjologiczne dziatanie. Btonowym receptorem dla CRP jest FcyRIIB (podtyp 1B
receptora FcyR). W wyniku jego stymulacji dochodzi do aktywacji fosfatazy SHIP—1
(ang. SH2-containinglnositol 5'-Phosphatase-1) poprzez ITIM (ang. Immuno-
receptor tyrosine-based inhibition motif), ktora jest cytoplazmatyczng czescig
receptora FcyRIIB. Poprzez aktywacj¢ fosfatazy SHIP—1 zostaje zahamowany sygnat
przekazywany poprzez kinaz¢ PI3 (ang. Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate
3-kinase), co powoduje sumarycznie zmniejszenie wydzielania NO przez komorki
sroédblonka (Tanigaki, Mineo et al., 2009). Podsumowanie tego procesu zawarte jest
na rycinie 1.

W stanie podwyzszonego poziomu CRP zwigksza si¢ sekrecja endoteliny-1 (ET-1),
ktoéra ma dziatanie naczynioskurczowe (Xu, Morita et al., 2007). Réwniez inna
cytokina prozapalna — TNF-o poprzez szklak zwigzany z MAPK (ang. Mitogen-
activated protein kinase) powoduje zwigkszanie wydzielania ET-1 (Sury, Frese-
Schaper et al., 2006). W badaniach na gryzoniach pokazano, ze CRP powoduje
nadcis$nienie, ktore ustgpuje po obnizeniu poziomu tej pentaksyny. W ten efekt jest
rowniez zaangazowany receptor FcyRIIB, gdyz myszy z jego dysfunkcjg nie
rozwijajg nadci$nienia zaleznego od CRP. Nadci$nienie w stanie przewleklego
zapalenia jest takze zwigzane z rozregulowaniem uktadu RAA (ang. Renin-
angiotensin-aldosterone system) poprzez zmniejszenie ekspresji nhaczyniowego
receptora typu Il dla angiotensyny (Vongpatanasin, Thomas et al., 2007). Ponadto
podwyzszone poziomy CRP poprzez receptor FcyRIIB przyczyniajg si¢ do
rozwini¢cia insulinoopornosci, co wykazano ma modelach zwierzgcych. Receptory te
nie sg obecne w miocytach migéni szkieletowych, hepatocytach czy adipocytach,
natomiast ich wysoka ekspresja jest stwierdzana w komorkach $rodbtonka,
szczegblnie obecnego w naczyniach znajdujacych si¢ w migéniach szkieletowych.
W wyniku patologicznego wptywu hiperglikemii dochodzi do spadku prawie
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0 potowe dostarczania glukozy do komorek migéni szkieletowych. Insulinoopornosé
powodowana przez CRP poprzez receptor FcyRIIB jest zwigzana z zahamowaniem
aktywacji eNOS w komorkach srodbtonka (Tanigaki, Vongpatanasin et al., 2013).
W efekcie tych zmian uposledzona zostaje transcytoza insuliny poprzez komorki
srodblonka do komorek mig$niowych. Z powodu braku liganda dla receptora
insuliny w miocytach obniza si¢ ekspresja transportera GLUT4 (ang. Glucose
transporter type 4). Transport glukozy do komoérek mig$niowych jest uposledzony
mimo jej wysokiego poziomu w surowicy (Tanigaki, Chambliss et al., 2016).
Sugeruje to, ze CRP wptywa na rozwijanie si¢ objawow insulinooporno$ci, wtasnie
poprzez regulacje transcytozy insuliny oraz transportu glukozy na poziomie
srodbtonka naczyn migéni poprzecznie prazkowanych (ryc. 2).
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Rycina 2. Uproszczony schemat regulacji poziomu glukozy i transcytozy insuliny w komorkach §rodbtonka
oraz komorek migsniowych, opracowanie wiasne na podstawie (Tanigaki, Vongpatanasin et al., 2013) oraz
(Tanigaki, Chambliss et al., 2016)

W rozwdj insulinoopornos$ci jest tez zaangazowany TNF-a (Zhang, Wheatley et
al., 2003), ktoéry dziata poprzez zahamowanie zaleznej od insuliny aktywacji eNOS
poprzez PI3K/Akt (Muniyappa, lantorno et al., 2008). Zmiany w $rodbtonku
naczyniowym obserwowane w insulinoopornosci skutkuja skurczem naczyn, co
moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju nadcis$nienia tetniczego. Produkty genow
regulowanych przez czynnik transkrypcyjny FoxO (ang. Forkhead transcription
factor), ktore sa zwigzane z aktywacja przez insuling kinazy Akt (inaczej nazywang
PKB ang. Protein kinase B), w warunkach oporno$ci na insuling powodujg
zmniejszenie wydzielania NO oraz zwigkszenie tworzenia reaktywnych form tlenu,
aktywacje NF-xB, nadekspresje ICAM-1 (ang. Intercellular adhesion molecule-1),
VCAM-1 (ang. Vascular cell adhesion protein 1) oraz cytokin prozapalnych.
Mutacja powodujaca stala aktywacje tego czynnika powoduje znaczace
zahamowanie procesow miazdzycowych (Tsuchiya, Tanaka et al., 2012).
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Powiazanie pomiedzy komorkami zapalnymi oraz Srodblonkiem
naczyniowym w zespole metabolicznym

CRP zaburza sygnalizacje insuliny w komorkach $rodbtonka nie tylko poprzez
hamowanie fosforylacji eNOS, ale réwniez kinazy PI3 i Akt. Ponadto, zwigksza
zdolno$¢ monocytéw do adhezji do srdédbtonka (Shaul, 2015). Zauwazono zalezng od
NF-kB zwigkszong ekspresje czgsteczek adhezyjnych na komorkach $rodbtonka
(Hasegawa, Saito et al., 2012). Myszy ze zmutowanym receptorem dla insuliny
W bardzo znaczacy sposob wykazujg nadekspresje VCAM-1, co sprzyja rekrutacji
komorek zapalnych (Rask-Madsen, Li et al., 2010). Moze to wyjasniaé, jak
w warunkach niewrazliwos$ci komorek na insuling, dochodzi do zasiedlania tkanek
przez komorki zapalne. W stanie insulinoopornosci w tych komorkach zmienia sie
ekspresja czasteczek adhezyjnych m.in. wzrost CD49d (ang. Cluster of
Differentiation 49d) w limfocytach, czy CD54 (ICAM — 1) w monocytach (Gomez
Rosso, Benitez et al., 2008). Integryna o4 (CD49d) odgrywa istotng role
w zasiedlaniu przez komoérki jednojgdrzaste krwo obwodowej miejsc, w ktoérych
toczy si¢ zapalenie (Rose, Han et al., 2002), a ICAM — 1 (ang. Intercellular Adhesion
Molecule 1) odpowiada za interakcje pomiedzy leukocytami wigzac si¢ z Mac-1
(ang. Macrophage-1 antigen) (Gomez Rosso, Benitez et al., 2008).

W wyniku wyzej przedstawionych proceséw stwarzaja si¢ szczegolnie sprzyjajace
warunki do infiltracji monocytow do tkanek. Makrofagi sg waznym zrodtem cytokin
prozapalnych takich jak TNF—a, IL-6, IL-1p (Chawla, Nguyen et al., 2011). Sprzyja
to wczesniej opisanej aktywacji szlakow JNK oraz NF-«B (Shoelson, Lee et al.,
2006). W zasiedlonych przez makrofagi tkankach obserwuje si¢ takze przesunigcie
rownowagi pomiedzy makrofagami M1 a M2 w kierunku tych pierwszych, co wiaze
si¢ ze wzrostem insulinoopornoéci w tkance tluszczowej czy migéniach (Esser,
Legrand-Poels et al., 2014). Makrofagi M1 hamuja podzialy komodrkowe, sa
odpowiedzialne za zniszczenie tkanek oraz stymuluja odpowiedZz immunologiczng
typu komorkowego (Mills and Ley, 2014). W zespole metabolicznym obserwowana
jest takze podwyzszena liczba limfocytow, szczegdlnie CD8+ oraz neutrofilii wraz
ze wzrastajacym BMI (ang. Body mass index). Zmniejszony jest za to procent
komorek CD4+ oraz limfocytow T regulatorowych (Nishimura, Manabe et al., 2009;
Bahadir, Baltaci et al., 2015). Istotne jest takze zaangazowanie komorek NK (ang.
Natural killer’s cells) w tworzenie §rodowiska sprzyjajagcego powstawaniu
przewlektego procesu zapalnego (Fuentes, Fuentes et al., 2013).

Uposledzona angiogeneza w zespole metabolicznym.

U otytych 0s6b obserwowany jest zwickszony poziom VEGF-A (ang. Vascular
Endothelial Growth Factor-A), ktory przez receptor VEGF-R2 stymuluje
powstawanie nowych naczyn krwiono$nych. Zbyt duze przyjmowanie pokarmow
powoduje przerost oraz rozrost adipocytOw m.in. w trzewnej tkance thuszczowej
(Halberg, Wernstedt-Asterholm et al., 2008). Zredukowane zostaje jej zaopatrzanie
w substancje odzywcze oraz tlen (Cinti, Mitchell et al., 2005). Mimo warunkow
hipoksji nie dochodzi jednak do zwigkszenia ilosci naczyn krwiono$nych.
Wyjasnienie tego paradoksu stanowi proces alternatywnego sktadania VEGF-A165.
Izofoma VEGF-A165a ma wlasciwoséci proangiogenne, natomiast VEGF-A165b
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charakteryzuje si¢ przeciwnymi wlasciwosciami. Poziom tej drugiej izoformy jest
szczegllnie podwyzszony w trzewnej tkance tluszczowej, co prawdopodobnie
wyjasnia niski potencjal jej komorek $rodbtonka do tworzenia nowych naczyn
krwiono$nych (Ngo, Farb et al., 2014). Hipoksja oraz uposledzona angiogeneza
powoduja duze zasiedlenie tkanki tluszczowej przez makrofagi M1 (Antonopoulos
and Tousoulis, 2017), ktore stwarzaja Srodowisko dla rozwoju dalszych zmian
W zespole metabolicznym. W wigkszych ilo$ciach wytwarzane sa cytokiny zapalne
oraz adipocytokiny, ktéore wraz z pozostalymi wczesniej opisanymi zmianami
powodujg pojawianie si¢ cech zespotu metabolicznego (Lau, Dhillon et al., 2005).

Oznaczanie w surowicy pacjentow roznych molekul moze w sposob posredni
okresli¢ zmiany w procesie angiogenezy, ktore majg miejsce u pacjentow z zespotem
metabolicznym. W badaniu klinicznym, w ktorym brato udziat okoto 1800 pacjentéw
zaobserwowano znaczace podwyzszenie w surowicy VEGF, sVEGFR-1 oraz
obnizenie sSVEGFR-2 u pacjentéw z rozpoznanym zespotem metabolicznym (Jesmin,
Akter et al., 2013). Natomiast w innych badanich nie zaobserwowano istotnych
zmian w stezeniu VEGF (Liu, Druta et al., 2014; Salord, Gasa et al., 2014), czy
SVEGFR-1 czy sSVEGFR-2 (Wada, Satoh et al., 2010). Poziom VEGF we krwi stabo
pozytywnie koreluje ze stezeniem glukozy w surowicy, ci$nieniem tgtniczym krwi
oraz BMI. Tylko u kobiet zaobserwowano istotny wyzszy poziom PIGF (ang.
Placenta growth factor), ktéry wykazuje cechy biatka proangiogennego (Siervo,
Ruggiero et al.,, 2010). Podobne wyniki uzyskano u pacjentéw pediatrycznych
(Pervanidou, Chouliaras et al., 2014). W grupie kobiet z zespotem metabolicznym
w wieku menopauzalnym opisano nieistotne statystycznie podwyzszenie st¢zenia
angiopoetyny-2. Woyraznie jest obnizony poziom uPA (ang. Urokinase-type
plasminogen activator), co moze sugerowac uszkodzenie $rodbtonka naczyniowego
w tej grupie chorych. (Chedraui, Escobar et al., 2014). U pacjentdw z zespotem
metabolicznym jest tez obnizony poziom NO (Barylski, Kowalczyk et al., 2009;
Kowalski, Sliwczynska-Rodziewicz et al.,, 2011) oraz adropiny (ang. adropin),
natomiast poziom ET-1 i eNOS sg podwyzszone. (Oruc, Akpinar et al., 2017). Mimo,
ze wyniki z mniejszych grup eksperymentalnych nie wskazuja na istotne
statystycznie réznice w stgzeniach czasteczek wplywajacych na angiogeneze
w surowicy, to jednak badania w wiekszych populacjach pacjentéw je potwierdzajg.
Obserwacje te sugerujg uposledzenie prawidtowych funkcji srédbtonka.

Opisano réwniez obnizenie ekspresji takich biatek, jak Notch2, Notch4, Jagged?2,
Angl, eNOS, pFOX03, pP38 oraz HSP90. Bialka te istotnie wptywaja na regulacje
angiogenezy. Zauwazono zwigkszong apoptoz¢ kardiomiocytow w niedokrwionym
mie$niu sercowym, na ktory dzialaty czynniki charakterystyczne dla zespotu
metabolicznego. Nie zaobserwowano réznicy w gestosci naczyn wlosowatych oraz
tetniczych w tych sercach (Elmadhun, Sabe et al., 2014). W komorkach $rodbtonka
naczyn serc myszy db/db, ktére uznawane sa za zwierzgcy model do badan nad
zespotem metabolicznym, obserwuje si¢ podwyzszony poziom mRNA dla CITED2.
To biatko ogranicza aktywacje HIF (ang. Hypoxia-inducible factor) w komorkach
srédblonka w efekcie czego zahamowanie jest tworzenie si¢ nowych naczyn
krwiono$nych (Wang, Lockhart et al., 2016). Zauwazono rowniez iz aktywno$¢
kinazy Piml, ktora jest odpowiedzialna za fosforylacje eNOS w pozycji Ser-632, jest
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obnizona w sercu myszy rozwijajacych zesp6t metaboliczny. Dodatkowo
ograniczone tworzenie nowych naczyn w krazkach aortalych pobranych z tych
zwierzat (Katare, Caporali et al., 2011; Chen, Yi et al.,, 2016). Odpowiednio
przebiegajacy proces angiogenezy jest zaburzony u zwierzat rozwijajacych zespot
metaboliczy.

Podsumowanie

Procesy wyzej opisane regulowane przez cytokiny prozapalne czy czynniki
transkrypcyjne regulujace zapalenie przyczyniajg si¢ do obrazu klinicznego zespotu
metabolicznego. Zaburzenia wydzielania NO oraz zwigkszone wydzielanie ET-1
sprzyja nadci$nieniu. Zmiany z udzialem NF-—«B czgsciowo wigza zmiany
obserwowane w otylosci oraz insulinoopornos$ci. Istotne tez jest dziatanie CRP oraz
TNF—o. Zwigkszenie ekspresji bialek utatwiajacych adhezje komorek zapalnych
powoduje staty ich naplyw oraz produkcje odpowiednich cytokin. Lipotoksyczno$¢
oraz przewlekle zapalenie w istotny sposob przyczyniaja si¢ do dysfunkcji srodbtonka
naczyniowego i zaburzenia procesu angiogenezy w zespole metabolicznym.

Znajomos¢ wplywu $rodbtonka na patogeneze tej choroby jest istotna
w zapobieganiu rozwinigcia u pacjentdow niewydolnosci serca, cigzkich powiktan
sercowo-naczyniowych czy cukrzycy. Dodatkowo poznanie mechanizmow,
w wyniku ktérych dochodzi do dysfunkcji komorek $rodbtonka pozwala na
podejmowanie prob zastosowania terapii, ktore zapobiegalyby lub wspomagaty
leczenie pacjentow z zespolem metabolicznym.
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Streszczenie

Uktad limfatyczny to nieodlaczny element uktadu krazenia. Sktada si¢ on z narzadéow limfatycznych,
tkanki limfatycznej zwiazanej z blona $luzowa oraz naczyn limfatycznych. Naczynia limfatyczne
stanowig system transportujacy chlonke z tkanek do uktadu zylnego. Ich funkcje to przede wszystkim
aktywna regulacja ilo$ci ptynu $rédmiazszowego w tkankach i narzadach, absorpcja lipidow z przewodu
pokarmowego, przenoszenie komodrek prezentujacych antygeny i limfocytéw miedzy przestrzeniami
mi¢dzykomérkowymi, weztami limfatycznymi a naczyniami krwiono$nymi oraz udziat w powstawaniu
obrzgkow czy zapalen. Zmiany w ich obrebie moga by¢ przyczyng badz towarzyszy¢ réznym stanom
chorobowym, takim jak miazdzyca, otylo$¢, zespdt metaboliczny, przerzuty nowotworowe, nadci$nienie
tetnicze oraz zawatl serca. Naczynia chlonne sg zréznicowane pod wzgledem funkcji i hierarchii. Te
0 najmniejszej Srednicy, naczynia limfatyczne wlosowate (kapilary) rozpoczynaja si¢ Slepo w tkankach,
sg pozbawione btony podstawnej lub posiadaja tylko niektore z jej elementow. Specyficzna organizacja
komorek $rodbtonka umozliwia przedostawanie si¢ ptynu $rodmigzszowego wraz z komoérkami do
naczynia wlosowatego i formowanie chlonki. Kapilary przechodzg w naczynia przedzbiorcze, majace
ciggla blong podstawna i zastawki, nie posiadajg one jednak warstwy komoérek migéniowych gladkich.
Najwyzszym hierarchicznie rodzajem naczyn limfatycznych sa naczynia zbiorcze, majace ciagla btong
podstawna, zastawki i warstwe komodrek migsniowych gladkich. Naczynia przedzbiorcze transportuja
limfe do naczyn zbiorczych, a te przechodza przez wezty chtonne i ostatecznie przewodem piersiowym
dostarczaja chtonke¢ do uktadu zylnego. Aby naczynia limfatyczne spetniaty swoja funkcje, musza by¢
zarazem przepuszczalne, jak i zachowywac integralno$¢ umozliwiajaca przeptyw ptynu. Takie cechy
zapewniajg im potaczenia miedzykomdrkowe w $rodbtonku kapilar i naczyn zbiorczych, ktére pomimo
obecnosci podobnych biatek znacznie r6znig si¢ od siebie. Srodblonek kapilary charakteryzuja tylko
punktowo rozmieszczone potaczenia "button-like junctions”, przepuszczalne dla transportowanych
ptynéw i komorek, natomiast w naczyniach zbiorczych komorki $roédblonka zlaczone sa potaczeniami
ciaglymi "zipper-like junctions", warunkujacymi zwarto$¢ i nieprzepuszczalno$é $rodbtonka. Przez
wiele lat nie doceniano roli naczyn limfatycznych w utrzymywaniu homeostazy organizmu. Byto to
spowodowane przede wszystkim brakiem odpowiednich markeréw immunohistochemicznych, ktore
umozliwityby skuteczng wizualizacj¢ naczyn limfatycznych. Sytuacja ulegta zmianie w latach 90 XX.
wieku, kiedy zidentyfikowano VEGFR-3 (ang. Vascular endothelial growth factor receptor-3), Prox-1
(ang. Prospero homeobox protein 1), PDPN (ang. podoplanin) i Lyvel (ang. Lymphatic vessel
endothelial hyaluronan receptor 1), markery specyficzne dla naczyn limfatycznych. Dzigki temu
zaczgto poznawa¢ mechanizmy funkcjonowania tych naczyn w stanach chorobowych, co moze okaza¢
si¢ istotne w opracowaniu sposobow leczenia wielu chordb i ograniczania $miertelnosci spowodo-
wanych schorzeniami takimi jak choroby uktadu sercowo-naczyniowego.

Stowa kluczowe: naczynia limfatyczne, zespot metaboliczny, choroby sercowo-naczyniowe

Abstract

Lymphatic system is the inseparable part of the circulatory system. It comprises of the lymphatic
organs, lymphatic tissue related to the mucosa and the lymphatic vessels. Lymphatic vessels are the
ducts transporting lymph from the tissues back again to the veins. Their function is mainly to actively
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regulate the fluid balance in the tissues and organs, absorb lipids from the intestines, transport
lymphocytes and antigen-presenting cells between intercellular matrix, lymph nodes and blood vessels
and participate in the development of oedema and inflammation. Changes in the lymphatic vessels are
either causes or results of diseases such as atherosclerosis, obesity, metabolic syndrome, metastases,
hypertension or myocardial infarction. Lymphatic vessels are classified according to their functions and
hierarchy. The smallest structures are the blind-ended capillaries. They have a discontinuous basal
lamina and they provide a place where fluid and cells enter the lymphatic vessels and form lymph.
When lymphatic vessels do have a continuous basal lamina and valves, they are called precollector
vessels. Unlike the collector vessels they lack complete wall built of smooth muscle cells. Capillaries
transport lymph to the precollectors, then to the collectors and throughout lymph nodes to the thoracic
duct and eventually to the veins. To maintain their functions, lymphatic vessels have to be permeable
but integrated in the same time, enough to provide the lymph flow. It is possible due to intercellular
junctions which in spite of the content of the same protein in different size lymphatic vessels.
Lymphatic endothelial cells (LECs) in capillaries are connected to each other by button-like junctions,
discontinuous but permeable for fluid and (probably) cells. LECs in collectors are characterised by
unpermeable and strongly integrated zipper-like junctions. Comparing to the blood vessels, the lymph
vessels did not seem to be as interesting and were often ignored if thinking of the regulation of
homeostasis. It was caused by the lack of the specific immunohistochemic marker which would make
efficient visualisation of lymph vessels possible. Things changed in the 90s of the XX century when
markers specific for LECs such as VEGFR-3, Prox-1, PDPN and Lyvel were defined. Since then lymph
vessels has become the subject matter of loads of studies. Even so, a lot about them still remains
unknown. Exploring structure and functions of the lymphatic vessels, especially in the pathologies,
should be priority and important because it can help with developing new therapies and reducing
mortality due to diseases such as the cardiovascular diseases.

Keywords: lymphatic vessels, metabolic syndrome, cardiovascular diseases.

Wstep

Naczynia limfatyczne tworzg rozbudowang sie¢, wazng dla prawidlowego
funkcjonowania organizmu. Petnig one kluczowa role w utrzymywaniu réwnowagi
ptynu $rodmigzszowego w tkankach i narzadach, w przenoszeniu komorek uktadu
odpornosciowego miedzy przestrzeniami mi¢dzykomoérkowymi, weztami limfatycz-
nymi a naczyniami krwiono$nymi, w tworzeniu si¢ przerzutow nowotworowych oraz
w transporcie lipidow (Schulte-Merker; Sabine et al. 2011). Naczynia limfatyczne po
raz pierwszy zostaly opisane w XVII wieku (Adamczyk, Gordon et al. 2016).
W pordéwnaniu z naczyniami krwiono$nymi, sa one znacznie slabiej poznang
i scharakteryzowang czg$cig uktadu krazenia. Identyfikacja markerow s$rodblonka
limfatycznego, takich jak Prox-1, podoplanina, Lyvel, znacznie przyspieszyla
i ulepszyta badania nad naczyniami limfatycznymi w przeciagu ostatniej dekady.

Cel pracy

Celem pracy jest przedstawienie aktualnej wiedzy na temat naczyn limfatycznych,
ich budowy w odniesieniu do prawidtowej funkcji oraz powigzanie dysfunkcyjnych
naczyn limfatycznych z patogeneza zespotu metabolicznego oraz chorob sercowo-
naczyniowych.

Material i metody

Analiza artykutéw pochodzacych z bazy PubMed (NCBI) z uzyciem stow kluczo-
wych: lymphatic capillaries, precollectors, collectors, Prox-1, Lyvel, metabolic
syndrome, cardiovascular diseases, oedema oraz haset MeSH: lymphatic capillaries,
metabolic syndrome, cardiovascular diseases. Analizowano prace opublikowane do
2018 roku.
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Budowa naczyn limfatycznych

Sie¢ limfatyczna wystepuje niemal w kazdej unaczynionej strukturze, wytaczajac
szpik oraz osrodkowy uktad nerwowy (Aspelund et al. 2015). Naczynia limfatyczne
kosmkow jelitowych — naczynia limfatyczne centralne — spelniaja takze rolg
W transporcie lipidow zawartych w spozywanym pokarmie i1 absorbowanych
w jelicie cienkim (Alitalo 2011; Kesler, Liao et al. 2013). Ostatnio wykazano takze
rol¢ naczyn limfatycznych w przygotowaniu rozwijajacych si¢ pluc ptodu do wymiany
gazowej po porodzie i zapobieganiu niewydolnosci oddechowej noworodkow.

W trakcie filtracji zachodzacej w naczyniach krwionos$nych wlosowatych czg¢sé
osocza przedostaje si¢ do przestrzeni migdzytkankowych. Podstawowa funkcja
naczyn limfatycznych jest transportowanie nadmiernej ilosci ptynu $rodtkankowego
z powrotem do krazenia ustrojowego i zapobieganie w ten sposob obrzekom oraz
utrzymanie prawidlowego cisnienia krwi. Pltyn ten, zwany chionka, jest zbierany
przez kapilary limfatyczne i przenoszony poprzez naczynia przedzbiorcze do naczyn
zbiorczych, a nastgpnie transportowany do krazenia ustrojowego. Sciana naczyn
zbiorczych zawiera warstwe komorek migsniowych gladkich, ktéore wraz
z zastawkami zapewniajg ciggly i jednostronny przeptyw przez te naczynia.
W trakcie powrotu do krazenia zylnego limfa, bogata w antygeny i komorki, trafia
takze do weztow chlonnych, ktore sg usytuowane na drodze naczyn limfatycznych,
dzieki czemu mozliwe jest sprawne funkcjonowanie uktadu odpornosciowego.
Antygeny sa pobierane przez komorki dendrytyczne i prezentowane limfocytom
w weztach chitonnych. Blony $luzowe i skora, miejsca majace duzy kontakt
Z patogenami i antygenami obcego pochodzenia, majg bogatg sie¢ naczyn chtonnych,
ktora umozliwia uruchomienie w szybki sposob procesow immunologicznych.

Naczynia limfatyczne sa zréznicowane pod wzgledem budowy. Sciana naczyn
limfatycznych wlosowatych utworzona jest z komodrek $rodbtonka limfatycznego,
LEC, (ang. lymphatic endothelial cell) ksztattem przypominajacych liscie dgbu,
czym W znaczacy sposob rozni si¢ od budowy s$rodbtonka naczyn krwionos$nych,
BEC (ang. blood endothelial cell) (Dejana, Orsenigo et al. 2009). W przeciwienstwie
do kapilar krwiono$nych, naczynia wlosowate limfatyczne pozbawione sa
perycytow, czyli komorek tkanki tacznej otaczajacej naczynia krwionosne, oraz maja
nieciagla blone podstawna umozliwiajacg przechodzenie do $wiatla naczynia
komorek, takich jak komorki dendrytyczne. Komoérki BEC charakteryzujg sig
cigglymi potaczeniami typu ,.zipper”, natomiast komorki LEC tacza si¢ ze soba
poprzez potaczenia typu ,button”, dziatajace jak pierwotne zastawki (Yao L.-C,
McDonald et al. 2014). Otwierajac si¢ i zamykajac, przepuszczaja one plyn
srodmigzszowy oraz leukocyty do srodka naczynia (ryc. 1B). W przeciwienstwie do
naczyn krwionosnych, kapilary limfatyczne sg mocno przytwierdzone do substancji
migdzykomorkowej za pomoca wildkienek kotwiczacych, ktore uczestniczg takze
w regulacji przepuszczalnosci srodblonka. Limfa pojawiajaca si¢ w kapilarach jest
transportowana do naczyn przedzbiorczych majgcych nieciggla warstwe komorek
mie$niowych gtadkich, a nastepnie przechodzi do naczyn zbiorczych zawierajacych
ciagly warstwa miocytéw gladkich, ciagly btone podstawna oraz potaczenia typu
»zipper” (ryc. 1C). Wraz z pojawieniem si¢ naczyn przedzbiorczych i zbiorczych
warstwa miocytow gladkich staje si¢ coraz bardziej regularna, cho¢ jej budowa jest
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zaburzona w miejscach wystgpowania zastawek. W §cianie naczyn mozna wyr6zni¢
dwa rodzaje komoérek migsniowych gladkich, wigkszo$¢ ma ciemng cytoplazme,
a jedynie czes$¢ jasng (Hasselhof, Sperling et al. 2016). W $cianie duzych naczyn
chlonnych znajduja sie takze komorki $rédmiazszowe podobne do komdrek Cajala,
posiadajace liczne rozgalezienia i kaweole oraz elementy blony podstawnej
(Hasselhof, Sperling et al. 2016; Briggs Boedtkjer, Rumessen et al. 2013). w $cianie
wickszych naczyn zbiorczych wystgpuja takze naczynia naczyn (vasa vasorum)
(Hasselhof, Sperling et al. 2016).

kapilary kolektory
A - .
B =
potaczenia typu potaczenia typu
button Zipper
s ) )
C N @

Rycina 1 Uproszczony schemat budowy naczyn limfatycznych. A. Naczynia limfatyczne dziela si¢ na
kapilary, naczynia przedzbiorcze (niezaznaczone na rycinie) i naczynia zbiorcze. Na rycinie zaznaczone sg
zastawki w naczyniach zbiorczych. B. W kapilarach wystepuja przepuszczalne potaczenia typu ,.button”,

W naczyniach zbiorczych éciste polaczenia typu ,,zipper”. C. Sciana kapilar- sklada si¢ tylko z LEC, natomiast
$ciana naczyn zbiorczych z LEC i komoérek migsniowych gladkich. Opracowanie wiasne.
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Zréznicowanie budowy naczyn limfatycznych umozliwia tworzenie i przeptyw
limfy. Polaczenia typu ,,zipper” i ,,button” sa zbudowane z VE-kadheryny, klaudyny-
5 oraz ZO-1 (ang. Zonula occludens 1) oraz ESAM (ang. Endothelial cell-selective
adhesion molecule), JAM-A (ang. Junctional adhesion molecule-A), PECAM-
1/CD31 (ang. Platelet endothelial cell adhesion molecule) oraz JAM-C (ang.
Junctional adhesion molecule-C). Srédbtonek naczyn zbiorczych, ktérych funkcja

jest transport chtonki na duza odleglo$¢, posiada $ciste polaczenia typu ,,zipper”,
ktore zbudowane sa z tych samych biatek, co potaczenia typu ,button”, jednak
kluczowa rdéznica pomigdzy nimi dotyczy utozenia przestrzennego tych biatek i tym
samym budowy morfologicznej potaczenia (Baluk, Fuxe et al. 2007). Struktura
i funkcja btony podstawnej naczyn limfatycznych jest ciggle badana ze wzgledu na
jej potencjalny wptyw na prawidtowe funkcjonowanie naczyn chtonnych. Jednym
z pierwszych doktadniej poznanych i specyficznych dla naczyn limfatycznych
sktadnikéw btony podstawnej jest reelina, biatko macierzy pozakomorkowej,
pierwotnie zwigzane z rozwojem uktadu nerwowego. Reelina wykazuje ekspresje
zard6wno podczas rozwoju naczyn chtonnych jak i w juz uksztattowanych naczy-
niach. Jest ona wytwarzana przez komoérki LEC, zwlaszcza naczyn przedzbiorczych
I zbiorczych. Wydzielanie i obrobka proteolityczna reeliny zachodzi dzigki obecnym
w poblizu naczynia komdérkom migsniowym gladkim. Wydaje si¢, ze sygnalizacja za
pomoca reeliny jest aktywowana przez oddzialywanie migdzy dwoma typami
komorek formujgcych naczynia zbiorcze. Komorki LEC w odpowiedzi na podwyz-
szone stezenie reeliny w macierzy migdzykomorkowej zwiekszaja wydzielanie
MCP1 (ang. Monocyte chemotactic protein 1), czynnika stymulujagcego migracje
i proliferacj¢ komorek mig$niowych gladkich. Zatem reelina wraz komorkami
mie$niowymi gladkimi jest istotnym czynnikiem wplywajacym na tworzenie si¢
$ciany naczyn zbiorczych (ryc. 2) (Lutter, Xie et al. 2012).

Odroznianie na podstawie morfologii naczyn limfatycznych w tkankach nie jest
latwe. Markery takie jak: CD31, CD34, czynnik von Willebrandta, lektyna,
trombomodulina, endoglina i Fli-1 (ang. Friend leukemia integration 1 transcription
factor) wykazuja ekspresj¢ we wszystkich $rodbtonkach, limfatycznych
i krwiono$nych. Istnieje niewiele znacznikow umozliwiajgcych rozréznienie typu
naczynia. Kapilary mozna odr6zni¢ od naczyn zbiorczych dzieki ich wysokiej
ekspresji Lyvel oraz chemokiny CCL21 (ang. Chemokine (C-C motif) ligand 21).
Cecha charakterystyczna naczyn zbiorczych jest nizszy poziom ekspresji Lyvel oraz
biatka CCR7 (ang. C-C chemokine receptor type 7), gdyz w warunkach
fizjologicznych s$rodbtonki tych naczyn nie przepuszczaja komoérek i1 plynu
tkankowego. Podczas procesu zapalnego naczynia zbiorcze stajg si¢ przepuszczalne,
przede wszystkim dla makrofagéw zwigzanych z tkanka tluszczowg oraz dla
komorek dendrytycznym. Cechg charakterystyczng naczyn limfatycznych zbiorczych
sa zastawki, ulatwiajgce jednostronny ruch limfy. Komoérki $rodbtonka tworzace
zastawki naczyn limfatycznych, podobnie jak i naczyn zylnych sa wrzecionowate
i wykazuja ekspresja specyficznych czasteczek, takich jak czynnik transkrypcyjny
Foxc2 (ang. Forkhead box protein C2) i GATA2 (ang. GATA binding protein 2) oraz
integryna-alfa9, ktore sg niezbedne do powstania zastawek. Komorki zastawek
wykazuja rowniez silng ekspresj¢ Prox-1, koneksyny 37, aktywny szlak sygnatowy
NFATcl/kalcyneuryna (NFATcl ang. Nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic 1), natomiast ekspresja Lyvel jest w nich niska.
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— REKRUTACJA MIOCYTOW GLADKICH

|

SEKRECJA REELINY

INTERAKCJA KOMORKI SRODBLONKA
- MIOCYTY GLADKIE

|

- T EKSPRESJI MCP1

Rycina 2 Schemat przedstawia szlak sygnalizacji zwiazany z reeling, ktory ma wptyw na formowanie si¢
naczyn zbiorczych. Reelina jest produkowana przez komoérki LEC, i pod wptywem komorek migsniowych
gladkich wydzielana jest do przestrzeni migdzykomorkowej. Reelina indukuje ekspresje MCP1 przez
komorki LEC, czynnika, ktory wptywa na rekrutacje miocytow gradkich (Lutter, Xie et al. 2012].
Opracowanie whasne

Poniewaz brak jest wyraznego rozgraniczenia mi¢dzy naczyniami limfatycznymi
wlosowatymi a zbiorczymi wyrdznia si¢ znajdujace si¢ miedzy nimi, naczynia
przedzbiorcze, posiadajace zardwno cechy naczyn poczatkowych, jak i zbiorczych.
Naczynia przedzbiorcze zawieraja zastawki i wykazuja ekspresje Lyvel. Liczba
komorek mig$niowych gladkich w ich $cianie jest niewielka. Naczynia te wytwarzaja
nieduza ilo$¢ podoplaniny, ale znaczng ilo§¢ chemokin, oraz receptorow
chemokinowych, takich jak CCL27 i nietypowy receptor DARC (ang. Duffy antigen
receptor for chemokines) (Ulvmar, Mikinen et al. 2016; Wick et al. 2007).

Naczynia limfatyczne i krwiono$ne opieraja si¢ na zupetnie innym mechanizmie
dziatania. Uklad krwionosny funkcjonuje pod wysokim cisnieniem jako obieg
zamknigty, ktory rozprowadza krew po calym organizmie, a napedzany jest przez
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prace serca, natomiast uktad limfatyczny jest jednokierunkowym systemem
dziatajagcym pod niskim ci$nieniem i pasywnie w stosunku do uktadu krwionos$nego.
Sie¢ chtonna rozpoczyna si¢ $lepo w tkankach, by przywroci¢ ponownie do uktadu
krwionosnego przesacz tkankowy bogaty w biatka oraz lipidy. Tak jak naczynia
krwionosne, wigksze naczynia limfatyczne charakteryzuja si¢ ciagla btong
podstawng i zastawkami, ktore pomagaja utrzymac jednokierunkowy przeptyw krwi
czy limfy, a w rozwoju i przebudowie obu typéw naczyn, limfatycznych
i krwiono$nych, biorg udziat podobne czasteczki sygnatowe.

Istnieje wiele czynnikow, zaréwno zewnatrz-, jak i wewnatrzpochodnych,
warunkujacych przeptyw limfy w naczyniach chtonnych (Scallan, Zawieja et al.
2016). Sa to: pulsacja wynikajaca z przyptywu tetniczego, skurcze migsni szkielet-
towych, a w odcinku jelitowym takze skurcze migéni gladkich przewodu
pokarmowego. Automatyzm przeptywu chlonki jest utrzymywany takze przez
skurcze warstwy mig¢sniowej naczyn zbiorczych. Wszystkie te czynniki wplywaja
bezposrednio na postgpujacy i jednostronny przeplyw chlonki, natomiast zastawki
dziatajg w sposob posredni, uniemozliwiajac cofanie si¢ limfy. Naczynia zbiorcze sg
ztozone z wielu jednostek pompujacych, zwanych limfangionami, z ktorych kazdy
posiada zastawke wpuszczajaca 1 wypuszczajaca limfe z poszczegdlnego segmentu.
Wraz z warstwg miocytow gladkich stanowig one gtowny mechanizm jedno-
stronnego przeptywu limfy przez naczynia limfatyczne. Autonomiczne skurcze sg
zalezne od czynnikdéw wewnetrznych 1 zewngtrznych, wsérod ktorych mozna
wymieni¢ tempo tworzenia si¢ limfy, kompresje zalezng od skurczu mi¢sni, cisnienie
ptynu tkankowego, przeptyw limfy oraz mediatory zapalne. Kluczowa rolge w tej
regulacji odgrywa tlenek azotu (NO, ang. Nitric acid) (Breslin 2014). Relaksacja
komoérek migsniowych gladkich przez NO pozwala na wypeknienie limfangionu
w fazie rozkurczowej, by przygotowac kazdy segment na nast¢pujacy skurcz. Gdy
brak gradientu ci$nienia migdzy zastawkami zwigzanymi z jednym limfangionem,
zastawki pozostaja zazwyczaj otwarte, natomiast w sytuacji, gdy cisnienie
odptywajacej chtonki jest wyzsze niz cisnienie przyptywajacej chtonki do
limfangionu, zastawki limfatyczne zamykaja si¢ w mechanizmie podobnym do
mechanizmu dziatania zastawek w cyklu pracy serca. W naczyniach limfatycznych
panuje niskie cisnienie parcjalne tlenu czasteczkowego w poroéwnaniu do otacza-
jacych tkanek, co wskazuje na wysoka aktywnos$¢ metaboliczng naczyn zbiorczych
i sugeruje aktywna naturg wielu procesow w nich zachodzacych.

Tlenek azotu jest produkowany przez trzy izoformy syntazy tlenku azotu.
W naczyniach limfatycznych najwigksza rola przypada na eNOS (ang. Endothelial
nitric oxide synthase), podlegajaca ekspresji w naczyniach zbiorczych i pelnigca
réwniez kluczowa rolg w limfangiogenezie zaleznej od mediatora VEGF-C (ang.
Vascular endothelial growth factor C). Sita $cinajaca spowodowana szybkim
przeptywem limfy indukuje eNOS w komorkach $rdédblonka limfatycznego. Krotki
okres poltrwania tego gazu sprawia, ze tworzy si¢ gradient stezen NO, istotny dla
procesu skurczu i rozkurczu naczyn limfatycznych. Mala sita $cinajaca zmniejsza
wydzielanie NO, miocyty si¢ kurcza, i caty cykl ulega powtdrzeniu. Miocyty naczyn
limfatycznych myszy z zablokowanym genem dla eNOS kurcza si¢ z mniejszg sila,
lecz wigksza czestotliwoscig, by skompensowa¢ mniej efektywny skurcz. Para-
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doksalnie, inhibicja eNOS skutkuje wigksza $rednica naczyn limfatycznych, co
sugeruje, ze w procesie transportu limfy biorg udzial réwniez inne czynniki
regulujace, migdzy innymi produkty rozpadu kwasu arachidonowego, odpowiadajace
za spontaniczne skurcze miocytow, acetylocholina rozluzniajaca blon¢ mig$niowa,
histamina zwigkszajaca czegstos¢, ale zmniejszajagca amplitude skurczow oraz
serotonina zmniejszajaca czgstos¢ skurczow. Poprzez produkcje NO i prostaglandyn,
aktywowane makrofagi rowniez odgrywaja role w pracy komodrek miesniowych
gladkich. VEGF-C, dziatajac poprzez receptor VEGFR3, nasila przemieszczanie
limfy w naczyniach limfatycznych poprzez zwigkszenie ilosci jonow wapnia oraz
indukcje¢ eNOS. Kolejna izoforma syntazy tlenku azotu - iNOS (ang. Inducible nitric
oxide synthase) — wykazuje ekspresje w otaczajacych naczynia limfatyczne
komoérkach uktadu immunologicznego, i w warunkach fizjologicznych nie wystepuje
w komodrkach LEC. W stanie zapalnym iNOS wpltywa jednak miejscowo na
kurczliwo$¢ btony migsniowej naczyn poprzez obecnos¢ w przedostajacych si¢ do
objetej stanem zapalnej tkanki makrofagéw, ktore produkuja NO oraz poprzez
ekspresje tego enzymu réwniez w komorkach LEC. Zablokowanie iNOS powoduje
utrzymanie dzialania naczyn limfatycznych poprzez dzialajaca eNOS, jednak
zapobiega miejscowemu rozluznieniu blony mig¢$niowej, pomocnemu w stanie
zapalnym.

Naczynia limfatyczne w sercu

Naczynia limfatyczne w sercu cztowieka wystepuja we wszystkich warstwach
jego Sciany: podnasierdziowo, w S$rodsierdziu oraz podwsierdziowo. Kapilary
limfatyczne rozpoczynaja si¢ $lepo pod wsierdziem i transportujg limfe do
nasierdzia, gdzie znajduje si¢ sie¢ naczyn zbiorczych, majacych zdolnos¢ aktywnego
transportu limfy do dalszej cze$ci naczyn limfatycznych. W sercu wyr6ézniamy dwa
gléwne naczynia chtonne: jedno biegnie wzdhuiz lewej zyly wiencowej, do lewej
czesci pnia ptucnego i §rodsierdzia, a drugie towarzyszy zyle sercowej lewej (u ludzi
zyle marginalnej lewej), nastepnie zatoce wiencowej, i lewemu przedsionkowi do
$rodpiersia. Zastawki naczyn limfatycznych w sercu, tak jak w pozostatych czg$ciach
uktadu limfatycznego w innych tkankach i narzadach, zapewniaja jednostronny
przeplyw limfy i zapobiegajg cofaniu si¢ jej w obrgbie naczyn. Komory zawieraja
wigcej naczyn limfatycznych w porownaniu z przedsionkami. Naczynia limfatyczne
wystepujg takze w zastawkach sercowych i petnig w nich potencjalnie wazng rolg.
Gdy przeptyw limfy w sercu jest uposledzony, pojawia si¢ gestsza sie¢ limfatyczna
w zastawce mitralnej (w zastawce trojdzielnej brak naczyn limfatycznych
u cztowieka) (Huang, Lavine et al. 2017).

Od pewnego czasu uwaza si¢, ze naczynia limfatyczne w sercu sg kluczowe dla
jego prawidtowej funkcji, jednak dopiero od niedawna naczynia te zaczgto
postrzega¢ jako przydatny cel w leczeniu chorob serca. Nowe badania sugeruja, ze
bardziej rozwinigta sie¢ chlonna powstata w wyniku limfangiogenezy oraz ich
wigksza sprawno$¢ znacznie ulatwiajg naprawe uszkodzonej tkanki oraz zapobiegaja
przebudowie uszkodzonego serca (Huang, Lavine et al. 2017). Tak jak wigkszo$¢
narzaddéw, rowniez serce wykorzystuje naczynia limfatyczne do zachowania réwno-
wagi plynu ustrojowego w przestrzeniach §rédmigzszowych. Podczas rozkurczu
komory serca napetniajg si¢ krwia, a wzrastajace cisnienie wewnatrz komér wypycha
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limfe z naczyn znajdujacych sie pod wsierdziem do $rddsierdzia, natomiast podczas
skurczu chtonka jest przenoszona dalej do nasierdzia. Gdy spada sita skurczu serca,
niewystarczajace ci$nienie wewnatrzkomorowe powoduje obrzek, ktory skutkuje
zwigkszonym ci$nieniem $rodmigzszowym 1 zaburzong pracg serca wynikajaca
z wigkszej sztywnosci jego $cian. Nawet niewielka zmiana w ci$nieniu $rodmigz-
szowym w sercu moze skutkowa¢ znacznym obnizeniem jego sprawnosci.

Sity osmotyczne réwniez biora udzial w utrzymaniu réwnowagi pltynow
ustrojowych w sercu. Podczas normalnej pracy serca, st¢zenie biatek onkotycznych
w ptynie tkankowym jest znacznie mniejsze niz w osoczu, co powoduje przesunigcie
wody do $wiatla naczyn krwionosnych. W trakcie stanu zapalnego biatka te przechodza
do tkanek co powoduje wzrost ci$nienia osmotycznego miedzy komorkami serca
i jeszcze bardziej zwigksza obrzgk wytworzony w tym narzadzie.

Niedokrwienie mig$nia sercowego, brak wystarczajacej ilosci tlenu dostarczo-
nego do kardiomiocytéw, szybko skutkuje ich $miercig. W mig¢dzyczasie w sercu
tworzy si¢ obrzgk, spowodowany zwigkszong przepuszczalnoscia i wigkszym
tempem filtracji osocza niz przeptywu limfy oraz rozkurczem naczyn limfatycznych.
(Aspelund, Robciu et al. 2016). Podobnie do obrze¢ku limfatycznego skory, obrzek
sercowy prowadzi do zwtoknienia narzadu, manifestowanego zwigkszong produkcja
kolagenu typu | i Il przez fibroblasty. W obszarze obj¢tym przez zawat sygnaty
prozapalne rekrutuja neutrofile w przeciagu jednego dnia, a nastepnie do migsnia
sercowego migrujg monocyty/makrofagi. W ciagu 3 dni po uszkodzeniu zjawiajg si¢
makrofagi Ly6c-", usuwaja nekrotyczne resztki komoérkowe, i zamieniaja sic
nastepnie w makrofagi Ly6c- biorace udzial w zabliznianiu sig rany. Produkuja one
cytokiny, miedzy innymi te, ktére maja dziatanie przeciwzapalne (IL-10 i IL-13)
oraz indukuja wydzielanie kolagenu przez fibroblasty. Powstajaca blizna taczno-
tkankowa kompensuje utratg¢ kardiomiocytow i dziala na zasadzie rusztowania dla
mig$nia sercowego, ale ma takze negatywne skutki — utrudnia odptyw ptynu
srodmigzszowego, zaburza prace kardiomiocytéw i przyczynia si¢ do odwrdconej
przebudowy komor serca.

Uktad limfatyczny peini istotng role w przebiegu zawalu migs$nia sercowego.
Ostatnie badania wykazaty znaczna przebudowe¢ naczyn limfatycznych podczas
schorzen sercowo-naczyniowych. Podczas niedokrwienia serca naczynia limfatyczne
stajg si¢ dysfunkcyjne, co prowadzi do przewleklego obrz¢ku serca i pogarsza stan
kardiomiocytow. Co prawda zauwazona zostala limfangiogeneza zachodzaca
w konsekwencji przebytego zawalu migs$nia sercowego, jednakze powstajace
naczynia chlonne tworza poszerzona, kreta i zdezorganizowang sie¢. Poprawa
integralnosci $ciany naczyn chtonnych pozostaje teraz nowym wyzwaniem dla
biologii naczyniowo-sercowej. Zarowno VEGF-A, jak i VEGF-C okazaty sie
nieskuteczne w poprawie funkcji naczyn limfatycznych po zawale serce. Fosforan
sfingozyny 1, S1P (ang. Sphingosine-1-phosphate) stat si¢ ostatnio czynnikiem
uwazanym za obiecujacy w poprawie stanu sieci chtonnej w niedokrwionym sercu.
Ponadto, ostatnie badania dowodza, ze peptyd apelina, APLN (ang. apelin) jest
kluczowym czynnikiem wptywajacym na uktad limfatyczny w sercu. Jednym
z dowodow potwierdzajacych jest fakt, ze receptory APJ (ang. apelin receptor) dla
apeliny pojawiaja si¢ na komorkach $rodbtonka limfatycznego w niedokrwionym
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sercu, podczas gdy nie znaleziono ich w komdrkach LEC w prawidtowo funkcjo-
nujacym sercu. Apelina wykazuje plejotropowe dziatanie, ulatwiajac kurczliwo$¢
kardiomiocytow, stymulujagc angiogenezg, obnizajac cisnienie krwi oraz redukujac
stan zapalny. Hipoksja indukuje produkcje apeliny przez komoérki LEC i, by¢ moze,
kardiomiocyty i mimo ze destabilizuje potaczenia komorek srodbtonka oraz
zwigksza przepuszczalno$¢, apelina kompensuje to dzialanie, poprawiajac integral-
no$¢ tych komorek. Bialko to reguluje rowniez sekrecje S1P uszczelniajacego
potaczenia zamykajace. W zwigzku z tym, terapia bazujgca na wykorzystaniu apeliny
w polaczeniu z VEGF-C moglaby stuzy¢ jako ciekawa strategia zachowania
prawidtowego mikrosrodowiska serca (Tatin, Renaud-Gabardos et al. 2017).

Rozwoj naczyn limfatycznych

Naczynia limfatyczne zaczynaja si¢ tworzy¢ w 6-7 tygodniu rozwoju ptodowego
u czlowieka i w 9,5-10,5 dniu rozwoju ptodowego u myszy, wkrotce po rozpoczgciu
funkcjonalnego rozwoju uktadu sercowo-naczyniowego. Komorki tworzace naczynia
limfatyczne cze$ciowo rozwijajg si¢ z uktadu zylnego, lecz czg$¢ z nich ma rowniez
inne, ciggle badane pochodzenie. Czg$¢ komorek $rodblonka wywodzacych sie
z zyly glownej przedniej nabywa ekspresje czynnika transkrypcyjnego Sox18 (ang.
SRY-related HMG-box 18), majacego znaczacy wplyw na rozwoj naczyn
krwionosnych i ukladu sercowo-naczyniowego. Nastepnie czynniki Sox18 i Prox-1
wspolnie inicjujg proces réznicowania komorek srodbtonka limfatycznego. COUP-
TFII (ang. COUP transcription factor 2) wspiera ekspresje genu Prox-1 (Frangois et
al. 2008, Srinivasan et al. 2010). Synteza Prox-1 w komorkach $rodbtonka zylnego
w 9.75 dniu rozwoju myszy jest kluczowa dla ich specyfikacji limfatycznej. Po
rozpoczeciu ekspresji Prox-1 wybrane komorki srédbtonka zaczynaja syntetyzowac
VEGFR-3, ktory wraz ze swoim ligandem, VEGF-C, umozliwia tworzenie
woreczkow limfatycznych, migracj¢, odgalezianie si¢ i przezycie komoérek LEC
(Alitalo 2011; Karkkainen et al. 2004). Koreceptor VEGF-C, neuropilina-2 oraz
ligand dla receptora o aktywnos$ci kinazy tyrozynowej, efryna-2, sa istotne dla
prawidlowego ,,0dpaczkowywania” naczyn limfatycznych ze §ciany woreczkow
(Alitalo 2011; Xu et al. 2010; Mikinen et al. 2005). Powstawanie naczyh
limfatycznych z woreczkoéw jest zwane limfangiogeneza. Nowo utworzone naczynia
limfatyczne wydtuzaja si¢ i rozgaleziaja, wytwarzajac splot limfatyczny. W miare
rozwoju naczyn chtonnych ich polaczenia z naczyniami krwiono$nymi zanikaja,
Z wyjatkiem tych, ktére umozliwiaja chlonce powrdt do naczyn zylnych. Dzieje sig¢
to dzigki okluzji spowodowanej agregatami ptytkowymi, tworzagcymi si¢ w wyniku
kontaktu krwi z podoplaning wytwarzang w komorkach LEC. Podoplanina,
transbtonowa glikoproteina poprzez oddziatywanie z CLEC-2 (ang. C-type lectin
domain family 1) na powierzchni trombocytow umozliwia ich agregacje i przyczynia
si¢ do oddzielenia naczyn krwiono$nych od naczyn zylnych (Uhrin et al. 2010).

Czynniki wplywajace na naczynia limfatyczne

Liczne czynniki wzrostu wptywajg na rozwéj i funkcjonowanie naczyn limfa-
tycznych. Odkryto wiele genow odpowiedzialnych za poszczegodlne etapy rozwoju
naczyn chtonnych, na ktore sktadaja si¢ przynaleznos¢ komorek srodbtonka do
uktadu limfatycznego, migracja, proliferacja, separacja oraz przebudowa i dojrze-
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wanie naczyn chtonnych. Genami takimi sg FOXC2, FLT4 czy CCBE1 (ang.
Collagen And Calcium Binding EGF Domains 1) . Ostatnie badania in vitro, jak i in
vivo wskazujg takze na role¢ miRNA w regulacji roznicowania si¢ komorek LEC
Z komoérek srdédbtonka zylnego.

Komorki $rodblonka chtonnego wykazuja ekspresje specyficznych czgsteczek,
takich jak Prox-1, Lyvel, Foxc2, angiopoetyna-1, VEGFR-3, podoplanina,
neuropilina-2, CCL21, receptor D6, akwaporyna-1. Neuropilina-2, CCL21, Foxc2,
receptor D6 i akwaporyna-2 nie sa natomiast markerami charakterystycznymi
wylacznie dla $rodbtonka. Innymi czastkami charakterystycznymi dla LEC sg
wimentyna i CCBE-1.

Prox-1, podlegajace ekspresji w komorkach srodbtonka pod wptywem Sox18, jest
jednym z pierwszych czynnikow przynaleznosci do naczyn limfatycznych, niezbednym
do ich dalszego rozwoju. Prox-1 jest kluczowy dla limfangiogenezy, gdyz kontroluje
inne geny odpowiedzialne za rozwdj naczyn chtonnych. Wraz z COUP-1I, czynnik
transkrypcyjny Prox-1 indukuje ekspresje wielu innych genéw charakterystycznych
dla uktadu chtonnego i jednoczesnie hamujac ekspresj¢ markeréw zwigzanych
Z naczyniami krwiono$nymi.

Glikoproteina Lyvel rowniez zapewnia komorkom $rodbtonka nabycie kompe-
tencji limfatycznej, cho¢ jej obecno$¢ nie jest konieczna dla rozwoju naczyn
limfatycznych. Marker ten podlega ekspresji takze w aktywnych makrofagach.

Kolejnym biatkiem waznym dla rozwoju naczyn limfatycznych jest czynnik
transkrypcyjny Foxc2, regulujacy ekspresje licznych gendéw odpowiedzialnych za
powstawanie naczyn wlosowatych, przedzbiorczych i zbiorczych. Wraz z Prox-1,
Foxc2 umozliwia formowanie si¢ zastawek zapewniajacych jednokierunkowy
przeptyw limfy, ponadto w procesie powstawania zastawek duza role odgrywa takze
sama chlonka przeptywajaca przez pierwotne naczynia. Delecja badz mutacje genu
Foxc2 skutkujg nieregularnym rozmieszczeniem komorek migsniowych gladkich
oraz blony podstawnej w obrebie $ciany naczyn zbiorczych i uniemozliwiajg rozwoj
zastawek limfatycznych. Zmniejszony poziom Foxc2 w obrebie naczyn limfa-
tycznych, réwniez w okolicy zastawek, wigze si¢ z powstawaniem koneksyny
0 nieprawidlowej budowie, co przeklada si¢ na ostabienie funkcji naczyn
limfatycznych (Kanady et al. 2011, Ferrell et al. 2010). Mutacje w obrebie Foxc2 sg
zwigzane z zespotem obrzgk limfatyczny-podwojny rzad rzes, charakteryzujacym sig
nieprawidlowg budowa naczyn limfatycznych, obrzekiem limfatycznym konczyn
i okolicy barkowej, a takze podwojnym rzedem rzes. Co wigcej, u ludzi z defektem
Foxc2 rowniez zastawki zylne maja nieprawidlowa budowe, i mimo ze za ich
powstawanie odpowiada przede wszystkim Efryna-2, to w pdzniejszym okresie
w zastawkach zylnych stwierdza si¢ aktywnos$¢ wielu czynnikéw odpowiadajacych
rowniez za limfangiogeneze, co sugeruje podobne mechanizmy molekularne
w rozwoju zastawek zylnych i limfatycznych (Mellor et al. 2007, Bazigou, Lyons et
al. 2011).

Czasteczki angiopoetyny-1 natomiast stymuluja postnatalny rozwoj, przebudowe
i dojrzewanie naczyn chtonnych. Angiopoetyna-1 wplywa na odgatezianie si¢ naczyn
limfatycznych, a brak angiopoetyny-2 w czasie rozwoju ptodowego skutkuje
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nieprawidtowym dojrzewaniem naczyn zbiorczych. Zahamowanie genu kodujacego
ten czynnik skutkuje jelitowym obrzekiem limfatycznym.

Czasteczka Efryny-2 pelni waznag rol¢ podczas przebudowy pierwotnego splotu
limfatycznego w naczynia chtonne o hierarchicznej budowie. Defekt Efryny-2
wywoluje niewlasciwy przebieg procesu przebudowy naczyn i tworzenia zastawek
chtonnych.

Czasteczki nalezace do rodziny VEGF silnie pobudzaja limfangiogeneze
i angiogeneze. W jej sktad wchodzg PIGF (ang. Placenta growth factor), VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D | VEGF-E. VEGF-A, C i D stymuluja limfangio-
genez¢: VEGF-A poprzez taczenie si¢ z receptorem VEGFR-1 i VEGFR-2,
natomiast VEGF-C i VEGF-D z receptorem VEGFR-3 i po obrobce rowniez
z VEGFR-2. Receptor VEGFR-1 wystepuje gtownie w BEC i jego pobudzenie
prowadzi do angiogenezy, za$ receptor VEGFR-3 obecny jest w LEC i uczestniczy
w limfangiogenezie, a VEGFR-2 moze wystepowa¢ w obu rodzajach komorek
srodbtonka. VEGFR-3 jest receptorem kluczowym dla procesu limfangiogenezy.
Pierwszym odkrytym ligandem wiagzgcym si¢ z tym receptorem byt VEGF-C. Myszy
nieposiadajace tego receptora umierajg przed porodem z powodu niewyksztalconych
naczyn limfatycznych. Kolejnym ligandem wigzgcym sie¢ z VEGFR-3 jest VEGF-D.
Nadekspresja VEGF-C i D u transgenicznych myszy prowadzi do zwiekszonej
limfangiogenezy. Wymienione czynniki wzrostu s3 réwniez zaangazowane
W utrzymanie prawidtowej budowy naczyn limfatycznych w Zyciu dorostym (Jones
2011).

VEGF-A jest silnym induktorem procesu angiogenezy, lecz ostatnie badania
wskazuja na jego udziat takze w procesie limfangiogenezy (Jones 2011). Miejscowa
iniekcja adenowirusow z VEGF-A do ucha myszy powodowata lokalny
i ogélnoustrojowy rozrost naczyn limfatycznych (Nagy et al. 2002, Jones et al.
2010). W dodatku utrzymujacy si¢ stan zapalny indukowatl produkcje VEGF-A, co
powodowalo limfangiogenez¢ (Halin et al. 2007). Nie jest jasne, czy efekty te
zachodza w wyniku bezposredniego oddziatywania VEGF-A z receptorem, czy tez
posrednio poprzez rekrutacje kolejnego typu komorek badz zwigkszenie ekspresji
VEGF-C lub/i VEGF-D. Jednakze udokumentowano, ze blokada VEGFR-2 badz
VEGF-A skutkowata zahamowaniem zaleznego od VEGF-A procesu tworzenia si¢
naczyn limfatycznych (Hong et al. 2004). Badania wykazaty rowniez, ze VEGF-A
oddziatuje poprzez PLCy (ang. Phospholipase Cy), a VEGF-C uruchamia $ciezke
sygnalowa Akt (Jones 2011).

Oprocz dobrze scharakteryzowanej rodziny VEGF, wiele innych czynnikéw
rowniez ma wplyw na proces limfangiogenezy Czasteczkami tymi sg IGF (ang.
Insulin-like growth factor)1, 2 (Bjorndahl et al. 2005), FGF2 (ang. Fibroblast growth
factor 2) (Chang et al. 2004), PDGF (ang. Platelet-derived growth factor) (Cao et al.
2004), HGF (ang. Hepatocyte growth factor) (Cao et al. 2006), Angl (ang.
Angiopoietin 1) (Morisada et al. 2005). Dodatkowo czynniki, takie jak TNF-a (ang.
Tumor necrosis factor alfa) (Tammela et al. 2005) i LT-a (ang. Lymphotoxin alfa)
rowniez wykazuja dziatanie limfangiogenne (Baluk et al. 2009). Ponadto wplyw na
limfangiogenez¢ maja nietypowe czasteczki, takie jak netryna-4 (Mounzer et al.
2010), odpowiedzialna za rozgalezianie si¢ aksonow, adrenomedulina (Larrieu-
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Lahargue et al. 2010) i endotelina (Fritz-Six et al. 2008), regulatory ci$nienia krwi
czy hormony, takie jak LH (ang. Luteinizing hormone), FSH (ang. Follicle-
stimulating hormone) (Spinella et al. 2009) i GH (ang. Growth hormone). Niektore
znich wywoluja okreslony efekt bezposrednio, a inne posrednio, przyktadowo
poprzez zwickszenie ekspresji VEGF-C. IFN-y (ang. Interferon gamma), TGF-p
(ang. Transforming growth factor ) (Avraham et al. 2010, Clavin et al. 2008, Oka et
al. 2008) i trombospondyna-1 (Cursiefen et al. 2011) hamujg limfangiogeneze.
Mechanizm molekularny dziatania TGF-f pozostaje nieznany, natomiast IFN-y
hamuje ekspresj¢ Prox-1 i innych genéw odpowiedzialnych za limfangiogene,
natomiast trombospondyna-1, wigzac si¢ z receptorem CD36 na monocytach, hamuje
wydzielanie VEGF-C/D.

Obrzeki

Zmiany w obrgbie naczyn limfatycznych prowadza do trwatych obrzekow,
wynikajagcych z gromadzenia si¢ nadmiernej ilosci ptynu $rodmigzszowego
w tkankach. Wraz z uptywem czasu obrzeki te skutkuja obnizong odpowiedzig
immunologiczng organizmu. Wrodzone choroby, infekcje pasozytnicze, limfa-
denektomia i1 pooperacyjna radioterapia pacjentow onkologicznych sg gltéwna
przyczyng zaburzonego funkcjonowania naczyn limfatycznych. Ponadto, guzy
ztosliwe mogg oddziatywa¢ na lokalne wezty chtonne, umozliwiajagc w ten sposob
inwazj¢ i rozprzestrzenianie si¢ komoérek nowotworowych.

Obrzgk limfatyczny mozemy podzieli¢ na pierwotny i wtorny (Jones 2011).
Obrzeki pierwotne sa zwigzane z dysfunkcjami genetycznymi skutkujgcymi
nieprawidlowa budowa naczyn limfatycznych. Najstarszym znanym zaburzeniem
zakwalifikowanym do obrzeku limfatycznego pierwotnego jest choroba Milroya,
spowodowana mutacja w genie dla VEGFR-3. Myszy z taka mutacja wykazuja
nieprawidlowa budowe naczyn limfatycznych skory i objawy charakterystyczne dla
obrzeku limfatycznego. Obrzek wtormny wystepuje znacznie czeSciej. Jest on
spowodowany usunigciem weztow chtonnych badz uszkodzeniem naczyn limfa-
tycznych. Obecnie nie ma skutecznej metody leczenia obrzgku limfatycznego,
natomiast ¢wiczenia, masaze, ograniczenie spozywania tluszczow, stosowanie
kompresow, liposukcja i dbanie o skore moga jedynie pomdc w jego zwalczaniu.
Terapia czynnikami wzrostu moze by¢ przydatna w leczeniu obrzgku limfatycznego
wtornego spowodowanego uszkodzeniem naczyn w wyniku operacji, infekcji czy
radioterapii. Badania przedkliniczne wykorzystujace adenowirusy, wirusy zwigzane
z adenowirusami badZ nagie plazmidy zawierajagce VEGF, jak i1 samg czasteczke
VEGF-C wykazaty powstawanie nowych naczyn limfatycznych a po pewnym czasie
redukcje obrzeku. Potgczenie terapii VEGF-C z transplantacja weztow chtonnych
w mysim modelu obrzgku limfatycznego konczyn dolnych doprowadzito do
tworzenia nowych potaczen weztow limfatycznych z istniejacymi wcze$niej
naczyniami limfatycznymi, zarowno aferentnymi, jak i eferentnymi (Alitalo 2011).
Zgodnie z zatozeniem, ze do prawidtowego funkcjonowania naczynia limfatyczne
potrzebuja ciaglego przeptywu limfy, sama transplantacja wezidw chionnych bez
terapii czynnikami wzrostu VEGF-C i D prowadzita do inwolucji weztéw chtonnych
i zastgpowania grudek limfatycznych tkanka taczng i tluszczowsa. Nowoczesne
terapeutyki wykorzystujace VEGF-C i VEGF-D wydajg si¢ by¢ obiecujace
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W leczeniu obrzeku limfatycznego, potrzebne sa jeszcze jednak dalsze badania
potwierdzajace skutecznosc¢ takiej terapii.

U dorostych limfangiogeneza pojawia si¢ przede wszystkim podczas ostrego badz
przewlektego zapalenia, rozwoju guzéw nowotworowych badz podczas procesu
regeneracji tkanek.

Zespol metaboliczny i choroby sercowo-naczyniowe a naczynia limfatyczne

Wykazano zwiazek pomigdzy nieprawidlowosciami w budowie sieci limfa-
tycznej a patogeneza otylosci, chordb sercowo-naczyniowych i miazdzycy, ktore sa
najczgstszymi schorzeniami i przyczyng $mierci w wysoko rozwinigtych krajach
(Blum, Karaman et al. 2014, Dixon et al. 2010). Naczynia limfatyczne uczestniczg
W metabolizmie lipidow. Wezty chtonne i naczynia zbiorcze sa pokryte podskornym
badz trzewnym tlhuszczem, a okolowezlowa tkanka tluszczowa ulega dynamicznym
zmianom w odpowiedzi na stan zapalny o niewielkim nasileniu, z ktorym jest
powigzany majgcy zwigzek z otyloscig zesp6l metaboliczny, cukrzyca typu 2,
insulinooporno$¢ oraz choroby sercowo-naczyniowe (Alitalo 2011, Harvey et al.
2007) Powiazanie miedzy dysfunkcjg naczyn limfatycznych, zapaleniem a adipo-
geneza jest potwierdzone rozwojem ekotopowej podskornej tkanki tluszczowej
W obszarze objetym obrzekiem u mutantdow myszy z przewleklymi obrzekami.
Molekularne podtoze tego zjawiska nie zostalo jeszcze poznane (Zawieja, Wang et
al. 2012). Myszy z mutacjg inaktywujacg gen Prox1 posiadaly nieszczelne naczynia
limfatyczne, a takze rozwijaly stany zapalne oraz otylo$¢ charakterystyczne dla
poznej postaci otylosci — z podwyzszonym poziomem insuliny, leptyny oraz
sttuszczeniem watroby (Harvey et al. 2005)). U myszy z defektem genu Vegfr3
wystepowaty obrzeki limfatyczne z towarzyszacym nieprawidlowym gromadzeniem
thuszczu. Naczynia limfatyczne towarzysza takze miazdzycy, zwigzanej
Z gromadzeniem lipidow oraz stanem zapalnym w $cianie tetnic. Miocyty gladkie
$cian tetniczych konstytutywnie produkuja prolimfangiogenne czynniki, a naczynia
chtonne wystepuja w warstwie dodatkowej Sciany tetnic, towarzyszac vasa vasorum.
Myszy z brakiem apolipoproteiny E posiadaja nie tylko ztogi miazdzycowe
i trzeciorzedowe narzady limfatyczne, ale takze dysfunkcyjne naczynia limfatyczne.
Teoretycznie naczynia chlonne moglyby pomaga¢ w odplywie komorek odporno-
sciowych 1 lipidow z obszaréw dotknigtych zapaleniem, co hamowaloby rozwdj
blaszek miazdzycowych. Dalsze badania powinny pomoéc odpowiedzie¢ na pytanie,
czy wpltyw na limfangiogeneze moze spowolni¢ gromadzenie si¢ tluszczow oraz
wystepowanie zapalen towarzyszacych rozwojowi miazdzycy.
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Rycina 3 Rola naczyn limfatycznych w rozwoju zespotu metabolicznego. A. Prawidtowo funkcjonujace
naczynie limfatyczne. B. Dysfunkcyjne naczynie limfatyczne przepuszczalne dla limfy wraz
z chylomikronami, ktore powoduja powstawanie ztogow tkanki thuszczowej i powstawanie obrzgku
limfatycznego. Adipocyty wytwarzaja czynniki prozapalne, ktore dziataja chemotaktycznie na makrofagi,
ktore rowniez wytwarzajg czynniki prozapalne, takie jak IL-6, a takze czynniki prolimfangiogenne, co
prowadzi do powstawania nowych naczyn limfatycznych, ktore rowniez ulegaja uszkodzeniu i caty proces si¢
powtarza. Opracowanie wlasne
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Zespot metaboliczny to zbidr czynnikéw zwigkszajacych ryzyko rozwoju
cukrzycy typu II i chorob ukladu sercowo-naczyniowego. Czynnikami tymi sa
otyto$¢ brzuszna, dyslipidemia, nadcis$nienie tgtnicze, insulinoopornos¢ i sktonnosci
pozakrzepowo-prozapalne. Otyto$¢ jest uwazana za kluczowa przyczyne warun-
kujaca wystepowanie zespolu metabolicznego. Czynniki srodowiskowe, w tym dieta,
wydaja si¢ by¢ kluczowg etiologiczng przyczyna zespotu metabolicznego. Jedna
z cech zespotu metabolicznego jest nieefektywny transport chtonki w naczyniach
limfatycznych, spowodowany obnizong iloscia eNOS. Przyczyny niewielkiej
produkcji tego enzymu sg na razie nieznane, prawdopodobnie odpowiedzialne za to
sg cytokiny prozapalne i insulinooporno$¢ (Zawieja, Gasheva et al. 2016). Obnizony
poziom NO prowadzi takze do uszkodzenia $rodbtonka, i, konsekwentnie,
uposledzenia ich funkcji jako bariery (Scallan, Hill et al. 2015). Coraz wiccej
dowodow wskazuje na to, ze flora jelitowa i bakterie moga mie¢ wplyw na
schorzenia zwigzane ze stanami zapalnymi, w tym na zespot metaboliczny. Transport
endotoksyn zaleznych od diety jest S$ciS$le zwigzany z chylomikronami,
transportowanymi przez naczynia limfatyczne. Komoérki LEC oraz mig$niowe
gladkie zawieraja wiele receptorow Toll-podobnych, reaguja na obecno$¢ toksyn
i w ten sposob moglyby potencjalnie aktywowaé swojg prozapalng funkcje.
Mechanizm rozwoju zespotu metabolicznego przestawia rycina 3. Nieprawidtowo
dziatajace naczynia limfatyczne nie sg w stanie odprowadza¢ w prawidlowy sposob
chtonki z zawartymi w niej chylomikronami, strukturami zbudowanymi z tr6jgli-
cerydow, fosfolipidow, cholesterolu i apolipoprotein. Nieprawidtowa absorpcja badz
uposledzony transport tluszczu moze uruchomi¢ kaskadge objawow charakte-
rystycznych dla zespotu metabolicznego. Limfa w nieznany sposéb stymuluje takze
réznicowanie si¢ preadipocytow w adipocyty, wskazujac na to, ze niefunkcjonalne
naczynia limfatyczne mogga w bezposredni sposéb wptywac na akumulacje ttuszczu.
Wiadomo, ze tkanka tluszczowa moze funkcjonowac jako narzad endokrynny, nie
wspominajac o jej roli magazynujacej trojglicerydy. Adipokiny, takie jak adipo-
nektyna i leptyna, oddziatujg lokalnie i ogdélnoustrojowo na homeostaze organizmu.
Myszy z mutacja Prox-1 charakteryzuja si¢ zwigkszong sekrecjg leptyny, hormonu,
ktory poprzez swoje dziatanie na podwzgorze hamuje taknienie. Badania sugeruja, ze
wzrost akumulacji thuszczu jest $ciSle zwigzany ze wzrostem odpowiedzi zapalne;,
nie wiadomo jednak, czy zapalenie jest skutkiem, czy przyczyna otylosci (Jones
2011). Lipoproteiny pochodzace z pozywienia moga stymulowaé ekspresj¢ czasteczek
adhezyjnych w $rodblonku, co wptywa na chemotaksje komorek odpornosciowych
do miejsc objetych stanem zapalnych. U myszy z mutacjg genu Prox-1 zauwazono
gromadzenie si¢ makrofagdbw w obszarach zwigzanych z zapaleniem, a takze
W naczyniach zbiorczych, ktérych komoérki wspoélnie z adipocytami wytwarzaja
czynniki prozapalne, takie jak IFN-a czy IL-6 (Zawieja, Wang et al. 2016, Dalmas et
al. 2011). Oproécz czynnikow prozapalnych wytwarzanych przez makrofagi, komorki
te wydzielajg takze czynniki angiogenne, takie jak VEGF. Bardzo mozliwe, ze
makrofagi stymuluja limfangiogeneze poprzez produkcije VEGF-C i VEGF-D.
Stymulacja limfangiogenezy prowadzitaby do zwigkszonego transportu lipidow.
Naczynia chlonne podczas stanéw zapalnych wykazuja nieprawidtowa budowe, co
sugeruje, ze w niektorych chorobach zapalnych funkcja naczyn limfatycznych moze
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by¢ zaburzona i po dluzszym czasie prowadzi¢ do obrzeku, zapalenia i otytosci.
Krazace lipidy gromadza si¢ zarowno w adipocytach, jak i makrofagach. Kumulacja
thuszczu w makrofagach powoduje ich transformacj¢ w komorki piankowate, majace
silny zwigzek z powstawaniem blaszek miazdzycowych (Woollard et al. 2010).
Zwigkszony poziom chylomikronéw poprzez swoj wptyw na rozwdj stanu zapalnego
i dysfunkcje naczyn limfatycznych, moze by¢ uwazany za istotny czynnik
zwickszajacy prawdopodobienstwo wystgpowania chordb sercowo-naczyniowych.
Naczynia limfatyczne biorg takze udziat w transporcie zwrotnym cholesterolu,
RCT (ang. Reverse cholesterol transport), pobierajac go migdzy innymi pod postacig
estrow za pomoca receptora SR-BI (ang. Scavenger receptor class B, type 1)
znajdujacego si¢ na komorkach srodbtonka. Chociaz powigzanie miedzy groma-
dzeniem cholesterolu a stanem zapalnym prowadzacym do rozwoju miazdzycy nie
jest jeszcze w pelni zrozumiale, wykazano, Ze usunigcie cholesterolu ze $ciany tetnic
powoduje regresje blaszki miazdzycowej (Small et al. 1984). Tym samym, naczynia
limfatyczne moglyby by¢ uwazane za wazny element przeciwdzialajgcy miazdzycy
jako wptywajace na RCT i odpowiedz zapalng. Hipoteza ta zostala potwierdzona
badaniami przeprowadzanymi in vivo na zwierzetach. Myszy z hipoplazja
limfatyczng spowodowang mutacjg w genie kodujacym Vegfr3 charakteryzowaty si¢
wigkszg iloscig krazacych lipoprotein oraz szybciej rozwijaly si¢ u nich zmiany
miazdzycowe. Warto zauwazy¢, ze naczynia chlonne rzadko si¢gaja do warstwy
srodkowej naczynia krwiono$nego, gdzie rozwijaja si¢ blaszki miazdzycowe,
a znajduja si¢ przede wszystkim w warstwie zewnetrznej, dlatego konieczne sa dalsze
badania wyjasniajace rol¢ naczyn limfatycznym w procesie rozwoju miazdzycy.
Nadci$nienie tetnicze jest rowniez uwazane za jeden z istotnych czynnikdéw
ryzyka choréb sercowo-naczyniowych. Badania wskazuja, ze nadmiar spozywanej
soli akumuluje si¢ w przestrzeniach migdzykomoérkowych, prowadzac do stanu
hipertonii. Makrofagi sa wrazliwe na zmiany st¢zenia soli w $rodowisku i pod
wplywem, wrazliwego na stres osmolarny, czynnika transkrypcyjnego TonEBP (ang.
Tonicity-responsive enhancer binding protein) produkuja VEGF-C (Machnik et al.
2009, Titze et al. 2003). Wyniki tych badan wskazuja, ze makrofagi reguluja
rownowage wodno-elektrolitowa poprzez ekspresje¢ czynnika limfangiogennego.
Powyzsze zmiany patologiczne majg rowniez posredni wptyw na serce. Uktad
limfatyczny serca odpowiada za utrzymanie homeostazy ptynu $rdédmiazszowego
i zabezpiecza serce przed obrzekiem oraz jego dysfunkcja, ktéra moze pojawié si¢ juz
po niewielkim nagromadzeniu plynu $rodtkankowego. Niewlasciwy odptyw chionki
w sercu moze powodowaé wiele chordb tego narzadu. Modele duzych zwierzat sa
wykorzystywane do badan wplywu zaburzonej funkcji naczyn chtonnych na dziatanie
serca. W modelu ostrego uposledzenia przeptywu chlonki zwierzgta rozwijaty obrzek
i krwotoki (Sun et al. 1977), a w przewleklej dysfunkcji obrzeki, krwotoki, a takze
rozrost tkanki facznej 1 obnizong sprawno$¢ serca (Miller et al. 2011).
Prawdopodobnie, zaburzona funkcja naczyn limfatycznych, wynikajaca z ich
uszkodzenia podczas transplantacji, moze przyczynia¢ si¢ do odrzucenia przeszczepu
serca i pooperacyjnego zgonu. Pacjenci z co najmniej jednym odrzuceniem
przeszczepu w historii choroby mieli obnizony poziom VEGFR-3 po transplantacji
(Geissler et al. 2006). Inaczej, po przeszczepie nerki, rogowki i ptuc, poziom Prox-1
wzrasta wprost proporcjonalnie do odrzutu przeszczepu, nalezy jednak zauwazyc¢, ze
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sprawnie dzialajace naczynia limfatyczne ulatwiajg prezentacje antygenow i prowadzg
do odrzucenia przeszczepu, ale nieprawidlowo funkcjonujace naczynia limfatyczne
prowadza do obrzgku i tym samym rowniez do ostrego odrzucenia przeszczepu.
Zatem, konieczne s3 dalsze badania okreSlajagce rolg naczyn limfatycznych
W odrzucaniu narzadow, tak aby moc wilasciwie zastosowac stymulacje limfangio-
genezy po transplantacji serca. Nie wiadomo réwniez, jak cienka jest granica
pomiedzy zbyt duza, a zbyt matlg iloscig naczyn chlonnych. Badania pokazuja, ze
naczynia limfatyczne w wielu stanach chorobowych sa zdolne do przebudowy.
Zapalenie wsierdzia skutkowato zwigkszeniem ilosci naczyn limfatycznych, lecz nie
krwiono$nych. Limfangiogeneza towarzyszy takze takim chorobom, jak ostre
i przewlekle niedokrwienie serca, postepujaca miazdzyca, zapalenie $rodsierdzia,
hipertrofia migsnia sercowego czy choroba Kawasaki (Schulte-Merker, Sabine et al.
2011). Bardzo mozliwe, ze w stanach patologicznych limfangiogeneza jest kompen-
sacyjnym mechanizmem stuzacym do zachowania fizjologicznego funkcjonowania
narzadu i usuniccia obrzgku, jednak naczynia limfatyczne moga zostaé takze
uszkodzone w wyniku dziatania cytokin wytwarzanych w miejscu zapalenia.

Podsumowanie

Obecnie naczynia limfatyczne sa przedmiotem wielu badan, mimo, ze niepozorne
to w bezposredni sposob wplywaja na rownowage ptyndw ustrojowych, obronnosc¢
organizmu i transport lipidow. Wystepuja one prawie we wszystkich unaczynionych
tkankach i narzadach. Poznawane sa geny, kodujace czynniki regulujace ich rozwdj
i dojrzewanie, za$ mutacje w tych genach skutkuja dysfunkcyjnymi naczyniami
chtonnymi, i, co za tym idzie, obrzgkami limfatycznymi. Naczynia limfatyczne sg
zaangazowane w patogenez¢ wielu chorob, ich nieprawidtowa funkcja zwigzana jest
z zespotem metabolicznym i chorobami sercowo-naczyniowymi. Mimo coraz bardziej
obszernej wiedzy na temat naczyn limfatycznych, nadal jest wiele niewiadomych
zwigzanych z ich powstawaniem, funkcjonowaniem, i przebudowa w réznych stanach
chorobowych. Dalsze poznawanie naczyn chtonnych pozwoli zrozumie¢ patogeneze
choréb z nimi zwigzanymi i by¢ moze umozliwi opracowanie nowych terapii
skutecznie przeciwdziatajacych wielu chorobom, a takze pozwalajacych walczy¢
Z rozwojem chorob sercowo-naczyniowych, bedacych przyczyna zgondéw znacznej
cze$ci ludnosci na catym $wiecie, a szczeg6lnie krajow wysoko rozwinigtych.
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Streszczenie

Uktad krwiotworezy, jest jednym z najwczesniej powstajacych podczas rozwoju zarodkowego. W jego
tworzenie zaangazowane sg rozne typy komorek pochodzace z czasowo i przestrzennie oddzielnych
miejsc anatomicznych.

Proces powstawania pierwszych elementow morfotycznych krwi jest podzielony na dwa etapy.
Poczatkowo, w pegcherzyku zottkowym powstaje przejsciowa, krotko funkcjonujaca populacja komoérek
hematopoetycznych, umozliwiajaca przezycie i rozwdj zarodka do czasu powstania komorek
posiadajacych zdolno$¢ do samoodnawiania si¢. Proces ten okre$lany, jako hematopoeza pierwotna,
prowadzi do powstania erytroblastow, monocytow i megakariocytow. Szybko zastgpowany jest on
przez hematopoeze wtorng, umozliwiajacag wytworzenie wszystkich typow komorek krwi, w tym takze
komorek macierzystych hematopoezy.

Hematopoeza wtorna $cisle powigzana jest ze $rddblonkiem naczyniowym, ktdry zyskuje potencjat
hematopoetyczny. Komorki $rodbtonka wykazujace ekspresje zarowno typowych dla niego markeréw
jak i markerow hematopoetycznych okresla si¢ jako §rodbtonek hemogenny. Jego obecno$¢ zostata
stwierdzona w pecherzyku zoéttkowym, tozysku, tetnicy zoltkowej, tetnicach pepkowych, w somitach,
w sercu i tetnicach moézgowych. W brzusznym fragmencie $ciany aorty grzbietowej rejonu aorta-
gonada-srodnercze ze $rodblonka hemogennego roznicujg si¢ komoérki macierzyste hematopoezy, ktore
z krazeniem docieraja do ptodowej watroby, $ledziony a nastgpnie zasiedlaja szpik kostny. Komorki
krwi powstaja ze $rodblonka hemogennego na drodze przeksztalcenia $rodbtonkowo-hemato-
poetycznego. Proces specyfikacji srodbtonka i samo przeksztatcenie zalezg od aktywnosci okreslonych
czynnikéw transkrypcyjnych, takich jak Notchl, Sox17, Runxl. Zalezno$ci pomi¢dzy powyzszymi
czynnikami sa intensywnie badane.

Zrozumienie procesu powstawania pierwszych komorek krwi pozwala na poglgbienie wiedzy
dotyczacej patogenezy choréb hematologicznych, onkologicznych, jak i immunologicznych. Doktadna
analiza mechanizmow kontrolujacych hematopoez¢ moze przyczyni¢ si¢ do wykorzystania komorek
srodbtonkowych w celach terapeutycznych.

Stowa kluczowe: srédbtonek hemogenny, EHT, Runx1

Abstract

Hematopoietic system is one of the earliest systems which emerges during embryonic development. The
first blood cells develop in a distinct spatial and temporal anatomical areas and are generated from
various precursors.

Hematopoiesis is subdivided in two stages. The first step of blood development, the primitive
hematopoiesis, takes place in the yolk sac, where transitional, briefly functioning population of
hematopoietic cells is generated. It is necessary for existence and growth of the embryo till the time
when the first self-renewing cells are generated. In primitive hematopoiesis only erythroblasts,
monocytes and megakaryocytes differentiate. Primitive hematopoiesis is rapidly replaced by the
definitive hematopoiesis, the process leading to the creation of all blood cell types, including
hematopoietic stem cells (HSCs).
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Blood cells generated in definitive hematopoiesis arise from population of vascular endothelial cells
which gain a hematopoietic potential, as a result of endothelial to hematopoietic transition (EHT). This
endothelium which expresses vascular and hematopoietic markers is called hemogenic endothelium.
The hemogenic endothelium occurs in yolk sac, placenta, vitelline and umbilical arteries, somites, heart
and aorta-gonad-mesonephros region, where for the first time HSC differentiate. These HSC enter the
circulation and colonize the fetal liver, spleen and eventually bone marrow. Specific transcription
factors, such as Notchl, Sox17 and Runxl, are essential for hemogenic endothelium formation.
Relationships between these transcription factors are intensively studied.

The knowledge of primitive and definitive hematopoiesis enables a better understating of hematological,
oncological and immunological clinical problems. The precise analysis of mechanisms that control
hematopoiesis could contribute to use of the endothelial cells in therapeutic treatment.

Keywords: hemogenic endothelium, EHT, Runx1

Wstep

Uktad krwiotworczy powstaje bardzo wcze$nie w czasie rozwoju zarodka.
Pochodzenie pierwszych komorek krwi nie jest jeszcze do konca poznane.
W powstawanie uktadu hematopoetycznego sa zaangazowane zaréwno tkanki
zarodkowe jak i pozazarodkowe. W czasie tworzenia ukladu krwiotworczego,
w Scisle okreslonym czasie i przestrzeni, generowane sg rozne typy komorek.
Powstajace komorki ostatecznie stanowia pule komorek, ktora zasiedli szpik kostny
oraz grasic¢ w dorostym zyciu.

Proces powstawanie pierwszych elementow morfotycznych krwi dzieli si¢ na dwa
etapy: hematopoeze pierwotna oraz hematopoezg wtdrng (ostateczng). W hematopoezie
pierwotnej powstaje przejSciowa generacja komorek hematopoetycznych, natomiast
podczas hematopoezy wtornej powstajg komorki macierzyste hematopoezy (HSC,
ang. Hematopoeitic Stem Cel), ktére zdolne sa do samoodnowy (Bigas et al., 2016).
W czasie dorostego zycia erytrocyty, plytki krwi, monocyty oraz inne komorki krwi
powstaja dzieki obecnosci komoérki macierzystej hematopoezy (McGrath et al.,
2015).

W literaturze opisywane sa trzy fale hematopoezy. Pierwsza fala wystepuje
W pecherzyku zéttkowym, u myszy w 7.25 ED (ang. embryonic days), u cztowieka
natomiast pierwsze komorki hematopoetyczne obserwowane sg od 16. dnia rozwoju.
Pierwsza fala komorek hematopoetycznych odpowiada hematopoezie pierwotnej
(Palis et al., 1999; Tober et al., 2007; Julien et al., 2016). Druga fala hematopoezy,
rowniez zachodzaca w pecherzyku zottkowym u myszy w 8.25 ED, natomiast
u cztowieka migdzy czwartym a pigtym tygodniem rozwoju, charakteryzuje si¢
wytwarzaniem ukierunkowanych ostatecznych komorek progenitorowych, ktore
poprzedzaja wytworzenie komorki macierzystej hematopoezy. Obecnie wiadomo, ze
komorki hematopoetyczne drugiej fali generowane sg ze $rodbtonka hemogennego
jako erytro-mieloidalne komorki progenitorowe (ang. erythro-myeloid progenitor,
EMP) i sg uwalniane do krazenia. Podczas drugiej fali hematopoezy ze $rodbtonka
hemogennego powstajg takze komorki progenitorowe linii limfoidalnej (Gritz et al.,
2016;Julien et al., 2016;Lacaud et al., 2017). Trzecia fala hematopoezy odpowiada za
wytworzenie komoérek macierzystych HSC, ktore powstaja ze s$rodbtonka
hemogennego, u myszy w okresie migdzy 10.5-11.5 ED, a u cztowieka od pigtego
tygodnia rozwoju. Druga i trzecia fala hematopoezy reprezentuje hematopoeze
wtorng (Gritz et al., 2016; Julien et al., 2016).
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Cel pracy

Celem pracy jest przyblizenie aktualnej wiedzy na temat powstawania pierwszych
komorek krwi oraz mechanizméw, ktoére kontroluja hematopoeze, dzigki czemu
mozliwe bedzie precyzyjniejsze zrozumienie patogenezy chordb hematologicznych,
onkologicznych, jak i immunologicznych.

Materialy i metody

Analiza artykutdow pochodzacych z bazy PubMed (NCBI) z uzyciem stow
kluczowych: EHT, Runxl hemogenic endothelium, blood development, Gata2,
Notch, Sox17 oraz haset MeSH: hemogenic endothelium, Runx1, hematopoietic
system. Analizowano prace opublikowane do 2018 roku.

Hematopoeza pierwotna

Proces hematopoezy pierwotnej oraz powstawanie komorek srédbtonka sg $cisle
ze soba powigzane. Istniejg dwie hipotezy wyjasniajace powstawanie komoérek
prekursorowych dla komérek srodbtonkowych oraz hematopoetycznych. Pierwsza
zaktada, ze komorki krwi oraz komoérki §rodbtonka powstaja z niezaleznych od siebie
komoérek progenitorowych, natomiast druga sugeruje, ze w mezodermie pozaza-
rodkowej pecherzyka zottkowego wystepuje bipotencjalna komorka nazwana
hemangioblastem, ktora stanowi zrodto komorek prekursorowych zaréwno dla
procesu angiogenezy jak i hematopoezy. Hemangioblast jest opisywany jak
komorka, ktorg cechuje ekspresja markera mezodermalnego Brachury (Bry) oraz
ekspresja podtypu drugiego receptora dla czynnika wzrostu $rédbtonka naczyn (ang.
vasular endothelial growth factor 2) (VEGFR2/FIk-1) (Dzierzak et al., 2016; Gritz et
al., 2016).

U myszy pierwsze komorki hematopoetyczne rozwijajg si¢ w mezodermie $ciany
pecherzyka zoéttkowego w 7.25 ED. Dominujgcg pod wzgledem liczebno$ci linig
komorkowa sg zarodkowe erytroblasty, ktore sg wykrywane jedynie w bardzo
waskim przedziale czasowym, a nastepnie zanikajg. R6znig si¢ one od erytrocytow
dojrzatego organizmu wigkszym rozmiarem, obecno$cig jadra komoérkowego oraz
ekspresja BH1 globiny (Palis et al., 1999; Stefanska et al., 2017). Powstawaniu
pierwotnych erytroidalnych komorek progenitorowych towarzyszy wytwarzanie linii
makrofagalnej i megakariocytalnej. Powstajace megakariocyty sa diploidalne (Potts
et al., 2014). Pierwotne erytroidalne i mieloidalne komorki prekursorowe powstaja
takze w omoczni (Zeigler et al., 2006; Corbel et al., 2007) oraz w splanchnopleurze
(warstwa trzewna mezodermy blaszki bocznej) okolicy aortalnej miedzy 7,5-8.0 ED
(Cumano et al., 1996; Cumano et al., 2001). Powstajace w procesic hematopoezy
pierwotnej komorki petnig istotng role warunkujac przezycie zarodka do czasu
wystgpienia hematopoezy wtornej. Pierwotne komorki prekursorowe znajdowane sg
w wyspach krwiotworczych, strukturach sktadajacych sie tez z obwodowo
umieszczonych komérek, wykazujacych ekspresj¢ markerow $rodbtonkowych
(Peault et al., 1988; Julien et al., 2016).

Hematopoeza wtorna (ostateczna)

W  krotkim odstepie czasowym od rozpoczecia hematopoezy pierwotnej
W pecherzyku zottkowym myszy, w 8.25 ED powstaje druga, bardziej zlozona
populacja erytro-mieloidalnych komorek prekursorowych (EMP, ang. erythro-
myeloid progenitors)(McGrath et al., 2015). EMP wystepuja rowniez w niewielkiej
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ilosci w rozwijajacym sie¢ ptodowym sercu (Palis et al., 1999; Nakano et al.,
2013;McGrath et al., 2015). Z EMP powstajg w pelni zroznicowane erytrocyty oraz
komorki linii mieloidalnej, ktore sg wykrywane rowniez w zyciu dorostym (Gomez
Perdiguero et al., 2015; Hoeffel et al., 2015; Frame et al., 2016). Pierwsze komorki,
ktore zdolne s3 do réznicowania w lini¢ limfocytarng powstaja w pecherzyku
z6ltkowym oraz w splanchnopleurze migdzy 9.0-9.5 ED. Z wczesnych komorek
progenitorowych dla procesu limfocytopoezy powstaja wszystkie typy ptodowych
oraz dorostych limfocytow T, natomiast populacj¢ limfocytow B stanowia tylko
komorki B1 — bedace elementem wrodzonym uktadu immunologicznego i komorki B
strefy brzeznej (Lacaud et al., 2017).

Jednocze$nie z pojawianiem si¢ drugiej fali komorek hematopoetycznych
rozpoczyna si¢ pulsacyjny przeptyw krwi, co umozliwia zasiedlanie komorkami
hematopoetycznymi innych narzadow (Gritz et al., 2016). Bardziej ztozone komorki
progenitorowe, ktore posiadaja mozliwo$¢ rdéznicowania zarowno w lini¢ erytro-
mielodialng jak i limfocytarng wykrywane sa w regionie aorta-gonada-srodnercze
(AGM, ang. aorta-gonad-mesonephros), pecherzyku zottkowym, tozysku, tetnicy
z6ttkowej oraz w tetnicach pepkowych (Tober et al., 2016).

Podczas trzeciej fali hematopoezy, u myszy w okresie od 10.5 ED, u czlowieka
W 5 tygodniu rozwoju, powstaja pierwsze komorki macierzyste hematopoezy.
Rozwijajg si¢ one w rejonie AGM (Muller et al., 1994;Medvinsky et al., 1996). HSC
w $wietle duzych naczyn tgtniczych — tetnicy zottkowej, tetnic pepkowych (de Bruijn
et al., 2000).

HSC i EMP zasiedlaja ptodowa watrobe w 11.0 — 12.0 ED, oraz szpik kostny
w 16,5 ED. HSC tworza pule samoodnawialnych komoérek krwi w dorostym zyciu
(Dzierzak et al., 2008;Gritz et al., 2016;Gao et al., 2018).

/O0ED 85ED 9.5ED 10.5ED

Pecherzyk
Pecherzyk 20ttkowy, Tetnica Aorta-Gonada-
z6ttkowy 26ttkowa,
tozysko, Serce

Tetnice pgpkowe Srédnercze

Rycina 3. Uproszczony schemat przedstawiajacy powigzania czasowe, miejscowe oraz rodzaj powstajacych
komorek w czasie hematopoezy zarodkowej i ptodowej myszy. Na czerwono zaznaczono proces
hematopoezy pierwotnej, na szaro zaznaczono proces hematopoezy wtornej. Opracowanie wiasne na
podstawie(Swiers et al., 2013; Dzierzak et al., 2016; Gritz et al., 2016; Julien et al., 2016).
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Srédblonek hemogenny

Powigzanie hematopoezy ze $rodbtonkiem po raz pierwszy miato miejsce w XIX
wieku. W 1899 roku M.V.d. Stricht zaobserwowal, badajac rozwdj nietoperzy, ze
powstawaniu komorek krwi towarzyszy jednoczesny rozwoj naczyn krwionosnych
(Adamo et al., 2012). Podobne obserwacje zostaty przeprowadzone podczas badania
réznych gatunkow zwierzat: kura (1907), krolik (1909), cztowiek (1912), $winia
(1916). W 1917 roku Florence Sabin, opisata powstawanie krwinek czerwonych
z $rodbtonka naczynia krwionosnego kury (Sabin, 2002). W latach trzydziestych P.
D. F. Murray wprowadzit nazw¢ hemangioblast, dla okreslenia komoérek prekursor-
rowych zaré6wno krwi jak i $rodbtonka. W latach sze$c¢dziesiatych Moore i Owen
stwierdzili, ze gldéwnym miejscem hematopoezy sa tkanki pozazarodkowe, za$
komoérki krwi znajdujace sie¢ w podzniejszym okresie w zarodku pochodza
z migrujacych tam z tkanek pozazarodkowych komorek prekursorowych krwi.
Dopiero badania Dieterlen-Li¢ver i wspotautoréw (1975) wykazaty, ze komorki krwi
powstajg rowniez wewnatrzzarodkowo (Adamo et al., 2012; Gritz et al., 2016).

Obecnie wiadomo, ze hematopoeza wtdrna jest $cisle zwigzana ze §rdédblonkiem
hemogennym (HE, ang. hemogenic endothelium). Proces wytwarzania komorek krwi
ze S$rodbtonka hemogennego okresla si¢ przeksztalceniem $rodblonkowo-
hematopoetycznym (EHT, ang. endothelial-to-hematopoietic transition) (Dejana et
al., 2017). Zatem, powstajace w tkankach pozazarodkowych myszy (8.25 ED)
komorki EMP (Frame et al., 2016) oraz komorki progenitorowe dla procesu
limfopoezy (9.5 ED) (Yoshimoto et al., 2011; Yoshimoto et al., 2012) rozwijaja si¢
ze $rodbtonka hemogennego. Komorki HE pecherzyka zottkowego myszy mozna
opisaé¢ jako FIk-1" c-Kit" CD45 i SP (side population, komorki, ktore pozbywaja sie
barwnika Hoechst) (Marcelo et al., 2013).

Pierwszym miejscem, wystgpowania HE w tkankach zarodka jest rejon AGM
w okresie pomigdzy 10.0-11.5 ED. Powstaja tam komorki prekursorowe dla linii
erytroidalnej i mieloidalnej oraz komorki macierzyste hematopoezy. EHT zachodzi
in vivo w $rodbtonku aorty mysiej w tym samym czasie, kiedy powstajg pierwsze
HSC (Godin et al., 1993; Medvinsky et al., 1993; Garcia-Porrero et al., 1995; Cumano
et al., 1996; Medvinsky et al., 1996; Dzierzak et al., 2016; Gritz et al., 2016; Lacaud et
al., 2017). Podczas EHT na luminalnej stronie Sciany aorty tworzg si¢ grupy komorek
hematopoetycznych. Powstajace komorki cechuje ekspresja charakterystycznego dla
HSC receptora dla czynnika wzrostu komoérek macierzystych — CD117 (c-Kit)
(Taylor et al., 2010).

Srédbtonek hemogenny wystepuje w takich miejscach rozwijajacego sie ptodu jak
pecherzyk zottkowy, tozysko, tetnica zottkowa oraz tetnice pgpkowe, AGM oraz
endokardium (Gritz et al., 2016; Gao et al., 2018).

Charakterystyka $rodbtonka hemogennego opiera si¢ na wykazaniu ekspresji
okreslonych markerow powierzchniowych oraz czynnikéw transkrypcyjnych, ktére
umozliwiajg odréznienie jego od $rddbtonka typowo naczyniowego. Nie istnieje
jeden marker jednoznacznie cechujacy tylko komoérki HE. Podczas obserwacji in
vivo komorek zarodkow myszy wykazano, ze HSC, ktore kolonizuja szpik kostny,
$ledziong, grasice, pochodza ze $rodbtonka aorty grzbietowej, ktory wykazuje
ekspresje VE-kadheryny (Zovein et al., 2008).
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W 1997 roku Kabrun opisal komorki érodbtonka Flkl pozytywne, zdolne do
generowania HSPC (ang. hematopoietic stem and progenitor cell) (Kabrun et al.,
1997). W 1998 roku Nishikawa izolowat komoérki VE-kadheryna’/ CD45/Ter199
z pecherzyka zoéttkowego oraz z czg¢sci ogonowej zarodkow mysich pochodzacych
zokresu 9.5 ED. Badania te pokazaty, ze wyizolowane komorki sa zdolne do
tworzenia komorek linii limfohematopoetycznej. Komorki posiadajace markery
charakterystyczne dla srédbtonka: CD31, CD34, Flkl1, pochodzace z ludzkiego albo
mysiego pecherzyka zottkowego oraz z AGM, hodowane w odpowiednich
warunkach, posiadajg potencjal do roznicowania w kierunku komérek limfatycznych
jak i komorek limfomieloidalnych (Nishikawa et al., 1998; Oberlin et al., 2002;
Marcelo et al., 2013). Dalsze badania nad komoérkami VE-kadheryna’/CD45
prowadzone przez Fraser’a potwierdzily powstawanie komorek limfohemato-
poetycznych zdolnych do zasiedlenia i przezycia w napromieniowanych subletalng
dawka noworodkach mysich (Fraser et al., 2002).

Komorki $rédbtonka hemogennego moga by¢ odréznione od komorek §rédbtonka
naczyniowego rowniez poprzez odmienng aktywno$¢ promotora/wzmacniacza dla
genu FIk1 (Flk-1 p/e). Analiza aktywnosci Flk-1 p/e podczas roznicowania
embrionalnych komoérek macierzystych wykazata, ze jest on nieaktywny
w komorkach posiadajacych potencjat hemogenny (Hirai et al., 2003).

Innym markerem, ktoéry pozwala na réznicowanie populacji komorek $rodbtonka
jest o-4 integryna. Obecno$¢ na komorkach o4-integryny podczas hodowli
embrionalnych komorek macierzystych w odpowiednich warunkach promuje rozwdj
komorek wykazujacych ekspresje markerow hematopoetycznych (Ogawa et al., 1999).

Proces powstawania komoérek hematopoetycznych ze $rodbtonka hemogennego
regulowany jest poprzez eckspresje specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych.
Istotne dla tego zjawiska sa migdzy innym biatka Runx1 i Gata2. Brak ich ekspres;ji
w czasie rozwoju zarodka uniemozliwia wytwarzanie charakterystycznych dla
procesu hematopoezy grup komorek posiadajacych markery $roédblonkowe
i hematopoetyczne oraz HSC (Chen et al., 2009; Lim et al., 2012; Ruiz-Herguido et
al., 2012; de Pater et al., 2013).

Komorki $rodbtonka hemogennego oraz komorki $rodbtonka naczyniowego
wystepujacego w aorcie grzbietowej w okresie 10,5 ED stanowig przenikajgce si¢
populacje komorek $roédbtonkowych (de Bruijn et al., 2002; Solaimani Kartalaei et
al., 2015). Komorki HE sa w petni funkcjonalnymi komoérkami $rodbtonka, ale
posiadaja odmienny profil ekspresji biatek, ktory odréznia je od komorek srodbtonka
naczyniowego (Swiers et al., 2013; Solaimani Kartalaei et al., 2015).

Kolejnym biatkiem zaangazowanym w rozwoj srodbtonka hemogennego jest
Notchl. Obecnos¢ Notchl jest istotna do rozwoju zaréwno $rodbtonka naczynio-
wego jak i hemogennego, jednak najwazniejsza jest oddziatywanie Notchl z jego
ligandem Jaggedl, poniewaz umozliwia to powstawanie HSC (Robert-Moreno et al.,
2005; Robert-Moreno et al., 2008; Guiu et al., 2014).

Specyfikacja komorek srédbtonka w kierunku hemogennym podlega kaskadowe;j
regulacji poprzez okreslone czynniki transkrypcyjne. Jednym z najwcze$niej
dziatajacych jest SCL/TAL1 (ang. Stem Cell Leukemia/T-cell Acute Lymphocytic
Leukemia Protein). Czynnik ten istotny jest takze dla normalnej funkcji dojrzatych
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HSC oraz podczas koncowego dojrzewania okre§lonych linii komorek krwi.
Ektopowa jego ekspresja zwigzana jest z patofizjologia T-ALL (ang. T-cell Acute
Lymphocytic Leukemia).

Dla procesu rozwoju $réodblonka hemogennego w AGM wazne jest
umiejscowienie HE w otaczajgcych tkankach. Jednoczesna hodowla fragmentu AGM
i brzusznej czgsci jelita umozliwia pojawienie si¢ komorek HSC, natomiast hodowla
z tkankami lezacymi grzbietowo od AGM powoduje zahamowanie powstawania
HSC (Peeters et al., 2009). Uwarunkowane jest to miedzy innymi ekspresja BMP4
(ang. Bone Morphogenetic Factor 4), ktorego zwigkszona ilos¢ wystepuje w czesci
brzusznej zarodka (Durand et al., 2007; Dzierzak et al., 2016).

Charakterystyka wazniejszych czynnikow transkrypcyjnych
zaangazowanych w wytwarzanie komorek hematopoetycznych ze
srodblonka hemogennego

Sox17 RA

\ /

-(—rlagl DII4
/ L\
Foxc2 |Runxl| GATA
[

Srédbtonek hemogenny HSC
CD31, CD34, VEC, FIk1, c-kit cDa1
Scl/Tal, Runx1, Foxc2

Rycina 4 Specyfikacja $rodbtonka hemogennego odbywa sie poprzez oddzialywanie Notch z ligandem Jag1.
Kwas retinowy oraz czynnik transkrypcyjny Sox17 aktywuja transkrypcje Notch. Ligand DIl4 jest konieczny
dla utrzymania charakteru tetniczego komorek $rodbtonka. Nastepstwem aktywacji §ciezki Notch-Jagl jest
ekspresja czynnikow transkrypcyjnych charakterystycznych dla HE: Foxc2, Runx1 oraz Gata2. Komorki
$rodblonka hemogennego cechuje ekspresja m.in. CD31, CD34, VE-kadheryny, FIk1, c-kit. Pierwszym
z marker6éw pojawiajacych si¢ podczas EHT i tworzenia komorki macierzystej hematopoezy jest CD41.
Opracowanie wlasne na podstawie (Swiers et al., 2013; Dzierzak et al., 2016; Gritz et al., 2016;

Julien et al., 2016).

Notch

Sygnalizacja poprzez $ciezke Notch jest konserwowana ewolucyjne. Podczas
rozwoju organizmu receptor Notch zaangazowany jest w wiele proceséw, w tym
w powstawanie naczyh oraz serca. U ssakow wystepuje czterech przedstawicieli

127



Mateusz Bartkowiak, Krzysztof Bartkowiak, Magdalena Chudzik,
Justyna Niderla-Bieliriska, Ewa Jankowska-Steifer

rodziny receptoréw Notch (Notchl-4) oraz pie¢ ligandéw — Delta-like (DLL 1,3,4)
i Jagged (Jag 1,2). Oddziatywanie pomiedzy receptorami oraz ligandami powoduje
przekazanie sygnatu pomigdzy sasiadujgcymi komodrkami, co prowadzi do
uwolnienia domeny wewnatrzkomorkowej Notch (NICD, ang. Notch intracellular
domain). Dziatajacy wewnatrzkomorkowo kompleks y-sekretazy powoduje
ostateczne uwolnienie NICD do cytoplazmy, skad dociera on do jadra komérkowego,
gdzie wraz z czynnikiem wigzacym DNA-RBPJ i ko-aktywatorem Mastermind-like
(MAML) tworzy aktywny kompleks transkrypcyjny. Szlak ten jest regulowany na
wielu etapach poprzez sprzezenia negatywne i pozytywne (High et al., 2008).
Sciezka Notch petni istotng role w roznicowaniu si¢ komorek oraz determinacji
ich losu, szczegodlnie dotyczy to komoérek srodbtonkowych oraz komorek krwi. Coraz
wigce] dowodoéw wskazuje na szczegélne znaczenie Notch w nabywaniu przez
komorki §rodbtonka cech hemogennych. Ekspresja Notchl pokrywa si¢ z miejscem
wystepowania $rodbtonka hemogennego (Jang et al., 2015). Zarodki, ktore nie
posiadaja, charakterystycznych tylko dla komoérek s$rodbtonkowych, receptorow
Notchl albo Notchl i Notch4 (Uyttendaele et al., 1996; Liu et al., 2006) wykazuja
podobne zaburzenia rozwoju naczyn jak myszy transgeniczne Raldh2-/- (ang.
retinaldehyde dehydrogenase 2) (Krebs et al., 2000; Lai et al., 2003; Limbourg et al.,
2005). Brak ekspresji Notch uniemozliwia aktywacje podlegajacych mu gendéw
HES1 i HEY1, ktére zaangazowane sg w regulacj¢ hematopoezy (Schwanbeck et al.,
2008). Potwierdzeniem udzialu szlaku sygnalizacyjnego Notch w procesie
hematopoezy jest zahamowanie rozwoju komorek srédbtonka hemogennego poprzez
chemiczng inaktywacj¢ y-sekretazy w 8.0 ED pecherzyku zottkowym zarodkow
mysich (Marcelo et al., 2013). Wykazano réwniez, ze w mutantach Notchl -/-
w regionie AGM nastgpuje spadek aktywnos¢ hematopoetycznej (Kumano et al.,
2003;Zape et al.,, 2011). Natomiast indukcja Notchl w mysich komoérkach
macierzystych prowadzi do rozwoju komodrek s$rodbtonka hemogennego ze
wzmocnionym potencjatem hematopoeteycznym (Jang et al., 2015). Do$wiadczenia
te sugeruja, ze receptor Notchl jest bardzo istotnym czynnkiem regulujacym
réznicowanie komorek w kierunku $robtonka hemogennego (Gritz et al., 2016).
Szlak sygnalizacyjny Notch pelni wazng rol¢ podczas réznicowania si¢ komorek
srodbtonka hemogennego w HSC (Kumano et al., 2003; Hadland et al., 2004; Bigas et
al., 2010). Wydaje sie, ze sygnalizacja Notch posredniczy w rozwoju HSC poprzez
EHT dzi¢ki interakcji pomigdzy pojawiajacymi si¢ HSPC, ktore wykazujg ekspresje¢
receptora dla Notch oraz znajdujacych si¢ w okolicy komorek $rédbtonka i komorek
zrebowych (Bigas et al., 2012;Hadland et al., 2015). Receptory dla Notchl oraz
Notch4 ulegajg specyficznej ekspresji w komorkach srodtonka wyscietajacych aorte
grzbietowa oraz przekazuja informacje kolejnym elementom szlaku sygnaliza-
cyjnego, w ktory zaangazowane sag DLL4, Jagl, Jag2, HES1, HRT1, HRT2 oraz
GATAZ2, ktore znajduja si¢ zarowno w komorkach srodblonkowych aorty grzbietowe;j
jak i w grupach komorek, ktore rdéznicuja si¢ w komorki hematopoetyczne, w okresie
pomiedzy 9.5 ED - 10.5 ED (Robert-Moreno et al., 2005; Robert-Moreno et al.,
2008; Bigas et al., 2013). Myszy oraz danio pregowany, ktore nie posiadaja szlaku
sygnalizacyjnego Notch wykazuja istotny defekt w réznicowaniu si¢ komorek
hematopoetycznych w tkankach wewnatrzzarodkowych oraz nie s3 w stanie
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wygenerowac populacji komoérek HSC zdolnych do samoodnowy (Bigas et al., 2013;
Marcelo et al., 2013). Zablokowanie aktywnosci Notch hamuje proces EHT
w hodowli in vitro mysich komoérek pochodzacych z okoto aortalnej splanchnopleury
oraz AGM (9.5 ED), natomiast pobudzenie szlaku Notch w komorkach
pochodzacych z tej samej lokalizacji z okresu 11.0 ED powoduje tworzenie komorek
HSC zdolnych do samoodnowy (Hadland et al., 2015). Doswiadczenia te potwier-
dzaja udziat Notchl w procesie roznicowania komorek srédbtonka hemogennego jak
i w powstawanie HSC (Gritz et al., 2016).

Rola Notch w specyfikacji §rodblonka hemogenngo opiera si¢ na jego oddziaty-
waniu z roznymi ligandami. Sygnalizacja DIl4-Notchl utrzymuje specyfikacje
srédblonka naczyniowego/tetniczego. Przypuszczalnie komorki prekursorowe
srodbtonka hemogennego w odpowiedzi na Jagl ostabiajg/hamujg silng sygnalizacje
Dll4-Notchl, zastepujac ja niska sygnalizacja Notchl, konieczng i wystarczajaca do
aktywacji genow hemogennych, takich jak Gata2 (Robert-Moreno et al., 2008).
Ponadto Jagl indukuje aktywacj¢ transkrypcyjna kilku mRNA, ktére moga wyciszaé
réznicowanie $rodbtonka naczyniowego (Gama-Norton et al., 2015). Promotor genu
Gata2 posiada dwa miejsca wigzace RBPJ (Guiu et al., 2013). Delecja RBPJ
uniemozliwia powstawanie HSPC. Czynnik transkrypcyjny Gata2 jest zaagazowany
w istotny sposob w roznicowanie komorek krwiotworczych, m.in. kierujgc ekspresja
czynnika transktypcyjnego RUNX1 (Oka et al., 1995; Robert-Moreno et al., 2005).

RUNX1

RUNX1 (ang. Runt-related transcription factor 1; AML1, ang. acute myeloid
leukemia 1 protein) jest jednym z czynnikow transkrypcyjnych nalezgcych do
rodziny Core binding factors (CBF). RUNXI1 jest biatkiem konserwowanym
ewolucyjnie, podlegajacym ekspresji we wszystkich miejscach rozwijajacego si¢
zarodka, w ktorych wystepuje proces hematopoezy ostatecznej (Okuda et al., 1996;
Wang et al., 1996; Cai et al., 2000). Jego obecno$¢ stwierdza si¢ w komorkach
srodblonka aorty grzbietowej rejonu AGM oraz w grupach komoérek hemato-
poetycznych przylegajacych do brzusznej czgséci aorty grzebietowej, jak i w tozysku,
w tetnicach zottkowych i pepkowych oraz w sercu (North et al., 1999; North et al.,
2002; Swiers et al., 2010; Nakano et al., 2013). Ekspresja Runx1 jest konieczna do
powstawania HSC z komorek $rodblonka hemogennego na drodze EHT (Yokomizo
et al., 2001; Lacaud et al., 2002; Chen et al., 2009; Lancrin et al., 2009; Swiers et al.,
2010). Brak ekspresji RUNX1 powoduje zaréwno zahamowanie powstawania erytro-
mieloidalnych komorek progenitorowych jak i HSC, co prowadzi do ci¢zkiej anemii
i $mierci myszy przed 12.5 ED (Cai et al., 2000). Ekspresja RUNXL1 jest wymagana
i kluczowa dla hematopoezy ostatecznej, jednak szybko ustaje po zajsciu procesu
EHT (Chen et al., 2009). Mimo iz powszechnie uznaje si¢, ze ekspresja Runxl nie
jest konieczna dla zaistnienia hematopoezy pierwotnej (Lacaud et al., 2002; Lancrin
et al., 2009), to szczegdtowe badanie ujawnily, ze ekspresja Runx1 jest wymagana do
rozwoju pierwotnych makrofagéw oraz dla prawidtowego rozwoju pierwotnych
erytroblastow 1 megakariocytow. W przypadku delecji Runxl, powstaja dwie
pierwotne linie hematopoetyczne, erytrocyty i megakariocyty, jednak ich prawidlowy
rozwoj jest niepelny, wykazuja one niski poziom ekspresji antygenu Terl19 oraz
czynnikow transkrypeyjnych KLF1 i GATA1 (Castilla et al., 1996; Yokomizo et al.,
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2008). Okoto 30% pierwotnych erytrocytow rozwijajacych sie u zarodkéw Runx1—/—
wykazuje nieprawidtowy ksztalt, z punktowo chropowata powierzchnig (Yokomizo
et al., 2008). Poniewaz powstawanie tych komorek nie jest zaburzone zarodki
dozywaja do 12.5 ED, czyli dtuzej niz zarodki z delecja GATAI, ktére umieraja do
10,5 ED, z powodu catkowitej utraty pierwotnych erytrocytow (Fujiwara et al., 1996;
Okuda et al., 1996; Wang et al., 1996; Yokomizo et al., 2008). Runx1 nie jest takze
konieczny do rozwoju pierwotnych megakariocytow, chociaz w mysich zarodkach
Runx1—/— ich liczba jest mniejsza (Potts et al., 2014). Komoérkami, ktorych
powstanie zalezy od Runx1 sg pierwotne makrofagi, ich brak obserwuje si¢ zar6wno
w zarodkach Runx1—/—, jak i hodowlach roznicujacych sie z zarodkowych komorek
macierzystych (Lacaud et al., 2002; Liu et al., 2006).

Z licznych badan wynika, ze podczas EHT ekspresja RUNX1 powoduje
zahamowanie §ciezki roznicowania $rodblonka naczyniowego na korzy$¢ rozwoju
komorek hematopoetycznych. Przeksztalcenie $rddbtonkowo-hematopoetyczne
mozna opisa¢ poprzez co najmniej trzy nast¢pujace po sobie stadia dojrzewania
komorek, charakteryzujace si¢ ciagla ekspresja VE-kadheryny i sekwencyjnym
pojawianiem si¢ ekspresji markeréw hematopoetycznych, pierwszego CD41 (pre-
HSC Type I: VE-kadheryna’CD41"CD45 ) i nastgpnie CD45 (pre-HSC Type II: VE-
kadheryna*CD45"), co poprzedza powstanie w peni funkcjonalnych HSCs (Taoudi
et al., 2008; Rybtsov et al., 2011). Delecja genu RUNX1 nie uniemozliwia
powstawania komoérek VE-kadheryna® CD45CD41", ktére s3 fenotypowym
odpowiednikiem prekursoréw dojrzatych komoérek macierzystych hematopoezy, ale
hamuje przeksztalcenie ich w kolejne stadium CD45" (pre-HSC) (Liakhovitskaia et
al., 2014).

Transkrypcja Runx1 jest kontrolowana przez dwa alternatywne promotory, ktore
odpowiadaja za powstanie dwoch transkryptow kodujacych dwie glowne izoformy
RUNX1 (Miyoshi et al., 1995). Promotor P1, czyli dalszy kontroluje ekspresje
dalszej izoformy RUNX1 — RUNXIC, za$ promotor P2, czyli blizszy kontroluje
izoforme blizszg — RUNX1B (Sroczynska et al., 2009; Lie et al., 2014). Na poziomie
biatka te dwie izoformy s3 prawie identyczne i roznig si¢ jedynie sekwencja
aminokwasowa ich rejonéw N-terminalnych (Miyoshi et al., 1995; Fujita et al.,
2001). Wystepowanie dwoch promotoréw i rdznice w rejonie N-terminalnym
charakteryzuja wszystkie geny Runx, u réznych gatunkow zwierzat i czlowieka
(Levanon et al., 2004).

Aktywno$¢ promotora P2 jest wykrywana w $rodbtonku hemogennym, u myszy
jest to jedyny aktywny w tym okresie promotor Runx1 (Bee et al., 2009; Sroczynska
et al., 2009), wzkazujac, ze powstajaca izoforma RUNXIB jest odpowiedzialna za
rozpocz¢cie EHT (Lie et al., 2018). Aktywacja promotora Pl nast¢puje
W pdzniejszym rozwoju, podczas EHT, w komorkach CD41 pozytywnych (Bee et
al., 2009;Sroczynska et al., 2009). W dojrzalym uktadzie hematopoetycznym
dominujgcym promotorem jest P1 (Bee et al., 2009; Draper et al., 2016).

Analiza transkryptomu RUNX1b wykazata, ze aktywuje on geny zaangazowane
w wiele procesoOw, miedzy innymi w adhezje komorek, przebudowe macierzy
zewnatrzkomorkowej, sygnalizacj¢ z udzialem integryn oraz w poczatkowe etapy
migracji komorek s$rodblonkowych w czasie EHT (Lie et al., 2014). RUNX1
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powoduje aktywacje takich biatek, jak GFI1/GFIIB (ang. Growth factor indepen-
dence 1), ktorych ekspresja prowadzi do zmniejszenia ilosci biatek odpowie-
dzialnych za S$rodblonkowy charakter komoérek, co przejawia si¢ zmiang ich
morfologii ze sptaszczonej, charakterystycznej dla §rodbtonka, na bardziej okragla
(Lancrin et al., 2012). Brak biatka GFI1B w rozwijajacym si¢ zarodku powoduje
utrate¢ mozliwosci uwolnienia si¢ komoérek hematopoetycznych powstajacych
w pecherzyku zottkowym do naczyn krazenia (Lancrin et al., 2012). RUNXI1c jest
zaangazowany w powstawanie HSPC z komorek $rodbtonka hemogennego tylko
w okreslonym czasie rozwoju zarodka. Obie izoformy RUNXI posiadajg taka sama
funkcje w czasie tworzenia HSPC w dojrzalym szpiku kostnym oraz w watrobie
(Challen et al., 2010).

Wiadomo, ze Runx1 jest niezb¢dnym czynnikiem transkrypcyjnym dla inicjacji
i zakonczenia procesu EHT. Na wczesnym etapie rdéznicowania S$rodblonka
hemogennego obecne jest biatko RUNXIB, ale jego aktywno$¢ jest nieznaczna,
utatwia to dojrzewanie HE, natomiast zwigkszenie aktywnosci RUNX1B odpowiada
za rozpoczecie 1 progresje EHT. Zbyt wczesny wzrost poziomu RUNXI1B
prawdopodobnie powoduje zaburzenia hematopoezy (Lie et al., 2018).

Ekspresja RUNXI1 jest regulowana przez bialka Sox17 i Notchl. Obnizenie
ekspresji Notchl i wzrost ekspresji RUNX1 wystepuje w komorkach hemato-
poetycznych CD41 i CD45 (Richard et al., 2013). Ekspresja Sox17 jest konieczna do
regulacji Notchl w czasie tworzenia si¢ komorek hematopoetycznych ze srodbtonka
hemogennego (Saito et al., 2018).

Sox17

Czynniki transkrypcyjne Sox (SRY-related HMG-box) sa zaangazowane w rozne
procesy zachodzace podczas rozwoju zarodkowego. Zostaly one podzielone, na
podstawie aminokwasowej struktury domeny HMG, na 9 grup od A do H (Kamachi
et al., 2013). Grupa F sktada si¢ z trzech czynnikoéw transkrypcyjnych: Sox7, Sox17,
Sox 18, ktore roznie regulujg powstawanie uktadu sercowo-naczyniowego. Sox18 jest
jednym z kluczowych czynnikow transkrypcyjnych zaangazowanych w proces
limfangiogenezy, ekspresja Sox7 jest istotna w procesie hematopoezy pierwotnej.
Czynnik transkrypcyjny Sox17 jest konieczny dla wzrostu i réznicowania dojrzatych
komorek endodermalnych i remodelowania komorek srodbtonka. Podlega on
ekspresji w naczyniach tetniczych oraz w §rédblonku hemogennym powstajacym
z zarodkowych komérek embrionalnych oraz w HSC powstajacych w ptodowej watrobie
(Kimet al., 2007; Clarke et al., 2013; Nobuhisa et al., 2014; Clarke et al., 2015).

Plody myszy z nokautem genu Sox 17 charakteryzuja liczne krwotoki oraz brak
widocznej hematopoezy, ilo§¢ powstajacych komorek $rédbtonka hemogennego oraz
HSC ulega istotnemu zmniejszeniu. Ptody te dozywaja tylko do 13.5 ED (Clarke et
al., 2013). Mysie zarodkowe komorki macierzyste z nokautem Sox17 posiadaja
zachowany potencjal do roznicowania w pierwotne komdrki mieloidalne
i erytrocytarne powstajace podczas hematopoezy pierwotnej, natomiast ich zdolno$é
do réznicowania w limfocyty T oraz HSC jest znacznie ostabiona (Clarke et al., 2013).
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Podsumowanie

Zrozumienie procesu hematopoezy oraz roli $srédbtonka hemogennego w procesie
powstawania krwi pozwala na poglebienie wiedzy dotyczacej patogenezy chorob
hematologicznych, onkologicznych, jak i autoimmunologicznych. Srodblonek
hemogenny jest strukturg niezwykle trudng do badania. Skiada si¢ na to kilka
aspektow. Po pierwsze, ilo§¢ komoérek po izolacji jest niezwykle mata i oscyluje
w granicach 1-3 % z catej puli komorek §rodbtonkowych pochodzgcych z mysiego
pecherzyka zottkowego oraz z regionu aorta-gonda-srodnercze. Po drugie jego
wystepowanie jest ograniczone do kilku lokalizacji zas wykrycie $rodbtonka
hemogennego jest mozliwe w bardzo ograniczonym przedziale czasowym. Po trzecie
nie ma jednego swoistego markera tylko dla komoérek $rodbtonka hemogennego, co
utrudnia jego okreslenie (Gritz et al.,, 2016). Doktadna analiza mechanizméw
kontrolujagcych hematopoezg oraz roli $rodbtonka hemogennego w procesie
powstawania krwi ciagle jest badana. Wyniki takich prac moga przyczyni¢ si¢ do
wykorzystania komorek srodblonkowych w celach terapeutycznych.
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Streszczenie

Komorki macierzyste (SC, ang. stem cells) to komérki pierwotne, wykazujace potencjalnie nieogra-
niczong liczb¢ podziatéw, a takze posiadajace zdolnosci do roéznicowania si¢ w komoérki réznych
rodzajow tkanek. Wsrdd nich rozrézniamy komorki o wlasciwosciach totipotencjalnych zdolnych do
réznicowania si¢ w kazda komorke organizmu. Komorki pluripotencjalne potrafia zréznicowac sig
w kazdy typ komorek dorostego organizmu za wyjatkiem trofoblastu. Multipotencjalne komorki
macierzyste roznicujg si¢ wylacznie w kierunku komorek listka zarodkowego, z ktorego same si¢
wywodzg, natomiast unipotencjalne komorki macierzyste daja poczatek tylko $cisle okreslonym
komoérkom.

Ponadto, w zaleznos$ci od zrodta pobrania komorek macierzystych mozna wyszczegélni¢: MSC, HSC
oraz ESC. Mezenchymalne komoérki macierzyste (MSC, ang. mesenchymal stem cells), izolowane sa
glownie z tkanki thuszczowej, szpiku kostnego czy krwi pgpowinowej i maja wlasciwosci multipotentne.
Hematopoetyczne komorki macierzyste (HSC, ang. hematopoietic stem cells), pozyskiwane sa z krwi
obwodowej, pepowinowej oraz szpiku kostnego. Natomiast embrionalne komorki macierzyste (ESC
ang. embryonic stem cells), maja wlasciwosci pluripotentne, ale ograniczenia etyczne uniemozliwiaja
ich pozyskiwanie do celow medycznych.

Roéznicowanie komoérek macierzystych jest przedmiotem wielu badan na calym $§wiecie. Terapia
komorkami macierzystymi umozliwitaby uzyskanie komorek pozadanego typu i ich autologiczny
przeszczep do organizmu dawcy. Przyktadowo standardowymi czynnikami w procesie réoznicowania
komorek macierzystych w kierunku osteoblastow sg deksametazon, B-glicerofoforan, oraz kwas
askorbinowy. Jednakze ze wzglegdu na zmienna wydajno$¢ tego procesu, zwigzang z wieloma
czynnikami takimi jak wiek czy choroby dawcy, sposob pobrania oraz warunki hodowli poszukiwane sg
nowe czynniki zdolne do promowania rozwoju komorek tkanki kostne;.

Wydaje si¢, ze czynnikiem takim moze by¢ melatonina. Hormon ten petni istotna funkcje miedzy
innymi w procesach tworzenia i mineralizacji kosci. Reguluje takze homeostaz¢ wapnia poprzez
Taczenie si¢ z kalmoduling i prawdopodobnie bierze udziat w syntezie kolagenu typu L.

Udoskonalenie procesu réznicowania komorek macierzystych w kierunku komorek wielu typoéw tkanek
z pozwoli na wykorzystanie ich w medycynie regeneracyjnej do leczenia przewlektych chorob oraz
uszkodzen wielu typow tkanek.

Celem pracy jest przeglad literatury obejmujacej tematyke komorek macierzystych, melatoniny oraz jej
znaczenia w réznicowaniu komorek macierzystych.

Abstract

Stem cells (SCs) are primary cells, that have potentially unlimited number of divisions and ability to
differentiate into cells of different types of tissue. Among them, we distinguish cells with totipotential
properties capable of differentiating into each cell of the organism. Pluripotent cells can differentiate
into all types of cells in the adult organism, with the exception of trophoblast cells. Multipotent stem
cells differentiate only towards the cells of the germ layer from which they originate, while unipotent
stem cells give rise to only specific cells.

In addition, depending on the source of stem cells collection, you can specify: MSC, HSC and ESC.
Mesenchymal stem cells (MSCs) are mainly isolated from adipose tissue, bone marrow or umbilical
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cord blood and have multipotent properties. Hematopoietic stem cells (HSCs) are obtained from
peripheral blood, umbilical cord and bone marrow. In contrast, embryonic stem cells (ESCs) have
pluripotent properties, but ethical restrictions prevent them from being obtained for medical purposes.
Stem cell differentiation is the subject of many studies around the world. Stem cell therapy would make
it possible to obtain the cells of the desired type and their autologous transplant into the donor's body.
For example, standard factors in the process of stem cell differentiation towards osteoblasts are
dexamethasone, B-glycerophoforane and ascorbic acid. However, due to the variable performance of
this process, associated with many factors such as age or diseases of the donor, the method of collection
and the conditions of cultivation are sought for new agents capable of promoting the development of
bone tissue cells.

It seems that melatonin may be one of these factors. This hormone plays an important role in the
processes of bone formation and mineralization. It also regulates calcium homeostasis by combining
with calmodulin and is probably involved in the synthesis of type | collagen.

Improving the process of differentiation of stem cells towards cells of many types of tissues will allow
them to be used in regenerative medicine to treat chronic diseases and damage to many types of tissues.
The aim of the study is to review the literature covering the subject of stem cells, melatonin and its role
in stem cell differentiation.

Komoérki macierzyste

Komorki macierzyste charakteryzujg si¢ potencjalnie nieograniczong proliferacja
oraz sg prekursorami réznicowania si¢ ponad 200 typoéw komorek (Frati, Scopetti et
al. 2017). Mozna sklasyfikowa¢ je na podstawie ich pochodzenia, wyrdzniamy tutaj
embrionalne komorki macierzyste — ESC (ang. embryonic stem cells) oraz komorki
macierzyste, ktore nie sg izolowane z wezta zarodkowego blastocysty miedzy innymi
HSC (ang. hematopoietic stem cells) i MSC (ang. mesenchymal stem cells) (Singh,
Singh et al. 2016).

ESC maja charakter pluripotencjalny, ktory daje duza przewage nad somatycz-
nymi komoérkami macierzystymi, majacymi ograniczony potencjat ro6znicowania sig.
Niestety ich zastosowanie kliniczne jest znacznie ograniczone, gdyz wykazuja cechy
niestabilnosci genetycznej, wlasciwosci kancerogenne i immunogenne, a ze wzgledu
na zrodlo ich izolacji, ktorym jest wezel zarodkowy blastocysty, ESC sg trudno
dostepne i wykorzystanie ich budzi kontrowersje etyczne (Dixit, Katare 2015).

Komorki macierzyste hemopoezy (HSC) mozna znalez¢ gléwnie w szpiku
kostnym w charakterystycznej niszy HSC lub w krwi pepowinowej. Maja one
wlasciwosci multipotencjalne, a w organizmie cztowieka réznicujg sie w komorki
krwi. Jednakze ich hodowla w warunkach in vitro jest trudna ze wzgledu na
problemy utrzymania ich w stanie niezroznicowanym (Hirata, Furuhashi et al. 2018;
Singh, Singh et al. 2016; Wang, Saijo et al. 2018).

MSC sa obiecujagcym zréditem terapii komorkowej ze wzgledu na wlasciwosci
multipotencjalne, co warunkuje roéznicowanie si¢ w adipocyty, osteoblasty oraz
chondrocyty (Singh, Singh et al. 2016). Najczestszym zrodtem mezenchymalnych
komoérek macierzystych sg tkanki takie, jak szpik kostny czy tkanka tluszczowa,
popularnym zrédlem ich izolacji jest rowniez krew pepowinowa. Ich glowng zaleta
jest mata inwazyjno$¢ w sposobie pobrania tkanki, z ktorej sa one pozyskiwane.
Jednak liposukcja czy lipoaspiracja w przypadku pobrania tkanki thuszczowej jest
duzo mniej niebezpieczna dla pacjenta niz naktlucie koséca w przypadku komorek
pozyskiwanych ze szpiku kostnego (Dixit, Katare 2015; Fernandes, Valente et al.
2018). MSC roznicuja si¢ w komorki linii mezodermalnej, a ich tatwos¢ proliferacji
in vitro bez utraty ich funkcji biologicznych czyni je doskonalym materiatem
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badawczym. Dodatkowo, ich zastosowanie nie budzi kontrowersji etycznych, jak
w przypadku chociazby ESC (Dixit, Katare 2015; Fernandes, Valente et al. 2018;
Marofi, Vahedi et al. 2017; Singh, Singh et al. 2016).

Mezenchymalne komorki macierzyste

Mezenchymalne komoérki macierzyste wystepuja w réznego rodzaju tkankach,
takich jak tkanka ttuszczowa, szpik kostny, mozg, skora oraz posiadajg zdolnos¢ do
réznicowania si¢ w kierunku konkretnych fenotypow, zastepujac uszkodzone
komorki, co zwigksza potencjat do wykorzystania ich w terapii regeneracyjnej (Dixit,
Katare 2015; Maioli, Basoli et al. 2016). MSC sg adherentne do podtoza oraz
wykazuja ekspresj¢ markerow powierzchniowych, takich jak: ekto-5’nukleotydaza
(CD73 ang. ecto 5° nucleotidase), endoglina (CD105. ang. endoglin) i marker
roznicowania tymocytow (CD90, ang. Thy-1 ) w powyzej 95% populacji komorek.
Obserwuje si¢ jednoczesny braku ekspresji miedzy innymi glikoproteiny
transbtonowej CD34 (ang. transmembrane phosphoglycoprotein) i antygenu
wszystkich grup leukocytow CD45 (ang. lymphocyte common antygen) w ponizej
2% populacji komoérek. Brak u nich takze czasteczek glownego uktadu zgodnosci
tkankowej — MHC (ang. major histocompatibility complex) klasy 1l oraz ekspresji
antygenu roéznicowania komorkowego — CD80; dlatego s w stanie unikna¢ reakcji
odpornosciowej organizmu, co umozliwia przeszczep nieautologiczny u pacjentow,
poniewaz ryzyko odrzucenia implantacji jest niwelowane. Zakwalifikowanie danej
populacji komoérek do grupy MSC musi wigzaé si¢ z zréznicowaniem ich
w warunkach in vitro do osteoblastow, adipocytow i chondroblastow, co nalezy
potwierdzi¢ okreslonymi barwieniami histochemicznymi (Dixit, Katare 2015;
Dominici, Le Blanc et al. 2006; Hu, Yin et al. 2018; Nazari-Shafti, Kempfert et al.
2017;).

Komorki macierzyste szpiku kostnego (BM-MSC, ang. bone marrow-derived
mesenchymal stem cells) sg jednymi z najczeSciej stosowanych MSC. Komorki
macierzyste szpiku kostnego mogg rdéznicowaé si¢ w adipocyty, chondrocyty
i osteoblasty. Zostaly one glownie szeroko przebadane w zakresie regeneracji
i naprawy kosci, ze wzgledu na tatwy dostgp oraz wysoka zdolnos¢ do dyferencjacji
w osteoblasty, ktore odgrywaja wazng rolg w utrzymywaniu stabilnos$ci ko$éca.
Badania na modelach zwierzecych wykazuja, ze zardwno autologiczne jak
i allogeniczne przeszczepy BM-MSC majg zastosowanie w leczeniu osteoporozy
(Hu, Yin et al. 2018).

Wykazano, ze zmieniona proliferacja i réznicowanie BM-MSC jest jedna
z gtéwnych przyczyn osteoporozy. Moerman i wsp. przeprowadzili badania odno$nie
wplywu starzenia si¢ na potencjal roznicowania BM-MSC w kierunku osteoblastow,
ktore miaty potwierdzi¢ teze zwickszenia potencjatu adipogennego, wzgledem
osteogennego komorek macierzystych wraz z wiekiem (Moerman, Teng et al. 2004).
Naukowcy donosza, ze u starszych myszy zwigksza si¢ liczba adipocytow,
a zmniejsza liczba osteoblastow, czemu towarzyszy zmniejszenie gestosci mineralnej
kosci (Moerman, Teng et al. 2004). Dalsze badania nad potencjalem roznicowania
izolowanych MSC od starszych myszy (26-miesiecznych) wykazaly wysoka
zdolno$¢ do réznicowania si¢ w adipocyty, a nie osteoblasty. Shen wraz zespotem
zasugerowali natomiast, ze niska gesto$¢ mineralna ko$ci moze by¢ spowodowana
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przesuni¢ciem preferencji roznicowania MSC w kierunku adipocytow (Shen, Chen et
al. 2012). Badania te ukazujg, ze zmiana Kierunku dyferencjacji mezenchymalnych
komorek macierzystych moze przyczyniaé¢ si¢ do osteoporozy (Hu, Yin et al. 2018;
Moerman, Teng et al. 2004; Shen, Chen et al. 2012).

Popularnym zrédtem komorek MSC jest rowniez tkanka tluszczowa, z ktorej
izolowane sa komorki macierzyste tkanki thuszczowej (ADSC ang. adipose-derived
stem cells). Ich zaleta jest tatwo$¢ izolacji oraz wysoka zawartos¢ w tkance.
Wykazano, ze proliferacja i réznicowanie osteogenne ADSC jest w mniejszym
stopniu zalezne od wieku i iloSci przeprowadzonych pasazy, co czyni je potencjalnie
lepszym zZrodtem terapii komoérkowych niz BM-MSC (Hu, Yin et al. 2018; Singh,
Singh et al. 2016). Badania przedkliniczne na modelach zwierzecych wykazaty, ze
BM-MSC oraz ADSC sg skuteczne m.in. w leczeniu osteoporozy, natomiast badania
kliniczne w tym kierunku wciaz trwajg (Hu, Yin et al. 2018).

Roznicowanie MSC in vitro

Roéznicowanie MSC jest $cisle regulowane przez dzialanie sygnatow fizycznych
i chemicznych, ktore mogg by¢ sztucznie indukowane w warunkach in vitro. Obecnie
duza wada MSC w hodowli in vitro jest utrata wlasciwosci komorek macierzystych
po dlugotrwatym pasazowaniu czyli procesie przeniesienia komoérek z jednego
naczynia hodowlanego do drugiego, zawierajacego swieza pozywke, po osiagnigciu
70-80% konfluencji. Skutkiem takiego stanu rzeczy jest niepowodzenie terapii z ich
wykorzystaniem. Przyczyna tego zjawiska jest miedzy innymi utrata niszy
fizjologicznej podczas pasazy. Stosowane sg réznego rodzaju czynniki, aby zapobiec
utracie wlasciwosci MSC, takie jak hodowla w warunkach niedoboru tlenu (hipoksji)
czy fizjologicznego stezenia tlenu (Shuai, Liao et al. 2016), hodowla na
odpowiedniej macierzy pozakomorkowej, stosowanie w hodowli egzogennych biatek
sygnatowych takich jak: czynnik wzrostu fibroblastoéw (FGF, ang. fibroblast growth
factor), ptytkowy czynnik wzrostu (PDGF, ang. platelet derived growth factor)
i naskorkowy czynnik wzrostu (EGF, ang. epidermal growth factor) (Shuai, Liao et
al. 2016); czy modyfikacja genetyczna MSC. Park i wsp. wykazali, ze do wywotania
pluripotencji w MSC wystarczy za pomoca wektora retrowirusowego wywotac
ektopowa ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych: OCT4 (ang. octamer-binding
transcription factor 4) i SOX2 (ang. SRY -sex determining region Y-box 2), ktore sg
odpowiedzialne za indukowanie wtasciwosci pluripotentnych. Powstajg w ten sposob
indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste — iPSC (ang. induced pluripotent
stem cells) (Park, Zhao et al. 2008). Sg to jednak metody, ktore generuja wysokie
koszty oraz dziatania niepozadane, takie jak niska wydajno$¢ hodowli czy ryzyko
mutacji lub znieksztatcenia, podczas stosowania metod modulacji genetycznej (Chen,
Xu et al. 2016; Park, Zhao et al. 2008; Shuai, Liao et al. 2016).

Deksametazon, [-glicerofoforan, oraz kwas askorbinowy sa czynnikami
powszechnie wykorzystywanymi do indukowania osteogenezy (Olkowska-
Truchanowicz 2009). Aktywacja kinazy ERK (ang. extracellular signal-regulated
kinase) , a nastepnie kinazy JNK (ang. c-Jun N-terminal kinases), ktore aktywowane
sa poprzez mitogeny, promuje osteogenezg, jednocze$nie hamujac adipogeneze
(Olkowska-Truchanowicz, 2009). Melatonina zostala réwniez opisana, jako
promotor osteogenezy z komorek macierzystych szpiku kostnego hamuje}c
adipogeneze (Maioli, Basoli et al. 2016). Do identyfikacji poprawn0s01 roznicowania
MSC w kierunku osteoblastow wykorzystuje si¢ czerwien alizarynowg (Ryc. 1.),
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ktora na kolor intensywnie czerwony barwi ztogi wapnia wystepujace w komorkach
tkanki kostnej (Maioli, Basoli et al. 2016; Olkowska-Truchanowicz, 2009; Shuali,
Liao et al. 2016).

Podczas réznicowania MSC w kierunku adipocytéw wykorzystywane sg insulina,
izobutylometyloksantyna (IBMX), deksametazon, rozyglitazon oraz indometacyna
(Olkowska-Truchanowicz, 2009). MSC poddane dziataniu tych czynnikéw wykazuja
specyficzne cechy adipocytéw: zdolnos¢ lipolityczng po stymulacji katechola-
minami, sekrecj¢ adiponektyny i leptyny oraz aktywnos$¢ antylipolityczng przez
a2-adrenoreceptory (Hu, Yin et al. 2018; Olkowska-Truchanowicz, 2009; Ranjbaran,
Abediankenari et al. 2018). Réznicowanie MSC do adipocytow mozna potwierdzi¢
stosujac barwienie czerwienig oleista (Ryc. 1.), ktora rozpuszcza si¢ w lipidach
wybarwiajac na czerwono krople tluszczu znajdujace si¢ w adipocytach.

MSC mozna réwniez roznicowaé in vitro w kierunku chondrocytéw (Chen, Xu et
al. 2016; Olkowska-Truchanowicz, 2009). W tym przypadku do pozywki dodaje si¢
biatka morfogenetyczne kosci: BMP-6, BMP-7 (ang. BMP — bone morphogenetic
protein), ktore nalezg do cytokin i odpowiedzialne sa za promowanie osteogenezy
i chondrogenezy. Stosuje si¢ ponadto FGF-2, ktory jest podstawowym czynnikiem
wzrostu komorek; transformujace czynniki wzrostu: TGF-B1, TGF-p2, TGF-B3 (ang.
TGF-B — transforming growth factor p), ktore kontroluja proliferacje i proces
dyferencjacji; deksametazon oraz insulinopodobny czynnik wzrostowy (ang. IGF-1
— insulin-like growth factor 1) inaczej zwany somatomedyna C (Olkowska-
Truchanowicz, 2009). Czynniki te stymuluja réznicowanie chondrocytow oraz
proliferacje komoérek macierzystych. Ta wlasciwos¢ MSC moze by¢ wykorzystana
W leczeniu uszkodzen chrzastki wywolanych urazem lub chorobg zwyrodnieniowa.
Taki kierunek roznicowania mozna zidentyfikowaé barwigc komorki bigkitem
alcjanskim (Ryc. 1.), ktory wykrywa charakterystyczne dla chondrocytow
mukopolisacharydy i glikozaminoglikany (GAG) (Desancé, Contentin et al. 2018;
Olkowska-Truchanowicz, 2009; Yin, Wu et al. 2018).

Ludzkie mezenchymalne komérki macierzyste

Medium réznicujace Medium réznicujace Medium réznicujugce
adipogenne osteogenne chondrogenne
Hodowla 14-21 dni Hodowla 14-21 dni Hodowla 14-21 dni
+

Adipocyty

Osteocyty Chondrocyty
{ e oy . S Qe

B

Barwienie czerwienig oleista Barwienie czerwienig alizarynowg Barwienie biekitem alcjariskim

Rycina 1 Roznicowanie ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych .
Rycina wykonana na podstawie artykutu (Desancé, Contentin et al. 2018; Mesenchymal Stem Cell
Identification Kits: R&D Systems 2018; Placencio, Li et al. 2010; Rhee, Ahn 2016).
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Melatonina

Melatonina jest neuroendokrynnym hormonem, ktoéry produkowany jest gtéwnie
przez szyszynke (Chu, Li et al. 2017). Jej wydzielanie nastgpuje takze w innych
tkankach i narzadach, w tym grasicy, $ledzionie, sercu, migsniu szkieletowym,
watrobie, zotadku, jelicie, tozysku, jadrach, jajnikach, korze moézgowej i pragzkowiu.
Immunocytochemicznie zidentyfikowano obecnos¢ melatoniny w komorkach
enterochromafinowych btony $luzowej jelit oraz wykazano jej zawarto$é
W przewodzie pokarmowym w przyblizeniu 400 razy wieksza niz w szyszynce
(Acufia-Castroviejo, Escames et al. 2014). Hormon uczestniczy w regulacji rytmu
biologicznego, poprawia jako$¢ snu i odpornos¢ organizmu. Dziala antyoksydacyjnie
oraz przeciwnowotworowo. Poziom melatoniny jest 2-krotnie wyzszy w osoczu
w czasie nocy. Hamujaco na jej wydzielanie wptywaja inhibitory receptora
B-adrenergicznego oraz sztuczne $wiatto, co koreluje z malejacym stezeniem wapnia
we krwi (Chu, Li et al. 2017).

Rola melatoniny w réznicowaniu osteocytow

Melatonina wptywa na zmiany ilosci osteoblastoéw i osteoklastéw. Han i inni
wykazuja, ze w fizjologicznej dawce tj. 1 uM, melatonina stymuluje réznicowanie
osteoblastow w komorkach linii komorkowej uniesmiertelnionych mioblastow
myszy C2C12, poprzez aktywacj¢ czynnika transkrypcyjnego Osterix, wzrost
ekspresji fosfatazy alkaicznej, sialoproteiny oraz osteokalcyny (Ghareghani, Scavo et
al. 2017; Han, Kim et al. 2017). Wplywa takze promujaco na osteogenezg
z mezenchymalnych komorek macierzystych i preosteoblastow stymulujac szlaki
sygnalowe MEK/ERK2/1 oraz Wnt, czynnik transkrypcyjny RUNX2, biatko
morfogenetyczne kosci — 2 i 4 (BMP-2, BMP-4, ang. bone morphogenetic protein).
W ten sposdb wzmacnia proliferacje komoérek tkanki kostnej, zwicksza mas¢ kosSci
i indukuje wzrost nowych narzadow w réznych modelach badawczych na przyktad
u gryzoni (Maria, Samsonraj et al. 2018). Natomiast Zhou z wspotpracownikami
wykazal, ze stezenie 1-100 uM hormonu inhibuje tworzenie osteocytow w MSC
(Ghareghani, Scavo et al. 2017) poprzez modulacje ekspresji osteoprotegeryny
(OPG, ang. osteoprotegerin), rozpuszczalnego receptora dla liganda aktywatora
receptora jadrowego czynnika k B (RANKL, ang. Receptor Activator for Nuclear
Factor k B Ligand) oraz zahamowaniu tworzenia osteoklastow z udziatem RANKL.
Dodatkowo kompleks melatonina-aktywowana sirtuina 1 moze hamowac proces
roéznicowania osteoklastow (Zhou, Chen et al. 2017).

Ponadto hormon wplywa na syntezg kolagenu typu I, ktéry jest gléwnym
wyznacznikiem wytrzymatosci mechanicznej kosci (Clafshenkel, Rutkowski et al.
2012). Oddzialuje on takze z kalmoduling. Jest to biatko aktywowane przez
zwigzanie czterech jondw wapnia wewnatrz siateczki srodplazmatycznej. Wplywa na
pompy jonowe — Ca’* ATP-aza, oraz stymuluje dziatanie enzyméw. Odpowiedni
poziom tego pierwiastka jest niezbedny do tworzenia tkanki kostnej (Brzgczek,
Stonka et al. 2016).

Shuai oraz Liao ze wspotpracownikami wykazali, ze melatonina pozytywnie
wplywa na zachowanie wtasciwosci samoodnawiajacych sie i réznicujagcych MSC
szpiku kostnego u szczuréw, szczegdlnie komorek hodowanych po 15 pasazu (Shuai,
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Liao et al. 2016). Z kolei zespot badawczy z Sun Yat-sen University potwierdzit
poprawe poziomu ekspresji osteogennych markerow na poziomie mRNA w hodowli
komorek MSC z dodatkiem melatoniny, w tym fosfatazy alkaicznej (ALP, ang.
alkaline phosphatase), osteopontyny, osteokalcyny i RUNX2 (Chen, Xu et al. 2016).
Melatonina znosi réwniez hamujacy wplyw czynnika martwicy nowotworu
(TNF-a, ang. tumor necrosis factor ). TNF-o uczestniczy w promowaniu tworzenia
osteoklastow 1 odgrywa kluczowsa role w osteoporozie oraz chorobach zapalnych
zwigzanych z resorpcja kosci, takich jak reumatoidalne zapalenie stawow.
Melatonina poprzez przywrocenie prawidlowej osteogenezy moze przyczynié sig¢
znaczgco do wdrozenia nowych metod terapii tyg\l: choréb (Lian, Wu et al. 2016).

| osteoslasty | | osTeOkiAsTY | | INNE KOMGRK | Rownowaga P/Ca™
L
= = ' I~ Estrogen/Kalcytonina
S ) & - PTH/Glukokortykoidy
| ekspresji gendw Twist-1i-2
) v
Wzrost sekrecji kolagenu 5y oe i aktywnosci Fibroblasty —( System immunologiczny |
typu | resorpcyjnej poprzez  Wzrost proliferacii i .
Wzrost ekspresji modulacjg réwnowagi  syntezy kolagenu f -, )
;ialoprotein\,r szci i RANK/RANKL/OPG Stymulacja sekrecji
innych markerow Wychwytywanie cytokin (IL-2, IL-6) Zmniejszona ostra reakcja
(ALE,OC) wolnych rodnikow zapalna
wydzielanych przez

osteoklasty w procesie Wolne rodniki

resorpcji
Wymiatacz +
Przeciwutleniacz

Rycina 2 Wplyw melatoniny na tkanke kostna. (ALP-alkaiczna fosfataza; OC-osteokalcyna).
Rycina wykonana na podstawie artykutu (Clafshenkel, Rutkowski et al. 2012).

Rola melatoniny w roznicowaniu chondrocytow

Melatonina promuje roznicowanie m.in. MSC w kierunku chondrocytéw poprzez
zwigkszenie ekspresji agrekanu (ACAN, ang. aggrecan), kolagenu typu Il (COL2A1,
ang. collagen type Il alpha 1 chain), kolagenu typu X (COL10AL, ang. collagen type
X alpha 1 chain) oraz czynnika transkrypcyjnego SOX9 (Shuai, Liao et al. 2016).
Zmniejsza takze poziom wolnych rodnikéw inicjowanych przez cytokiny zapalne
wspomagajac aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GPx ang. Glutathione
peroxidase) w eliminacji nadtlenku wodoru (H,0,). Przyczynia si¢ do obniZenia
ilosci metaloproteinaz macierzy pozakomorkowej (MMP, ang. matrix metallo-
proteinases) i opoznienia degradacji chrzastki (Luchetti, Canonico et al. 2014).

Leczenie melatoning w potaczeniu z interwencja niefarmakologiczng polegajaca
glownie na wzroscie aktywnosci fizycznej zapobiega uszkodzeniu chrzastki induko-
wanemu przez kolagenaze, wywierajac dzialanie przeciwzapalne i1 przeciw-
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apoptotyczne. Dziata takze ochronnie na ludzkie chondrocyty poprzez hamowanie
szlaku Sirt] zaangazowanego W stan zapalny (Guo, Li et al. 2017).

Zhong i inni wykazali, ze melatonina stosowana w wysokich dawkach (10 i 100
pug / ml) znaczaco hamuje proliferacje 1 ré6znicowanie chondrocytow VBGP (ang.
vertal body growth plate), w poréwnaniu do niskiego stezenia hormonu (0,1 i 1
pg/ml) (Wang, Man et al. 2014; Zhong, Li et al.2013).

Rola melatoniny w réznicowaniu adipocytow

MSC roznicujg si¢ w adipoblasty, preadipocyty, a nastepnie dojrzate komorki
tkanki tluszczowej (Adamczyk-Sowa, Sowa et al. 2014). Liczne czynniki
transkrypcyjne uczestniczg w tym procesie. Naleza do nich: biatko wigzace
sekwencje¢ CCAAT/biatko b (C/EBPb, ang. CCAAT enhancer binding protein beta),
biatko wigzace sekwencje CCAAT/wzmacniacz d (C/EBPd, ang. CCAAT enhancer
binding protein delta), receptora aktywowanego przez proliferatory peroksysomow y
(PPAR-y, ang. peroxisome proliferator-activated receptor gamma), biatko wiazace
sekwencje CCAAT/biatko a (C/EBPa, ang. CCAAT enhancer binding protein alph)
i bialko wiazgce element odpowiedzi na cAMP (CREB, ang. cAMP response
element-binding protein) (Adamczyk-Sowa, Sowa et al. 2014). Niektore badania
wykazuja, ze melatonina stymuluje adipogenezg w preadipocytach 3T3-L1 poprzez
zwigkszenie ekspresji PPAR-y i C/EBPa. Udowodniono, ze receptor 2 dla
melatoniny (MT2, ang. melatonin receptor type 2) posredniczy w jej fizjologicznej
roli w roznicowaniu, lipolizie i statusie redoks w bydlecych preadipocytach BIP.
Poréwnujac, inni naukowcy wykazali iz hormon hamuje réznicowanie adipocytow
poprzez obnizenie poziomu czynnika transkrypcyjnego C/EBP-B, ktory reguluje
ekspresje PPAR-y i C/EBP-a oraz péznych markerow roéznicowania adipocytow, tj.
adiponektyny i perilipiny. W zwiazku z tym udzial melatoniny w adipogenezie jest
obecnie dyskusyjny (Adamczyk-Sowa, Sowa et al. 2014; Kato, Tanaka et al. 2015;
Yang, Tang et al. 2017).

Rola melatoniny w réznicowaniu komorek neuronalnych

Zauwazono rowniez znaczgcy udzial melatoniny w rozwoju komorek
neuronalnych (Mendivil-Perez, Soto- Mercado et al. 2017). Udowodniono, ze
melatonina promuje neurogeneze strefy czesciowej osrodkowego uktadu nerwowego
(SVZ-NSC, ang. subventricular zone-neural stem cells) poprzez zwiekszenie
ekspresji dojrzatych markero6w neuronéw, takich jak B-I11-tubulina ( ang. neuron-
specific class Il beta-tubulin) i hydroksylaza tyrozynowa (ang. tyrosine
hydroxylase), oraz poprzez zmniejszenie produkcji kwasnego biatka wiokienkowego
(ang. Glial fibrillary acidic protein). Niektore badania wykazuja, ze hormon ten
oddziatuje glownie z mitochondriami wewnatrz komorki. Jest on uznawany za
mozliwy regulator funkcji mitochondriéw poprzez utrzymywanie wydajnosci
oksydacyjnej fosforylacji, syntezg¢ ATP oraz zwigkszenie aktywnosci kompleksow
oddechowych. Melatonina w niskich dawkach (1 puM) promuje proliferacje
neuronalnych komorek macierzystych. Zastosowana w st¢zeniach farmakolo-
gicznych (25-100 uM), zmniejsza namnazanie NSC (Fu, Zhao et al. 2011; Moriya,
Horie et al. 2007; Mendivil-Perez, Soto- Mercado et al. 2017).
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WhioskKi

Do tej pory wykazano, ze melatonina moze tlumi¢ badz stymulowaé podzialy
komorkowe, w zaleznosci od jej stezenia lub typow komoérek. W stezeniach
fizjologicznych i farmakologicznych stymuluje prawidlowa proliferacie komoérek
takich jak, mysie splenocyty, szczurze komorki zakretu zebatego hipokampa, ludzkie
keratynocyty i fibroblasty skory oraz mezenchymalne komorki macierzyste
i nerwowe komorki macierzyste. Z drugiej strony istnieja doniesienia o hamujgcym
wplywie melatoniny na komoérki pochodzace z homogenatow szczurzej grasicy,
moézgu, pluc i nerek. Wiele badan wskazuje na jej korzystny wplyw wobec
metabolizmu kosci. Dzieki swojemu zaangazowaniu w proces przebudowy kosci
moze zosta¢ wykorzystana jako czynnik rdznicujacy promujgcy proces osteogenezy.
Wiasciwos¢ ta prawdopodobnie mogla by udoskonali¢ metody regeneracji koséca
w medycynie regeneracyjnej (Adamczyk-Sowa, Sowa et al. 2014; Son , Cho et al. 2014).
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Streszczenie

Komorki macierzyste miazgi z¢ba (ang. dental pulp stem cells; DPSCs) stanowia populacj¢ komorek
rezydujacych w kanatach zebowych ssakow. Sa to komodrki o charakterze multipotencjalnym,
wykazujace morfologi¢ i ekspresje markerow powierzchniowych mezenchymalnych komoérek
macierzystych: CD29, CD44, CD90, CD73. Dodatkowo sa negatywne dla antygendéw charak-
terystycznych dla hematopoetycznych komoérek macierzystych takich jak: CDA45, czy CD34. Ich
zaletami sg nieinwazyjna procedura pobrania oraz wysoki potencjat proliferacyjny. Dodatkowo komorki
DPSCs ulegaja roznicowaniu osteogennemu, chondrogennemu i adipogennemu, a dzigki ich
ektodermalnemu pochodzeniu moga réwniez zostaé wykorzystane w regeneracji tkanki nerwowe;j.
Celem pracy jest przeglad literatury dotyczacej mozliwosci zastosowania komorek macierzystych
miazgi z¢ba w regeneracji tkanki nerwowej.

Komoérki macierzyste miazgi zgba moga zosta¢ wykorzystane w regeneracji tkanki nerwowej
W niezroznicowanej formie poprzez oddziatlywania parakrynne lub tez po zrdéznicowaniu w neurony.
Proces ten zachodzi dwustopniowo, z wykorzystaniem stadium neurosfer. Komoérki DPSCs po
réznicowaniu wykazuja zwigkszong ekspresje markerow, typowych dla komoérki nerwowej
i zmniejszong ekspresje Nestyny, biatka charakterystycznego dla neuralnych komoérek macierzystych, co
potwierdza ich zréznicowanie.

Zastosowanie komoérek macierzystych daje nadzieje na zmniejszenie skutkow choroby dla 0séb po
przebytym udarze niedokrwiennym moézgu jak i réwniez dla pacjentdw cierpiacych na choroby
neurodegeneracyjne. Komorki macierzyste miazgi zgba dzigki swojemu ektodermalnemu pochodzeniu
staja si¢ atrakcyjna alternatywa dla innych typéw komorek macierzystych takich jak komorki
macierzyste pochodzace ze szpiku kostnego, czy komodrki macierzyste ze sznura pgpowinowego
w wykorzystaniu ich w regeneracji uszkodzonej tkanki nerwowej.

Abstract

Dental pulp stem cells (DPSCs) are a population of cells residing in mammalian dental canals. These
multipotent cells show the morphology and expression of surface markers of mesenchymal stem cells:
CD29, CD44, CD90, CD73. In addition, they are negative for antigens characteristic for hematopoietic
stem cells such as CD45 or CD34. Their advantages are the non-invasive collection procedure and high
proliferative potential. In addition, DPSCs undergo osteogenic, chondrogenic, adipogenic differentiation
and due to their ectodermal origin they can also be used in the regeneration of nervous tissue. The aim
of the study is to review of literature addressing possibilities of using dental pulp stem cells in the
regeneration of nervous tissue.
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Dental pulp stem cells can be used in the regeneration of nervous tissue in both undifferentiated state
through paracrine effects and also after differentiation into neurons. This process takes place in two
stages with the neurospheres stage. DPSCs after differentiation show increased expression of neural cell
markers and reduced expression of nestin — protein characteristic of neural stem cells, what confirms
their differentiation.

Using stem cells gives hope for reducing the effects of the disease for people after ischemic stroke as
well as for patients suffering from neurodegenerative diseases. Dental pulp stem cells due to their
ectodermal origin become an attractive alternative to other types of stem cells, such as stem cells
derived from the bone marrow or umbilical cord stem cells in their use in the regeneration of damaged
nervous tissue.

Komorki macierzyste

Komorki macierzyste (KM) sg to komorki majace zdolnos¢ do nieograniczone;j
proliferacji m.in. dzigki telomerazie umozliwiajacej zwigkszanie liczby podziatow
oraz do réznicowania si¢ w inne typy komoérek (Hiyama, Hiyama 2007). Ze wzgledu
na swoj potencjat proliferacyjny i zdolnos¢ do réznicowania komorki macierzyste
stanowig potencjalne Zrodto w regeneracji réznych tkanek (Kim, Cho, 2013).
Komorki macierzyste dzieli si¢ w zaleznosci od pochodzenia — w tej grupie wyrdznia
si¢ komorki macierzyste embrionalne, plodowe, z tkanek dojrzatych i reprogra-
mowane oraz w zaleznos$ci od zdolnosci do réznicowania — komdrki macierzyste
totipotencjalne, pluripotencjalne, multipotencjalne oraz unipotencjalne (Zychowicz,
2012).

Jednym z wyzwan, ktore spotyka si¢ na drodze do zastosowania KM w terapii jest
zlokalizowanie optymalnego rezerwuaru tych komoérek w dorostym organizmie
cztowieka (d'Aquino, De Rosa, 2009). Optymalnym zrédtem komoérek wykorzys-
tywanych w celach regeneracyjnych wydaja si¢ by¢ komorki totipotencjalne
i pluripotencjalne, ze wzgledu na ich potencjat do réznicowania (Nishikawa, Jakt,
2007). Jednak mogg one stwarza¢ kontrowersje etyczne ze wzgledu na sposob ich
otrzymywania. Dlatego tez alternatywa dla tych komorek staty si¢ indukowane
pluripotencjalne komoérki macierzyste (ang. induced pluripotent stem cells — iPSCs).
Po raz pierwszy zostaly one pozyskane w 2006 roku z fibroblastéw myszy i w 2007
roku z ludzkich fibroblastow (Takahashi, Tanabe, 2007; Takahashi, Yamanaka,
2006). iPSCs otrzymano przez potraktowanie komoérek fibroblastow czynnikami
transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za pluripotencje to jest: Oct-3/4, Sox2, KIf-4,
c-Myc (Takahashi, Yamanaka, 2006). Jednak glowng wada komorek iPSCs jest
zdolno$¢ do tworzenia potworniakow (Takahashi, Tanabe, 2007; Takahashi,
Yamanaka, 2006). Kolejnym Zroédtem komoérek macierzystych o pluripotencjalnych
cechach sg tzw. bardzo mate komorki macierzyste podobne do embrionalnych (ang.
Very Small Embryonic - Like SCs - VSELS ). Komorki VSELSs rezyduja w dorostych
tkankach takich jak szpik kostny, nerki, pluca, mézg czy trzustka i inne dojrzate
tkanki (Zuba-Surma, Kucia, 2008). Sa to komorki o bardzo matych rozmiarach: 2-4
um u myszy i 7 um u ludzi. Komorki te zawieraja duze jadra otoczone niewielka
ilo$cig cytoplazmy oraz charakteryzujg si¢ fenotypem: Sca-1+Lin-CD45- (u myszy)
oraz CD133+Lin-CD45- (u ludzi) (Wojakowski, Tendera, 2009). Komoérki VSELs
tak jak iPSCs wykazuja ekspresje wielu markerow pluripotencji np. Oct-4 czy
Nanog, mogg roznicowaé si¢ takze we wszystkie komorki trzech listkow
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zarodkowych, jednak ich najwigksza zaleta jest brak zdolno$ci tworzenia teratom
(Kucia, Halasa, 2007).

Kolejnym zrédtem komorek, ktore moga zosta¢ wykorzystywane w regeneracji sa
multipotencjalne komorki macierzyste, ktéore mozna wyizolowaé z rdznych
dorostych tkanek organizmu na przyktad ze szpiku kostnego, tkanki thuszczowej czy
miazgi z¢ba (Zychowicz, 2012; Sobhani, Khanlarkhani, 2017). Moga one réznicowac
si¢ w komodrki w obrebie jednego listka zarodkowego, dlatego tez stanowig wazne
zrodto komorek, ktore mozna wykorzysta¢ w transplantacji, regeneracji uszkodzenia
rdzenia kregowego, ztamaniu kosci, leczeniu reumatoidalnego zapalenia stawow, ale
réwniez w monitorowaniu lekéw (Sobhani, Khanlarkhani, 2017).

Do grupy komorek unipotencjalnych zalicza si¢ komorki, ktore sg zdolne do
réznicowanie w jeden typ komorek (Zychowicz, 2012). Populacje tych komoérek
mozna znalez¢ w wigkszosci w dojrzatych tkankach takich jak m.in. serce, jelito,
watroba czy mézg (Furuyama, Kawaguchi,2011; Seaberg, Van Der Kooy, 2003).

Mezenchymalne komorki macierzyste (ang. Mesenchymal stem cells — MSCs)
zostaly pierwszy raz opisane przez Friedensteina i wspolpracownikéw jako komorki
o0 charakterze multipotencjalnym, ktore wykazuja duza zdolno$¢ do rdéznicowania,
przez co sg postrzegane jako bardzo wazne w zastosowaniu w inzynierii tkankowej
(Jin, Bae, 2013; Lin, Gronthos, 2008)
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Ryec. 1 Schemat przedstawiajacy potencjat do réznicowania komoérek MSCs
(opracowanie wlasne na podstawie: Drela, 2015); [55].
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Mezenchymalne komdrki macierzyste charakteryzujg si¢ adhezja do plastiku oraz
wykazuja ekspresj¢ markerow CD105, CD73 i CD90, a takze sa negatywne dla
CD45, CD34, CD11b, CD14, HLA-DR (Dominici, Le Blanc, 2006). Komorki te
moga réwniez wydziela¢ wiele czynnikéw wzrostu takich jak TGF-a, TGF-B, IGF-1,
EGF, FGF, VEGF indukujacych proliferacj¢ i angiogeneze w innych komorkach,
atakze wykazywacé dzialanie przeciwzapalne i immunomodulacyjne (Sobhani,
Khanlarkhani, 2017).

MSCs pochodzace z dorostych tkanek ludzkich wykazuja natomiast ekspresje
czasteczek kompleksu zgodnosci tkankowej klasy I (MHC I) na ich powierzchni
komoérkowej, ale nie gtownych czasteczek kompleksu zgodnosci tkankowej klasy 11
(MHC 1I), co sprzyja ich przeszczepianiu, takze w ukladzie allogenicznym
(Williams, Hare, 2011). Syntezuja takze czynniki wzrostu i cytokiny, ktore uczest-
niczg w regulacji hematopoezy, sygnalizacji komorkowej i modulacji odpowiedzi
immunologicznej wyciszajac stan zapalny (Dalous, Larghero, 2012). Gléwnymi
zrodtami MSCs jest szpik kostny oraz tkanka tlhuszczowa, jednak procedura
pozyskania tych komorek jest czgsto inwazyjna oraz ograniczona wiekiem pacjenta,
gdyz komorki od 0sob starszych moga by¢ nieefektywne klinicznie (Jin, Bae, 2013).
Waznym zrédlem tych komoérek macierzystych jest takze pepowina oraz miazga
zeba, z ktorych pozyskanie komorek jest nieinwazyjne, bezbolesne dla pacjenta oraz
nie stwarzajace kontrowersji etycznych (Dalous, Larghero, 2012).

Komorki macierzyste miazgi z¢ba

Komérki macierzyste miazgi zgba (ang. dental pulp stem cells — DPSCs)
wywodza si¢ z ektodermy 1 podczas embriogenezy migrujg z grzebienia nerwowego
tworzac zalazek zgba (D’aquino, Papaccio, 2008). DPSCs wykazujg rowniez
ekspresje GFAP, HNK-1, Nestin, P75 i S-100, ktore sa markerami komorek
macierzystych grzebienia nerwowego, co potwierdza ich pochodzenie (Potdar,
Jethmalani Pravin, 2015). Ze wzgledu na proces odontogenezy, gdzie zgby wyrastaja
z dwoch warstw embrionalnych: ektomezenchmy grzebienia nerwowego oraz
ektodermy blaszki zebowej, przypuszcza si¢, ze istnieja dwie rozne linie DPSCs
W obrebie miazgi z¢gbéw (Suchanek, Soukup, 2007). Populacje rozrézniono pod
wzgledem obecnosci markeru powierzchniowego CD34 i wyrdzniono subpopulacje
DPSCs o fenotypie: STRO-1+/c-Kit+/CD34+, ktora wykazywata nizsza proliferacje,
wczesne starzenie sie komorek i wyzszy poziom apoptozy oraz subpopulacje STRO-
1+/ c-Kit+/CD34-, ktéra wykazywata wyzszg proliferacj¢ i nie wykazywata wczesnej
apoptozy (Pisciotta, Carnevale, 2015).

DPSCs po pierwszy zostaly one opisane w 2000 roku przez Profesora Stana
Gronthosa, ktory wyizolowat komorki z ludzkich trzecich trzonowcow (Gronthos,
Mankani, 2000). Natomiast w 2003 roku zostaty przedstawione badania, w ktorych
miazge pobrano z zgbow mlecznych i wyizolowane komoérki nazwano komoérkami
SHED (ang. stem cells from human exfoliated deciduous teeth), ktore ze wzgledu na
swoja dostgpnos$¢ oraz duzg zdolnos¢ do regeneracji stanowia rowniez alternatywe
dla innych mezenchymalnych komorek macierzystych (Suchanek, Soukup, 2007;
Wang, Sha, 2012). Komoérki SHED posiadaja rowniez wyzszg niz DPSCs zdolno$é
do proliferacji oraz moga rdéznicowaé si¢ w wiele typow komorek, w tym
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w adipocyty czy tez w neurony, dlatego wedtlug badaczy SHED stanowig bardziej
niedojrzata populacj¢ multipotentnych komorek macierzystych (Zhang, Chen, 2005).

DPSCs posiadaja rowniez wlasciwosci immunoregulujace i sa zdolne do
indukowania apoptozy komoérek T in vitro i tagodzenia uszkodzenia tkanki zwigzanej
z zapaleniem (Cui, Chen, 2014). Moga one zosta¢ zatem potencjalnie wykorzystane
do przysztych terapii regeneracyjnych w takich chorobach jak cukrzyca typu 1,
choroby neurologiczne, choroby niedoboru odpornosci i choroby kosci i chrzastek
(Potdar, Jethmalani Pravin, 2015). DPSCs charakteryzuja si¢ typowym fenotypem
mezenchymalnych KM, a zatem wykazuja ekspresje antygenéw powierzchniowych
takich jak: CD105, CD73, CD90, CD29 (Hilkens, Gervois, 2013; Alsulaimani, Ajlan,
2016) nie posiadajag natomiast ekspresji markeréw charakterystycznych dla
hematopoetycznych komoérek macierzystych: CD45, CD11b, HLA-DR (Gimble,
Guilak, 2008).

Miazga zeba, z ktorej pochodza komorki DPSCs, jest dobrze wyodrgbniona od
pozostatych tkanek zeba oraz zachowuje unikalng strukturg histologiczna (Ryc. 1).
Utrzymuje ona swojg pierwotng strukture, ktéra przypomina zelatynowa tkanke
pepowinowg, a takze pozostaje niszg komoérek macierzystych (Suchanek, Soukup,
2007). Jest ona migkka tkanka znajdujacg si¢ w rdzeniu zgba, ktora sktada sie
glownie z tkanki lacznej, uktadu kapilarnego krwi, nerwow, fibroblastow, odonto-
blastow i komorek odpornosciowych. Podstawowg funkcja miazgi jest tworzenie
zgbiny poprzez dziatanie odontoblastow, ale takze funkcje odzywcze zgba, obrona
immunologiczna oraz funkcja sensoryczna. Dzi$§ przyjmuje sie, ze miazga stanowi
glowng i najwicksza nisz¢ komorek macierzystych zeba (Martens, Bronckaers,
2013).

W 2004 roku wyizolowano kolejng nowa subpopulacje komorek zgba z ludzkich
trzonowcow, ktore zlokalizowano w przestrzeni migdzykomorowej oraz nazwano
multipotencjalnymi komoérkami macierzystymi wigzadta przyzebia (PDLSCs) (Zhu,
Liang, 2015). Ludzkie komorki macierzyste wigzadta przyzebia mogg réznicowac si¢
w komorki podobne do cementoblastow (Wada, Menicanin, 2009; Potdar, Jethmalani
Pravin, 2015). Maja takze zdolno$¢ do tworzenia tkanki tacznej, ktora jest bogata we
wiokna kolagenu typu I (Seo , Miura, 2004). PDLSCs po wysianiu na rusztowaniach
w hodowlach 3D takich jak na przyklad gabka fibrynowa, moga wytwarza¢ kosc
w warunkach in vivo i zachowuja wlasciwosci komorek macierzystych oraz zdolnos¢
regeneracji tkanek (Potdar, Jethmalani Pravin, 2015).

Kolejna nisza komoérek macierzystych zeba jest brodawka wierzchotkowa, bedaca
zrodtem komorek tzw. SCAP, ktore ze wzgledu na swdj wysoki potencjat
proliferacyjny moga zosta¢ wykorzystane do inzynierii korzeni biologicznych
i rowniez petic¢ funkcje regeneracyjng w zastosowaniach klinicznych, poniewaz sa
zdolne do réznicowania komoérek odontoblastycznych i produkcji zebiny in vivo
(Potdar, Jethmalani Pravin, 2015). Ze wzgledu na liczb¢ oraz dostgpnos¢ materiatu
najczesciej izolowana i badang populacja KM pochodzenia zebowego sa jednak
DPSCs (Martens, Bronckaers, 2013).
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N\ Komorki macierzyste

Korona miazgi zeba
Komorki macierzyste
wiezadta przyzebia
Korzen =

Komorki macierzyste
brodawki wierzchotkowej

Ryc. 2 Przekrdj przez zgba trzonowego — umiejscowienie miazgi oraz subpopulacji KM zidentyfikowanych
w strukturach tkanek zeboéw ludzkich (opracowanie wiasne); [S5].

Roznicowanie komorek macierzystych miazgi z¢ba
Z doniesien literaturowych wynika, ze DPSCs mozna réznicowaé przez
modulowanie czynnikami wzrostu, czynnikami transkrypcyjnymi, biatkami macierzy
zewnatrzkomorkowej i czgsteczkami receptora do réznych typdéw komorek, takich
jak odontoblasty, osteoblasty, chondrocyty, komorki neuralne, adipocyty, komorki
nablonka rogowki (Young, Sloan, 2013).
DPSCs

Tkanka nerwowa

50um

AR .
Tkanka zebow /
-

Miesnie

Kosci

Ryc. 3 Schemat przedstawiajacy zdolno$¢ do roznicowania DPSCs w kierunku réznych tkanek
(opracowanie wlasne na podstawie: Young, Sloan, 2015); [55].
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Wykazano, ze podobnie jak osteoblasty, komdrki miazgi zgba wykazujg ekspresje
markeréw charakterystycznych dla tkanki kostnej, takich jak sialoproteina kosci,
fosfataza alkaliczna, kolagen typu I i osteokalcyna. Ich zréznicowanie regulujg rézne
markery biorgce udziat w tworzeniu kosci, w tym rodzina czynnikow TGF-B (Seo,
Miura, 2004).

Wykazano réwniez, ze po przeszczepie ludzkich DPSCs (ang. human DPSCs
— hDPSCs) do serca wykazuja one parakrynne efekty takie jak wydzielanie m.in.
VEGF, ktoére mogg pobudzi¢ regeneracj¢ serca po zawale oraz indukowaé
angiogeneze. Efekt taki zauwazono po przeszczepie hDPSCs do zwierzecego modelu
zawatu serca (Gandia, Armifian, 2008).

DPSCs moga réwniez roznicowaé si¢ w neurony przez stadium neurosfer,
anastgpnie poprzez neuronalne dojrzewanie, oparte na sygnalizacji cAMP
i neurotrofiny-3 (NT-3) (Gervois, Struys, 2015). Na poziomie ultrastrukturalnym
wykazano, ze mikrosrodowisko wewnatrz sfer wspomagato komunikacje miedzy
komorkami, a réznicowane hDPSCs charakteryzowaty si¢ zwickszong ekspresja
markeréw neuronalnych (Gervois, Struys, 2015).

Zastosowanie komorek macierzystych stanowi bardzo innowacyjng oraz
obiecujacg metode terapii uszkodzen ukladu nerwowego. W przypadku komorek
macierzystych miazgi zeba, ich ektodermalne pochodzenie sprawia, ze wyko-
rzystanie tych komorek pozwala na zwalczenie nie tylko objawow lub skutkow
choroby, ale rowniez w duzym stopniu przywraca funkcjonalno$¢ uszkodzonych
tkanek, co jest kluczowe dla tkanki nerwowej.

Celem pracy jest przeglad literatury dotyczacej mozliwosci zastosowania
komoérek macierzystych miazgi zgba w regeneracji tkanki nerwowe;j.

Strategia wyszukiwania oraz kryteria selekcji

Praca miata na celu ocene potencjalu komorek macierzystych miazgi zeba do jej
zastosowania w regeneracji uszkodzen tkanki nerwowej. Do przeprowadzenia
wyszukiwania w bazach danych: PubMed (NCBI), Google Scholar, Web of Science
oraz Scopus zostaly uzyte nastepujace terminy: ,komodrki macierzyste”,
»,mezenchymalne komorki macierzyste”, ,,komérki macierzyste miazgi zgba”, jak
rowniez ,neuralne komorki macierzyste”, ,,indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste”, ,,réznicowanie komoérek macierzystych miazgi zg¢ba” oraz ,.choroby
neurodegeneracyjne”, ,udar niedokrwienny mobzgu”, ,choroba Parkinsona”
i ,,choroba Alzheimera”. Przeszukiwano artykuty naukowe opublikowane w latach:
2000 do 2018r. Wyniki wyszukiwania ograniczaly si¢ do zastosowania komorek
macierzystych, ze szczegélnym uwzglednieniem komodrek macierzystych miazgi
zgba w czesto wystepujacych chorobach ukladu nerwowego takich jak udar
niedokrwienny moézgu, choroba Parkinsona czy choroba Alzheimera.

Udar niedokrwienny moézgu

Udar jest glowng przyczyng zgonow i dtugotrwatej niepelnosprawnosci u ludzi.
Az ponad 80% udaréw pochodzi z niedotlenienia spowodowanego zmniejszeniem
doptywu krwi do mézgu. Przeprowadzone badania pokazaty, ze jezeli nie zostanie
wprowadzone odpowiednie leczenie w reakcji na niedotlenienie to co minute
obumiera, az 1,8 miliona neuronow (EI-Koussy, Schroth, 2014).
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Powszechnie uzywana terapia poudarowa to podawanie pacjentowi rekombi-
nowanego tkankowo aktywatora plazminogenu. Jest to metoda, ktéra moze zostac
wykorzystana w okresie tylko do 4,5 godzin od pojawienia si¢ pierwszych objawow.
Jednak u wigkszosci pacjentdéw wystepuja przeciwwskazania do leczenia
trombolitycznego, nie tylko ze wzgledu na przekroczenie wspomnianych 4,5 godzin,
ale rowniez ze wzgledu na odbyte w niedalekiej przesztosci operacje (Prabhakaran,
Ruff, 2015).

Wykazano rowniez pozytywnag korelacje wystepowania udaru wraz ze
zwigkszajacym si¢ wiekiem. Zaobserwowano, ze zjawisko wystapienia tej choroby
jest czgstsze w przypadku mezczyzn oraz rasy czarnej i Latynoséw (Strepikowska,
2009). Starzenie si¢ nie tylko sprawia, ze pacjenci sg bardziej podatni na ta chorobe,
ale takze zostaja u nich ostabione zdolnosci do samodzielnej naprawy tkanki objetej
udarem. Dlatego terapiec komorkami macierzystymi, ktore charakteryzuja sie
plastyczno$cig komoérkowg i zdolnos$ciag do samoodnowy — moga by¢ obiecujaca
strategig dla regeneracji uszkodzonej tkanki nerwowej (Wanga, Ji, 2017).

Zastosowanie mezenchymalnych komoérek macierzystych,
w tym komorek DPSCs w terapii po udarze niedokrwiennym mo6zgu

Mezenchymalne komoérki macierzyste moga pochodzi¢ z réznych tkanek takich
jak: szpik kostny, tozysko, mies$nie, skoéra, miazga zeba, tkanka tluszczowa,
pepowina oraz galareta Whartona (Marei, Hasan, 2018).

Potencjatl terapeutyczny mezenchymalnych komoérek macierzystych szpiku
kostnego (BM-MSCs) w przypadku udaru byt szeroko oceniany zaréwno na etapie
badan przedklinicznych, jak i badan klinicznych. W modelu zwierzgcym udaru
przeszczepienie BM-MSCs skutkowato poprawa funkcji sensomotorycznych,
promowaniem synaptogenezy, stymulacja regeneracji nerwow, a takze posredniczyto
w efektach immunomodulujgcych. Badania nad BM-MSCs wykazaty, ze komorki te
moga bezpiecznie zosta¢ wykorzystane w praktyce klinicznej. Stad tez BM-MSCs
stanowig atrakcyjng alternatywe, ktora pozwala unikng¢ problemoéw etycznych
zwigzanych z wykorzystywaniem komoérek ptodowych (Marei, Hasan, 2018).

Przeszczep komoérek DPSCs w zwierzecym modelu niedokrwiennym udaru
mozgu roéwniez prowadzil do polepszenia zywotnosci i powstawania komorek
neuronalnych i glejowych. Jednoczesnie skutkowatl poprawa wydajnosci oceniang
w testach behawioralnych. Po uzyciu komoérek SHED, czyli komorek macierzystych
pochodzacych z miazgi zebéw mlecznych, w zwierzecym modelu niedotlenienia
mozgu, stwierdzono, ze ich przeszczep poprawia funkcje neurologiczne przy
jednoczesnym zapobieganiu atrofii tkanek i zmniejszeniu si¢ liczby endogennych
komorek apoptotycznych (Mead, Logan, 2016).

Co ciekawe, nie stwierdzono roéznicowania si¢ komérek DPSCs w neurony lub
komorki glejowe. Wskazuje to na fakt, iz neuroprotekcyjna dziatalnos¢ DPSCs
skutkujaca poprawa cech funkcjonalnych i behawioralnych jak réwniez regeneracja
uszkodzonej tkanki dokonuje si¢ dzicki parakrynnym oddziatywaniom komorek
macierzystych miazgi z¢ba (Mead, Logan, 2016).

Inne badania z zastosowaniem komorek DPSCs, ktore zostaly wstepnie
zroznicowane za pomoca czynnikow wzrostu EGF i bFGF oraz kwasu retinowego
w komorki podobne do neuronéw (tzw. neuron-like cells) wykazuja, Zze po przeszczepie
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komorek do ptynu mézgowo-rdzeniowego szczuréw z mechanicznym uszkodzeniem
mozgu, komorki DPSCs migrowaty do réznych regiondw mozgu, w tym w miejsca
uszkodzenia i tam przyjmowaty fenotyp komorek neuralnych (Mead, Logan, 2016).

Choroby neurodegeneracyjne — choroba Parkinsona i choroba Alzheimera

Choroba Parkinsona (PD) jest jedna z najcze$ciej wystepujacych chordb
neurodegeneracyjnych i dotyka okoto 1% ludzkiej populacji w wieku powyzej 50 lat.
(Gibson, Gao, 2012). Wsrod jej przyczyn mozna wyrdznic¢ przyczyny srodowiskowe,
ktore stanowa okoto 90% przypadkéw zachorowan oraz genetyczne stanowiace
okoto 10% przypadkéw (Sutkowski, 2014). Wsrod najistotniejszych czynnikow
srodowiskowych wyrdznia si¢: stres oksydacyjny, stany zapalny, a takze zaburzenia
zwigzane z dzialaniem mitochondriéw (Gibson, Gao, 2012). W chorobie Parkinsona
degeneracji ulegaja neurony dopaminergiczne, ktorych gtowna populacja znajduje
si¢ w istocie czarnej srodmoézgowia (Longstaff, 2005). Inne neuroprzekazniki, ktore
moga by¢ zwigzane z choroba Parkinsona to acetylocholina, serotonina
i noradrenalina, jednak rola tych substancji nie jest jeszcze do kofca poznana
(Macphee, Stewart, 2006). W preparatach sekcyjnych u pacjentéw chorych na
chorobe Parkinsona wystgpuja ciatka Lewy'ego. Sa to ztogi a - synukleiny otoczonej
ubikwityng (Longstaff, 2005). Ciatka Lewe'go nie moga by¢ jednak stosowane jako
kryterium diagnozy choroby Parkinsona, poniewaz dost¢p do nich mozliwy jest post-
mortem. Stad tez diagnostyka opiera si¢ na objawach przedmiotowych, ktore okresla
anglojezyczny akronim TRAP: drzenie spoczynkowe, sztywno$¢, akinezja,
niestabilno$¢ postawy (Jankovic, 2008). Obecnie stosowane leczenie pozwala na
ograniczenie objawow, bez mozliwosci catkowitego wyleczenia choroby Parkinsona
(Longstaff, 2005). Obok leczenia farmakologicznego wprowadzane sg proby
glebokiej stymulacji moézgu pozwalajaca na poprawianie zdolnosci ruchowej
U pacjentow (Deuschl i inni, 2006). Dlatego tez zastosowanie komorek macie-
rzystych stanowi dobrze rokujaca perspektywe w leczeniu choroby Parkinsona.

Choroba Alzheimera (AD) jest najczestsza przyczyna otgpienia, wystepujaca
U pacjentow powyzej 65 roku zycia (Daneschvar, Aronson 2015). Ptytki starcze
i splatki neurofibrylarne sa cechami charakterystycznymi, ktore zaobserwowano
U pacjentow z choroba Alzheimera. W przypadku ptytek starczych sa one ztogami
biatka beta-amyloidu, ktory powoduje cytotoksyczno$¢ neuronéw, natomiast splatki
neurofibrylarne stanowig nieprawidtowe struktury, ktére powstaty w wyniku zmian
biatka tau wewnatrz ciata komdrki nerwowej. Dlatego neurony osdb chorych na
chorobe Alzheimera stopniowo kurcza si¢ oraz obumieraja. Smier¢é komorek
nerwowych wystepuje poczatkowo w strukturach odpowiedzialnych za pamig¢, czyli
w hipokampie, a nastgpnie rozprzestrzenia si¢ na caly obszar mozgu (Choi, Lee
2014). Mechanizm tej choroby jest czgsto przedmiotem badan, ze wzgledu na brak
terapii modyfikujacych przebieg choroby oraz na skutki jakie za sobg niesie tj.
zaburzenia funkcji poznawczych, czy skrocenie dtugosci zycia. Bardzo wiele terapii
takich jak: terapie przeciwzapalne, hormonalne, zastosowanie statyn lub chelatorow,
nie wykazywaty pozadanego rezultatu (Waite, 2015).
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Wykorzystanie komorek macierzystych miazgi zeba w regeneracji
chorob neurodegeneracyjnych

Neuralne komorki macierzyste moga bra¢ udziat w regeneracji tkanki nerwowe;j.
Uzyskanie tych komorek wigze si¢ z wykorzystaniem embrionalnych komorek
macierzystych, ktore charakteryzuja sie pluripotencjg i moga roéznicowaé si¢ we
wszystkie tkanki organizmu. Jednak wykorzystanie ich stwarza kontrowersje
etyczne. Innym sposobem jest reprogramowanie komorek somatycznych w induko-
wane pluripotencjalne komorki macierzyste, a nastepnie przeksztatcenie ich
W neurony dopaminergiczne, ktore moga by¢ przeszczepione do moézgu osoby chorej
na chorobe Parkinsona. Innym sposobem wykorzystania komérek macierzystych jest
wykorzystanie ich jako model in vitro w chorobach neurodegeneracyjnych.
Zwierzgce modele choroby Parkinsona wykazaty poprawe zachowan ruchowych po
wprowadzeniu neuralnych komoérek macierzystych do moézgu gryzoni. Jednak
gléwng wada komoérek iPSCs jest mozliwos$¢ tworzenia przez nie potworniakow
(Sutkowski, 2014).

Dlatego najbardziej rozpowszechniong metoda w zwierzgcych modelach jest
wszczepienie mezenchymalnych komoérek macierzystych do zdegenerowanych
struktur moézgu, ktére powoduja odbudowe uszkodzonego regionu na bazie interakcji
dwustronnej komoérek moézgu i komoérek wszezepionych. Komorki mezenchymalne
(pochodzace np. ze szpiku kostnego lub krwi pepowinowej) wydzielaja substancje
pobudzajace neuralne komorki macierzyste do proliferacji i réznicowania. Jezeli
W przeszczepie znajdujg si¢ komorki o odpowiednim fenotypie (np. komorki
macierzyste miazgi zgba) to moga one w zroéznicowacé si¢ w neuralne komorki
macierzyste pod wptywem endogennych substancji wzrostowych znajdujacych sie
w mozgu (Young, Sloan, 2013).

Komorki macierzyste miazgi zgba zostaty wykorzystane rowniez w terapii chorob
neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (AD) i choroba Parkinsona
(PD), ktore charakteryzuja si¢ stopniowa i trwalg utrata neuronow (Mead, Logan,
2016). Wykorzystanie modeli in vitro choroby Alzheimera i choroby Parkinsona,
polegalo na hodowli komoérek macierzystych miazgi zg¢ba wraz z neuronami
pochodzacymi ze $rodmozgowia oraz z hipokampa. Neurony te traktowane byty
peptydem beta-amyloidu w przypadku choroby Alzheimera lub 6-hydroksydopaming
(6-OHDA) w przypadku choroby Parkinsona. Wykorzystanie komoérek macie-
rzystych miazgi zeba znaczaco zmniejszyto toksycznos$¢ i $mieré neurondéw, CO
moglo by¢ zwigzane z wydzielaniem przez komorki DPSCs czynnikéw wzrostu cha-
rakterystycznych dla neuronow, w tym NGF, GDNF i BDNF (Mead, Logan, 2016).

Wykazano réwniez, ze komorki macierzyste miazgi z¢ba mogg réoznicowaé si¢ do
neuronéow dopaminergicznych in vitro, jednak stwierdzenie czy maja one zdolnos¢
utrzymywania fenotypu neuronéw dopaminergicznych i zastgpowania utraconych
neuronow w modelu choroby Parkinsona in vivo wymaga dalszych badan (Mead,
Logan, 2016).
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Podsumowanie

Zastosowanie komodrek macierzystych jest bardzo dobrg metoda, ktora pozwala
stworzy¢ nowe perspektywy w leczeniu chordéb uktadu nerwowego w tym udaru
niedokrwiennego moézgu, choroby Parkinsona czy choroby Alzheimera. Odkrycie
w 2006 r. indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych i ich duzego
potencjatu do réznicowania w kazdy typ komorek, w tym komoérki nerwowe,
pokazato jeszcze wigksze mozliwosci wykorzystania somatycznych komorek
macierzystych w terapii, ktora nie stwarzata kontrowersji etycznych (Takahashi,
Yamanaka, 2006). Jedna z najwigkszych korzysci uzywania komorek iPSCs jest to,
ze moga one by¢ wykorzystywane w personalizowanej kuracji w chorobie
Parkinsona. Kolejnym obiecujacym aspektem jest wykorzystanie neuronéw dopa-
minergicznych uzyskanych z komorek iPS jako modelu in vitro choroby Parkinsona.
Pozwala to na poznanie mechanizmu choroby, testowanie lekow oraz poznania
innych metod wspomagajacych terapi¢ (Torrent, De Angelis Rigotti, 2015). Jednak
z drugiej strony istniejg rowniez pewne ograniczenia takie jak zwigkszone ryzyko do
powstania potworniakéw (Zychowicz, 2012). Dlatego tez komorki macierzyste
miazgi zeba ze wzgledu na swoje ektodermalne pochodzenie stanowia populacje
komorek, ktora z powodzeniem moze zosta¢ wykorzystana w regeneracji tkanki
nerwowej. Ich multipotencjalny charakter umozliwia komérkom DPSCs na
réznicowanie si¢ w komorki typu neuron-like cells, natomiast ich zdolnosci do
parakrynnego oddzialywania na uszkodzong tkanke, pozwalaja im na udziat
W regeneracji tkanek bez koniecznosci réznicowania. Kolejng ich zaleta jest to, ze ze
wzgledu na brak czasteczek kompleksu zgodnosci tkankowej klasy II (MHC II),
komoérki DPSC sa nieimmunogenne, co daje mozliwosci ich allogenicznych
przeszczepow.

Badania nad wykorzystaniem komorek macierzystych, a w szczegdlnosci
komoérek macierzystych pochodzacych z miazgi z¢ba moga odgrywaé kluczowa role
w regeneracji uszkodzonych tkanek, a przede wszystkim w regeneracji uktadu
nerwowego, w tym w terapii udaru niedokrwiennego, a takze choréb neurode-
generacyjnych takich jak choroba Parkinsona, czy choroba Alzheimera.
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Streszczenie

Zapalenie jest procesem, ktory mobilizuje wiele komorek organizmu, w tym neutrofile oraz monocyty,
ktore naleza do ukladu odpornosciowego. Neutrofile sa komoérkami, ktdre neutralizuja czynniki
uszkadzajace (w tym drobnoustroje) gtownie na drodze fagocytozy i Net-ozy. W =ziarnisto$ciach
neutrofilow znajduje si¢ migdzy innymi kalprotektyna, proteina, nalezaca do rodziny bialek S100, ktora
ma zdolno$¢ do wigzania jonéw Ca®*, Zn®* oraz Mn?*. Jony tych pierwiastkéw sa niezbedne do
przezycia i wzrostu drobnoustrojow. Stany zapalne jelit to duza grupa schorzen, wérdd ktoérych znajduja
si¢ nieswoiste zapalenia jelit (IBD) oraz choroby infekcyjne takie jak: zakazenia bakteryjne (w tym
Clostridium difficile, Salmonella spp., Campylobacter spp.), czy wirusowe (rotawirusy, adenowirusy).
Choroby te przebiegaja z masywnym naciekiem leukocytarnym, w zwigzku z tym ste¢zenie frakceji
katowej kalprotektyny (FC) powinno korelowac z cigzkoscia zapalenia.

W przebiegu nieswoistych zapalen jelit, kalprotektyna jest dobrym markerem, korelujagcym ze stopniem
zaawansowania choroby. Roznicuje ona rowniez IBD od zespotu jelita drazliwego (IBS). W przebiegu
zakazenia C. difficile (CDI); gdzie glownym markerem diagnostycznym jest GDH oraz toksyny A i B
wykrywane w kale pacjentow, kalprotektyna moze by¢ rowniez pomocna w szacowaniu stopnia
cigzko$ci zakazenia oraz prognozowaniu rozwoju choroby. Wigkszo$¢ badaczy obserwuje wyrazny
wzrost kalprotektyny w bakteryjnych zakazeniach uktadu pokarmowego. Znaczny wzrost warto$ci
kalprotektyny w kale opisano w ci¢zkim zakazeniu C. difficile, zwtaszcza szczepami hiperwirulentnymi.
W przebiegu zakazen wirusowych jednak nie obserwuje si¢ takiego wzrostu. W wigkszos$ci przypadkow
infekcyjnych choréb uktadu pokarmowego obserwuje si¢ wysokie wartosci kalprotektyny korelujace
z cigzkoscia zakazenia.

Abstract

Inflammation is a process that mobilizes many of the body's cells, including neutrophils and monocytes
that come under to the immune system. Neutrophils are cells that neutralize damaging factors (including
microorganisms) mainly by phagocytosis and NETS. In neutrophil granules are located many proteins,
including, calprotectin, a protein belonging to the S100 family of proteins that has the ability to bind
Ca?*, Zn®* and Mn®" ions. The ions of these elements are necessary for the growth and survival of
microorganisms. Inflammation of intestinal is a result of a large group of diseases, including
inflammatory bowel diseases (IBD) and infectious diseases of bacterial (Clostridium difficile,
Salmonella spp., Campylobacter spp. and others), or viral infections (rotavirus, adenovirus). These
diseases occur with massive infiltration of leukocytes, therefore the concentration of fecal calprotectin
fraction (FC) should correlate with the severity of inflammation.

In the course of IBD, calprotectin is a good marker, correlating with the severity of the disease. It also
differentiates IBD from Irritable Bowel Syndrome (IBS). In the course of C. difficile infection (CDI);
where the main diagnostic marker is GDH and toxins A and B detected in the stools of patients,
calprotectin may also be helpful in estimating the severity of infection and prognosing disease
development. Most researchers observe a significant increase of calprotectin level in severe C. difficile
infection (CDI), especially caused by hypervirulent strains. During others gastrointestinal bacterial
infections a significant increase of calprotectin level in feces also is observed, whereas in the course of
viral infections there is no such increase. In the majority of bacterial infectious diseases of the digestive
system, high values of calprotectin correlate with the severity of infection.
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Wstep

Reakcja zapalna, rozwijajaca si¢ w organizmie, powstaje na skutek zadziatania
czynnika uszkadzajacego, ktory niszczy tkanki ustroju. Moze ona mie¢ charakter
miejscowy i ogdlnoustrojowy, konczy¢ si¢ na fazie ostrej, lub przechodzi¢ w postaé
przewlekta. Czynniki uszkadzajace mozna podzieli¢ na fizyczne (np.: mechaniczne,
promieniowanie jonizujgce); chemiczne (np.: kwasy, zasady); biologiczne (np.:
bakterie i ich toksyny, wirusy, grzyby, pasozyty) (Catoksinski, Dobrzynski et al.
2009). Uktad odpornosciowy cztowieka, to sprawnie dziatajacy mechanizm, ktory
ma za zadanie rozpoznawac obce antygeny, martwe komorki, komérki nowotworowe
i je eliminowa¢. Uktad immunologiczny tworza narzady, takie jak np.: $ledziona,
wezly chlonne oraz komorki, wsrod ktéorych wazna role odgrywaja leukocyty.
Neutrofile (granulocyty obojetnochtonne) sg pierwszymi komoérkami, ktére pojawiaja
si¢ w ognisku zapalenia. W swoich ziarnisto$ciach posiadajg one szereg substanciji,
ktoére majg dzialanie przeciwdrobnoustrojowe; jedna z nich jest kalprotektyna
(Brinkmann, Reichard et al. 2004). Gléwng funkcja granulocytdéw obojetno-
chtonnych jest fagocytoza oraz NET-0za, czyli wytwarzania charakterystycznej sieci
(Neutrophil Extracellular Trap). W sieci tej znajduje si¢ histonowe DNA oraz
substancje pochodzace z ziarnisto$ci neutrofilow, w tym kalprotektyna. Mobilizacja
neutrofilow doprowadza do powstania nacieku zapalnego, ktory najczgsciej koreluje
z wielkoscig obszaru zapalnego. W przebiegu niektorych chordb istnieje mozliwosé
dokonania pomiaru poziomu kalprotektyny wydzielanej miejscowo (plwocina,
stolec), ktorej stezenie powinno korelowa¢ z zaawansowaniem stanu zapalnego
(Szmyt, Kasprzak 2011).

Kalprotektyna, (nazywana réwniez kalgranuling A i B, kompleksem biatek MRP8
i MRP14 (migration inhibitory factor-related protein); jest biatkiem nalezagcym do
grupy biatek S100, wiazacych jony wapnia (Ca®"), dodatkowo jest zdolna do
wigzania jonow cynku (Zn®*) i manganu (Mn”"). Zbudowana jest z kompleksu dwoch
podjednostek S100A8/S100A9, ktore tworza heterodimer. (Yui, Nakatani et al.
2003). Grupa biatek S100, to male czasteczki o masie 10-12 kDa, sktadajg si¢ z 25
przedstawicieli; wiaza one jony wapnia (Ca?") ale takze miedzi (Cu®*), cynku (Zn%").
Biatka te posiadaja charakterystyczny motyw EF-hands (helix E-loop-helix F), a ich
nazwa pochodzi od tego, ze sa rozpuszczalne w 100% nasyconym roztworze
siarczanu amonu przy oboj¢tnym pH (Sedeghat, Notopoulos, 2008, Donato, 1999).
W strukturze biatek S100 znajduja si¢ zazwyczaj dwa miejsca wigzania Ca?*, ktore
sg umiejscowione w petli pomigdzy dwoma a-helisami, co graficznie przypomina
dlon z kciukiem i palcem wskazujacym utozonymi do siebie pod katem prostym
(Lewit-Bentley, Rety, 2000), po zwigzaniu jondw wapnia biatko zmienia swoja
konformacj¢ przestrzenng (Donato, Cannon et al. 2013).

Cele i metodyka

Celem pracy byla proba uzyskania odpowiedzi na pytanie czy kalprotektyna moze
by¢ przydatnym markerem diagnostycznym w chorobach zakaznych uktadu
pokarmowego, szczegolnie zakazen wywotanych C. difficile.

Do osiagnigcia powyzszego celu przeprowadzono przeglad piSmiennictwa
W bazach Pubmed, Medline, Google Scholar, wyszukujac publikacji w jezyku
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angielskim, zawierajacych w tytule lub abstrakcie stowa ,,calprotectin, Clostridium
difficile infection, IBD — inflammatory bowel diseases, neutrophil”.

Uzyskano kompletne artykuly w oparciu o wcze$niej wiaczone abstrakty.
Krytycznie oceniono zrodia artykutdw, selekcjonujgc prace z czasopism o wysokiej
referencyjnosci, zwlaszcza z ostatnich lat. Przeanalizowano budowe i1 funkcje
kalprotektyny oraz przypadki jej zastosowania w celach diagnostycznych w réznych
grupach pacjentow.

Funkcje kalprotektyny

Kalprotektyna jest produkowana glownie przez neutrofile, stanowi ona ponad
40% bialek znajdujacych si¢ w granulocytach obojg¢tnochtonnych, jest rowniez
waznym skladnikiem sieci tworzonej w procesie NET-ozy. Sie¢ ta ma na celu
unieruchomienie i neutralizacj¢ drobnoustrojow (Brinkmann, Reichard et al. 2004,
Urban, Ermert et al. 2009). Oprocz neutrofiléw, kalprotektyne moga rowniez
produkowa¢ makrofagi, keratynocyty oraz komorki $rodblonka, a jej obecnosé
stwierdzono w surowicy, moczu, siarze oraz kale. Podwyzszone st¢zenie kalpro-
tektyny oznaczano u pacjentow z zapaleniem pluc (w tym w gruzlicy phuc),
chorobami nowotworowymi skory, reumatoidalnym zapaleniem stawow, po
transplantacjach narzadow i zabiegach chirurgicznych, zainfekowanych wirusem
HIV, z mukowiscydoza oraz z chorobami nowotworowymi jelit (St¥fZ, Trebichavsky,
2004, Yui, Nakatani et al. 2003).

Kalprotektyna wykazuje silne dzialanie przeciwbakteryjne i przeciwgrzybicze,
ktore nie jest zwigzane z bezposrednim dziataniem bojczym, ale z pozbawianiem
drobnoustrojow sktadnikow odzywczych poprzez sekwestracje jonow cynku
i manganu. Niedobor Zn*" wplywa na zalezne od tego pierwiastka metaloproteinazy
drobnoustrojow, dzieki czemu dochodzi do inhibicji wzrostu drobnoustrojow takich
jak: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Listeria mono-
cytogenes, Borrelia burgdorferi, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella enteritica serowar Typhimurium, Shigella flexneri (Gaddy, Radin et al.
2014, Liu, Jellbauer et al. 2012). Sekwestracja jonéow Mn®* wplywa na obnizenie
aktywno$ci manganozaleznej dysmutazy nadtlenkowej, zwickszajagc wrazliwosé¢
Staphylococcus aureus na stres oksydacyjny Mangan jest rowniez kofaktorem wielu
biatek bakteryjnych (Kehl- Fie, Chitayat et al. 2011, Diaz- Ochoa, Lam et al. 2016).
Kalprotektyna bierze rowniez udziat w procesach immunoregulacyjnych: jest
aktywatorem TLR4, indukuje produkcje NO w makrofagach, reguluje aktywnos¢
limfocytow T CD8+, zwigksza aktywno$¢ prozapalng $rodblonka, indukuje proces
apoptozy, hamuje wzrost komorek nowotworowych, nasila migracj¢ neutrofilow do
miejsca zapalenia (Donato, Cannon et al. 2013).

Zakazenia uktadu pokarmowego przebiegaja zazwyczaj z duzym naciekiem
leukocytarnym w obrebie jelit. Kalprotektyna wydzielana z leukocytow obojetno-
chlonnych, ktére ulegly aktywacji badz apoptozie, dostaje si¢ do katlu, gdzie mozna
dokona¢ jej pomiaru. Shuzg do tego proste testy immunoenzymatyczne ELISA.
Przeciwciata skierowane przeciwko kalprotektynie, sa umieszczone na fazie stalej
i jezeli kalprotektyna jest obecna w materiale, to zostaje przez przeciwciata
zwigzana. Nastepnie do kompleksu przeciwciato-kalprotektyna przytacza si¢
przeciwciato sprzezone z enzymem, ktory po roztozeniu substratu powoduje
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powstanie barwnego produktu. Natezenie zabarwienia mierzone przy odpowiedniej
dhugosci fali jest wprost proporcjonalne do stezenia kalprotektyny w kale (Calprest,
Eurospital, Wtochy — instrukcja wykonania testu).

Dzicki wigzaniu jondéw wapnia przez kalprotektyng, pozostaje ona oporna na
rozktad przez enzymy proteolityczne i stabilna w probce do 7 dni przy
przechowywaniu w temperaturze pokojowej. Stezenie frakcji kalowej kalprotektyny
jest uzaleznione od wieku i tak u dzieci od 1 do 6 miesigca zycia za wartos¢
prawidlowa uznaje si¢ 538 mg/kg katu, od 6 m.z. do 3 lat 214 mg/kg, od 3 do 4 lat 75
mg/kg. Powyzej 4 roku zycia i u 0so6b dorostych za wartos¢ prawidlowg przyjmuje
si¢ stezenie <50 mg/kg (Oord, Hornung, 2014, Walshmam, Sherwood, 2016).

Przewlekle zapalenie jelit (infalmmatory bowel disease IBD) i zespot jelita
drazliwego (irritable bowle syndrome IBS)

IBD wystepuje najczgséciej w dwoch postaciach: wrzodziejgcego zapalenia jelita
grubego i choroby Les$niowskiego-Crohn’a. Obydwie postaci przebiegaja z duzym
odczynem zapalnym, z nieswoistymi objawami takimi jak: bole brzucha, biegunki,
czasami krwawe, wzdecia. Zadna z tych choréb nie ma ustalonej przyczyny,
obserwuje si¢ wystgpowanie rodzinne, charakterystyczna jest nawrotowosc,
a w skrajnych przypadkach konieczna jest interwencja chirurgiczna badz moze
nastapi¢ rozwo6j choroby nowotworowej. Zespo6t jelita drazliwego manifestuje si¢
podobnymi objawami jak przewlekte zapalenie jelit, klasyfikowane jest natomiast
jako zespot zaburzen jelitowych, ktore nie majg ustalonej przyczyny. IBS nie
przebiega z odczynem zapalnym i ogdlnie jest uwazany za tagodne zaburzenie
funkcji uktadu pokarmowego (Walshman, Sherwood, 2016).

Kalprotektyna jest czulym markerem rdéznicujagcym IBD od IBS. Wysokie
stezenie kalprotektyny katowej (fecal calprotectin FC) obserwuje si¢ w przewlektym
zapaleniu jelit, natomiast na podstawie zmierzonych warto$ci nie da si¢ zréznicowac
w obrgbie IBD czy jest to wrzodziejace zapalenie jelit czy jest to choroba
Le$niowskiego-Cohn’a (Walshman, Sherwood,2016, Kotze, Nisihara et al. 2015).
Wysokie wartosci FC koreluja ze stopniem zaawansowania choroby lepiej niz biatko
C-reaktywne — CRP, dlatego tez FC, moze by¢ uzyteczna w monitorowaniu terapii,
jest do§¢ czutym markerem wskazujacym na gojenie si¢ Sluzowki w leczeniu
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego, jednak nie uzywa si¢ kalprotektyny jako
markera prognostycznego (Kristensen, Reaseth et al. 2017, Sipponem, Kolho 2015).

Choroby infekcyjne jelit.

Frakcja kalowa kalprotektyny znacznie wzrasta w chorobach infekcyjnych jelit
o etiologii bakteryjnej a stabiej w chorobach o etiologii wirusowej. Zakazenia
wirusowe sg wywolywane glownie przez adenowirusy, norowirusy, rotawirusy
i astrowirusy, a bakteryjne przez: Salmonella enteritica., Shigella spp., Campylo-
bacter spp. oraz Clostridium difficile. We wszystkich tych stanach obserwuje si¢
wzrost frakcji katowej kalprotektyny, ale w zakazeniach bakteryjnych (zwlaszcza
spowodowanych przez Salmonella spp.), ten wzrost jest bardzo wyrazny (warto$ci
>500 mg/kg). W infekcjach wirusowych, gdzie dominujacg rolg w odpowiedzi
immunologicznej odgrywaja limfocyty, wzrost ten nie jest jednak tak spektakularny.
Badacze sa rowniez zgodni, ze wysoki poziom kalprotektyny koreluje z cigzkoscia
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zakazenia oraz ze stopniem nasilenia objawow takich jak biegunka, wymioty,
odwodnienie i gorgczka (Duman, Gencipar et al. 2015, Chen, Huang et al. 2012, van
de Ven, Janssen et al. 2014, Nielsen, Engberg et al. 2013).

C. difficile jest obecnie uwazana za gléwna przyczyne biegunek poantybio-
tykowych, zwlaszcza wsrdd pacjentow hospitalizowanych. Toksyny A i B
wytwarzane przez C. difficile, sg odpowiedzialne za powstawanie objawdw
w przebiegu zakazenia. Toksyny C. difficile A i B wykazujg dziatanie synergistyczne
prowadzace do nagromadzenia pltynéw w $wietle jelit, zniszczenia komorek
nabtonka jelitowego, sg takze czynnikiem chemotaktycznym dla neutrofilow.
Zakazenie toksynotworczymi szczepami C. difficile, daje bardzo szerokie spektrum
objawow, takich jak wspomniane juz biegunki, bole brzucha, ale rowniez cigzkie
postaci jak rzekomobloniaste zapalenia jelit, perforacja jelit, powstanie okreznicy
olbrzymiej czy S$mieré. Duzym problemem jest wystepowanie szczepu hiper-
wirulentnego NAP1/B1/027, ktéry charakteryzuje si¢ nadprodukcja toksyn A i B
oraz wytwarzaniem toksyny binarnej, a takze oporno$cia na fluorochinolony i duzg
zdolnosécig do rozprzestrzeniania si¢ w srodowisku szpitalnym przez sporulacj¢
(Swale, Miyajima et al. 2014, El. Feghaly, Stauber et al. 2013). W celu
zdiagnozowania zakazen C. difficile poszukuje sie¢ w kale antygenu GDH oraz toksyn
A i B. Obecnos¢ toksyn w kale $wiadczy o objawowym zakazeniu i odpowiada
obrazowi klinicznemu choroby. Oznaczanie leukocytow we krwi obwodowe;j,
kreatyniny, albumin lub innych markeréw zapalenia, wspomaga diagnozg; zaznaczy¢
nalezy jednak, ze stezenie frakcji katowej kalprotektyny jest takze znacznie
podwyzszone rowniez u pacjentow, bezobjawowych (Darkoh, Turnwald et al. 2014).
Wyzsze wartosci kalprotektyny obserwowano u pacjentow zakazonych szczepem
NAP1/B1/027, z wysoka leukocytoza krwi obwodowej (Peretz, Tkhawkho et al.
2016). Miedzy badaczami nie ma natomiast zgody co do korelacji cigzkosci
zakazenia ze $miertelno$cig czy nawrotowoscig choroby a poziomem kalprotektyny
katowej. Cze§¢ prac donosi, ze wysokie wartosci kalprotektyny obserwowano
U pacjentéw z cigzkimi postaciami choroby oraz byly one negatywnymi wskaznikami
prognostycznymi (Rao, Santhosh et al. 2016, Kim, Kim et al. 2016). Sg tez prace
mowigce, ze tylko na podstawie wartosci kalprotektyny nie da si¢ oceni¢ cigzkosci
zakazenia, sktonno$ci do nawrotow choroby oraz przewidzie¢ $miertelnosci (Peretz,
Tkhawkho et al. 2016, Swale, Miyajima et al. 2014).

Dyskusja

Kalprotektyna, (biatko nalezace do grupy biatek S100), jest gtdéwnie produkowana
przez neutrofile i inne komorki, ktore jako pierwsze przedostaja si¢ do ogniska
zapalenia (Yui, Nakatani et al. 2003). Jest ona waznym elementem odpornosci
wrodzonej poprzez swoja zdolnos¢ do wigzania jondw wapnia, cynku i manganu
bierze udziat w procesie ,,odporno$ci pokarmowe;j”, na skutek czego doprowadza do
inhibicji wzrostu bakterii i grzybéw (Juttukonda, Chazin et al. 2016). Kalprotektyna
wystepuje w wielu ptynach ustrojowych, takich jak mocz, kat, plwocina, siara; jej
podwyzszone stezenie we krwi moze by¢ rowniez oznaczane w takich jednostkach
chorobowych jak np.: reumatoidalne zapalenie stawow, zapalenie ptuc, czy po
operacjach chirurgicznych (St¥{Z, Trebichavsky, 2004).
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Choroby zapalne, toczace si¢ w obrebie uktadu pokarmowego moga mie¢ r6zng
etiologi¢ (wirusowa, bakteryjng, bez ustalonego czynnika), ale najczesciej
przebiegaja z duzym naciekiem leukocytarnym, w zwigzku z tym kalprotektyna jest
wydzielana do katu gdzie moze by¢ mierzona, a wielkos$¢ jej stezenia powinna by¢
wprost proporcjonalna do stopnia zaawansowania stanu zapalnego (Wohlwend,
Tiermann et al. 2016).

Frakcja katowa kalprotektyny moze by¢ uzyteczna w diagnostyce wielu chorob
toczacych si¢ w obrebie uktadu pokarmowego. Jej pomiaru dokonuje si¢ z zasto-
sowaniem nieskomplikowanych i czutych testow immunoenzymatycznych ELISA,
ktére wykorzystuja reakcje antygen-przeciwciato. Wiazanie jonow wapnia przez
kalprotektyne sprawia, ze jest ona stabilna w kale do 7 dni przy przechowywaniu
materialu badanego w temperaturze pokojowej; co zwigksza dostepnos¢ badania i ma
znaczenie w czasie transportu do laboratorium oraz przy przedtuzajgcym si¢ czasie
zbierania probek (Walshman, Sherwood 2016). Oznaczenie kalprotektyny w kale jest
badaniem czultym, szybkim i nieinwazyjnym, obniza w zwigzku z tym stres
i dyskomfort pacjenta oraz koszty hospitalizacji (NICE — Diagnostics guidance,
2013). Na podstawie stezenia kalprotektyny mozna odrozni¢ przewlekle zapalenie
jelit od zespotu jelita drazliwego, zakazenie jelit o etiologii bakteryjnej od
wirusowej, mozna rowniez szacowac cigzkos¢ zakazenia oraz prognozowaé powrot
do zdrowia (Kristensen, Reseth et al. 2017, Duman, Gencipar et al. 2015). Spektrum
objawow w przebiegu zakazenia C. difficile jest bardzo szerokie: od biegunek czy
bolow brzucha; do powaznych powiktan jak rzekomobloniaste zapalenie jelita
grubego, dlatego wazne jest ustalenie stopnia cigzkoSci choroby oraz mozliwos¢
przewidzenia jej nawrotow. Frakcja kalowa kalprotektyny jest znacznie podwyz-
szona w wigkszosci przypadkow zakazenia C. difficile, wyzsze wartosci obserwuje
si¢ rowniez u pacjentow zakazonych szczepami hiperwirulentnym NAP1/B1/027
(Swale, Miyajima et al. 2014). Niektorzy badacze zaobserwowali wyrazna korelacje
pomi¢dzy wysokimi wartosciami kalprotektyny (>2000 pg/g) a cigzkimi postaciami
zakazen C. difficile, nie da si¢ natomiast na podstawie stezenia kalprotektyny
przewidzie¢ nawrotow choroby (Kim, Kim et al. 2017).

Podsumowujac, oznaczenie frakcji katlowej kalprotektyny jest badaniem dajacym
wiele mozliwosci diagnostycznych. Kraje takie jak Wielka Brytania czy Szwajcaria
wprowadzity je do swoich standardow diagnostycznych i algorytméw postgpowania
w przypadku diagnostyki przewleklego zapalenia jelit (Walsham, Sherwood 2016,
NICE — Diagnostics guidance, 2013). Jako marker tak czuty, powinien by¢ uzywany
pomocniczo w diagnostyce zakazen spowodowanych przez C. difiicile, co
usprawnitoby podejmowanie decyzji terapeutycznych.
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Streszczenie

Wsrod  wszystkich  zakazen bakteryjnych, infekcje wywotywane przez patogeny z rodzaju
Staphylococcus spp. maja duzy wptyw na zdrowie cztowieka. Wynika to z ich obecnosci na catej skorze
oraz btonach $luzowych cztowieka.

Celem pracy byta identyfikacja genetycznych determinant oporno$ci na antybiotyki aminoglikozydowe
poprzez analize obecno$ci genow: aac(6')/aph(2"), aph(3")-I1la oraz ant(4')-1a, za pomoca techniki PCR
oraz ocena lekowrazliwo$ci szczepow Staphylococcus epidermidis na antybiotyki aminoglikozydowe
metoda krazkowo-dyfuzyjna.

Sposrod badanych szczepow S. epidermidis, 57,14% bakterii posiadato co najmniej jeden z trzech
analizowanych genéw opornoéci na antybiotyki aminoglikozydowe. U ponad potowy szczepoéw
wykazano obecno$¢ genu ant(4’)-la (51,43% szczepow). Stwierdzono takze wysoki odsetek
gronkowcéw naskorkowych opornych na tobramycyng (57,14% szczepoéw) i gentamycyng (51,43%
szczepOw).

Oporno$¢ na antybiotyki aminoglikozydowe, jak rowniez obecno$¢ genow ja determinujacych,
wystepuje z roézng czgstoscia, na ktéra maja wptyw wielorakie czynniki. Do najistotniejszych naleza:
rodzaj materiatu klinicznego, z ktorego szczep zostat wyizolowany, typ szpitala, rejon geograficzny, czy
sytuacja epidemiologiczna.

Stowa kluczowe: aminoglikozydy, biofilm gronkowcowy, lekoopornoé¢, Staphylococcus epidermidis

Abstract

Phenotype and genetic evaluation of resistance to aminoglycoside antibiotics
of Staphylococcus epidermidis clinical strains

Among all of the bacteria, due to ability of colonizing skin and all mucous membranes, Staphylococci
pose the greatest influence to the human health.

The aim of presented study was to evaluate genetic determinants of the resistance to the aminoglycoside
antibiotics by the analysis of: aac(6')/aph(2”’), aph(3’)-1lla, and ant(4')-la genes structure, with the use
of PCR method. The microbial susceptibility of Staphylococcus epidermidis to antibiotics was also
analyzed by the disc diffusion method.

Fifty seven percent from all tested strains of S. epidermidis had at least one of the three relevant genes
resistant to aminoglycoside antibiotics. The most frequent gene was ant(4')-la (51,43% of tested
strains). Among all tested strains of S. epidermidis, the majority showed resistance to tombramycin and
gentamicin (57,14%, 51,43%, respectively).

The resistance to aminoglycoside antibiotics as well as the presence of the resistance associated genes
occur with varying frequency depending on the type of clinical material of the tested strains,
geographical region, hospital classification, or the group of patients taking part in the test.

Keywords: Staphylococcus epidermidis, aminoglycosides, drug resistance, staphylococcal biofilm, drug
susceptibility
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Wstep

Staphylococcus epidermidis, gronkowiec naskérkowy, stanowi naturalng flore
fizjologiczng czlowieka, najliczniej wystgpujac na skorze oraz w ukladzie
oddechowym i przewodzie pokarmowym cztowieka. Jest najczgsciej izolowanym
gatunkiem wsrod gronkowcow koagulazoujemnych (CoNS ang. Coagulase Negative
Staphylococci). W ciggu ostatnich lat zostal uznany za wazny czynnik etiologiczny,
glownie zakazen szpitalnych oraz zakazen zwigzanych z ukladem sercowo-
naczyniowym. Infekcje dotycza szczegodlnie pacjentoéw z obnizong odpornoscia oraz
0sOb posiadajgcych wszczepione protezy z materiatow sztucznych (Budzynska,
Kaczmarek et al. 2007).

Gronkowce koagulazoujemne, w odréznieniu od Staphylococcus aureus, nie
wytwarzaja duzej liczby toksyn i enzymow. Najbardziej znaczacym czynnikiem,
odpowiedzialnym za zjadliwo$¢ CoNS, pozostaje zdolnos¢ do produkcji biofilmu
— Ryc. 1. (Delinska-Gawlinska, Arlukowicz et al. 2008, Dzierzanowska 2009).
Bakterie te odktadaja na powierzchni cewnikow lub innych biomateriatow substancje
polimerowe ($luz egzopolisacharydowy, adhezyny, biatko wiazace kolagen), ktore
stanowig podstawe do tworzenia biofilmu (Bartoszewicz 2013). Biofilm jest
populacja bakterii, ktora stanowi od 10 do 15% jego objetosci, rosngca na okreslone;j
powierzchni (biotycznej — np. tkanki lub abiotycznej — np. cewnik), otoczong przez
macierz zewnatrzkomérkowa, sktadajacg si¢ z cukrow, bialek oraz zewnatrz-
komoérkowego DNA (eDNA — ang. extracellular DNA), tworzacych pozostate 85-
90% macierzy (El-Baky 2012). Zakazenia szczepami gronkowcow produkujacych
biofilm sg trudne do wyleczenia, poniewaz bakterie tam zyjace potrafig by¢ do 1000
razy bardziej oporne na antybiotyki, niz te same patogeny rosngce w formie
planktonicznej (Becker, Heilmann et al. 2014, Gomes, Teixeira et al. 2012).

Ryc. 1. Biofilm Staphylococcus epidermidis [SEM x 3700] — zdjgcie z kolekcji Katedry i Zaktadu
Mikrobiologii i Wirusologii SUM
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Podczas tworzenia biofilmu gléwna role w jego strukturze odgrywa polisa-
charydowa adhezyna migdzykomorkowa PIA (ang. Polysaccharide Intercellular
Adhesin), w ktorej sktad wchodzi przede wszystkim polimer B-1,6-N-acetylo-
glukozaminy PNAG (ang. Poly-N-acetylglucosamine). Jest wytwarzana przez
enzymy kodowane przez operon icaADBC, kryjagcy w swoim sktadzie cztery geny:
icaA, icaD, icaB, icaC, ruchomy element IS 256 oraz gen regulatorowy icaR
(Diemond-Hernandez, Solérzano-Santos et al. 2010, Liduma, Tracevska et al. 2012,
Papadimitriou-Olivgeri, Giormezis et al. 2016, Su Mi, Seung-Han et al. 2003).
Ekspresja genéw zawartych w operonie icaADBC jest zalezna od wielu czynnikow,
zardbwno srodowiskowych, jak i genetycznych. U bakterii nieposiadajacych operonu
icaADBC, lub wykazujacych jego zmniejszong ekspresje, wykryto inne mechanizmy
kompensujace zdolno$¢ wytwarzania biofilmu. Udowodniono w tym przypadku
wytwarzanie czynnikow 0 charakterze biatkowym, czy produkcje zewnatrzko-
moérkowego DNA (eDNA), bedacego polianionem, taczacym dodatnio natadowane
fragmenty PIA (Campoccia, Montanaro et al. 2011, Stevens, Greene et al. 2009).
Zakazenie gronkowcem naskorkowym, oprocz wspomnianych juz zakazen tozyska
naczyniowego czy endoprotez, moze by¢ rowniez powodem infekcyjnego zapalenia
wsierdzia. W tym przypadku jedng z opcji terapeutycznych jest stosowanie
rifampicyny z antybiotykami aminoglikozydowymi (Polewczyk, Janion et al. 2014).

Aminoglikozydy wykazuja efekt bakteriobojczy w stosunku do bakterii
tlenowych, jednak w terapii sa czgsto stosowane w leczeniu skojarzonym z -lakta-
mami i glikopeptydami, pomimo niejednokrotnie wystepujacych podczas leczenia
dziatan niepozadanych (Meszaros, Kwiatkowski et al. 2007). W czasteczce
aminoglikozydu charakterystyczna jest obecnos¢ aminocukru, potgczonego wigza-
niem glikozydowym z aminocyklitolem — streptaming (w czasteczce streptomycyny)
lub 2-deoksystreptaming (w przypadku gentamycyny i pozostatych aminogli-
kozydoéw) (Campoccia, Montanaro et al. 2011). Aminoglikozydy to polikationy,
zawierajgce w swej strukturze grupy aminowe i hydroksylowe, odpowiedzialne za
ich dziatanie farmakologiczne (Heczko, Wroblewska et al. 2014). Wykazujg
dziatanie bakteriobojcze poprzez hamowanie syntezy bialek. Efekt dziatania tych
antybiotykow jest uzalezniony od stezenia leku w otoczeniu drobnoustroju. Wsrod
dziatan niepozadanych aminoglikozydow, najczesciej odwracalnych, najwazniejsza
role odgrywa dziatanie nefrotoksyczne, ototoksyczne i neurotoksyczne (Mgczynska
2015).

Opornos$¢ bakterii na aminoglikozydy to proces postepujacy i zrdznicowany
w zaleznoéci od rodzaju i gatunku bakterii, ale takze rézny dla poszczegdlnych
antybiotykow z tej grupy. Zjawisko opornosci dotyczy szczegodlnie drobnoustrojow
izolowanych z powiktan septycznych (Meszaros, Kwiatkowski et al. 2007).
Najbardziej powszechnym mechanizmem opornosci jest inaktywacja amino-
glikozydu przez rodzing enzyméw AME (ang. Aminoglycoside Modifying Enzyme).
Zjawisko opornosci moze zachodzi¢ réwniez w wyniku mutacji w obrebie rybosomu
oraz, coraz czgsciej, wskutek reorganizacji rybosomu przez rodzing metylotransferaz
rybosomalnych. Mutacje rybosomalne dotycza najczeSciej genu rrs, kodujgcego
czg$¢ A 16S rRNA. Zmiana ta utrudnia wigzanie aminoglikozydu z rybosomem
i w konsekwencji hamowanie syntezy biatka. Innym wystepujagcym zjawiskiem jest
mutacja w genie rspL, kodujacym biatko S12 odpowiedzialne za wigzanie
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aminoglikozydéow z grupy streptomycyny, co powoduje wystgpienie wysokiej
opornosci bakterii na te antybiotyki (Garneau-Tsodikova, Labby et al. 2016).

Rosngca antybiotykooporno$¢ infekujacych szczepéw bakteryjnych, czy tez
zdolno$¢ wytwarzania biofilmu, taka jak na przyktad obserwowana u S. epidermidis,
sa przyczyna roéoznego typu niepowodzen w zwalczaniu zakazen. Dlatego celem
podjetych badan byla ocena fenotypowej i genetycznej opornosci na antybiotyki
aminoglikozydowe wéréd klinicznych szezepow S. epidermidis, w zaleznosci od ich
zdolnosci do tworzenia biofilmu. Analizie poddano réwniez korelacj¢ pomigdzy
obecnoscia analizowanych gendw, a profilem lekoopornosci na badane antybiotyki
aminoglikozydowe.

Material i metody

W badaniach uzyto 70 szczepdéw bakterii Staphylococcus epidermidis wyizo-
lowanych z zakazen tozyska naczyniowego z rdéznymi zdolno$ciami tworzenia
biofilmu. Ze szczepdéw tych w obrebie grupy badanej (B) wyloniono dwie podgrupy:
grupe szczepdéw nietworzacych biofilmu (B1) oraz grupe szczepdéw tworzacych
biofilm (B2).

Badania zdolnos$ci tworzenia biofilmu wykonano zmodyfikowana metoda
Christensena (Christensen, Simpson et al. 1985, Wojtyczka, Orlewska et al. 2014).
W badaniach uzyto takze dwoch szczepow wzorcowych: S. epidermidis ATCC
12228 jako szczepu nieprodukujacego biofilmu oraz szczepu S. epidermidis ATCC
35983 jako szczepu produkujacego biofilm.

Oznaczenie lekowrazliwosci dla czterech wybranych antybiotykoéw aminogliko-
zydowych: gentamycyny, netylmycyny, tobramycyny i amikacyny przeprowadzono
metoda krazkowo-dyfuzyjnag, zgodnie z rekomendacjami EUCAST (KORLD 2010).

Z Dbadanych szczepéw przygotowano zawiesiny 0,5 w skali McFarlanda
w roztworze 0,9% NaCl. Nastegpnie dokonano posiewu na podtoze Mueller-Hinton
(MHA). W kolejnym etapie natozone zostaty krazki z nastepujacymi antybiotykami
aminoglikozydowymi: gentamycyna 10ug, netylmycyna 10ug, tobramycyna 10ug
oraz amikacyna 30ug (OXOID). Posiewy inkubowano w temperaturze 35°C przez 18
godzin, w warunkach tlenowych, a nastgpnie dokonano odczytu wielkosci stref
zahamowania wzrostu i oceniono wrazliwos¢ badanych szczepéw na podstawie
rekomendacji EUCAST, przedstawionych w tabeli 1. Oznaczanie opornosci na
wymienione antybiotyki wykonano w dwoch powtorzeniach.

Tabela 1. Kryteria klasyfikacji szczepow gronkowcow koagulazoujemnych na podstawie wynikéw oznaczania
lekowrazliwosci wg EUCAST (EUCAST 2016)

Klasyfikacja w zaleznosci od wartoéci graniczne;j strefy

Zawartosé zahamowania wzrostu [mm]
Antybiotyk antybiotyku

wkraZzku [ug] Oporny Sredniowrazliwy Wrazliwy
Gentamycyna 10 <22 - >22
Netylmycyna 10 <22 - >22
Tobramycyna 10 <22 - >22
Amikacyna 30 <19 20-21 >22
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W celu wykonania badan molekularnych przeprowadzono izolacj¢ genomowego
DNA bakterii przy pomocy zestawu Gene MATRIX Bacterial & Yeast Genomic
DNA Purification Kit (EURx Gdansk).

Wystepowanie genéw opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe u szczepdw
S. epidermidis przeprowadzono za pomoca techniki multiplex-PCR. Do tego celu
wykorzystano zestaw diagnostyczny 10xPCR Hypernova-RED (BLIRT S.A.
Gdansk). W badaniach uzyto starterow przedstawionych w tabeli Il. Reakcje
multiplex-PCR przeprowadzono w termocyklerze MJ Minni Personal Thermal
Cycler (BIO-RAD), wedtlug nast¢pujgcych parametrow: denaturacja wstepna 95°C
— 5 minut, nastgpnie 30 cykli w ukladzie: denaturacja 95°C — 120 sekund,
przylaczanie starterow 58°C — 30 sekund, wydluzanie starteréw 72°C — przez 30
sekund. Wydhuzanie koncowe 72°C — 10 minut (Murugan, Usha et al. 2010).

Produkty amplifikacji wizualizowano poprzez elektroforeze w 1,5% zelu
agarozowym z dodatkiem bromku etydyny (Wojtyczka, Orlewska et al. 2014).
Analize elektroforegraméw dokonano w programie GenSys.

Tabela II. Sekwencje starterow dla genow uzytych w reakcji multiplex PCR (Murugan, Usha et al. 2010)

Nazwa genu Sekwencje starterow (5'-3") Wielkos¢ produktu (pz)

. 1 5GAAGTACGCAGAAGAGA3
aac(6)/aph(2") ¢ o ACATGGCAAGCTCTAGGA-3 291

, I 5-AAATACCGCTGCGTA-3
aph(3)-llla f 5.CATACTCTTCCGAGCAA-3' 242

e r 5-AATCGGTAGAAGCCCAAS .o
ant(4) f: 5-GCACCTGCCATTGCTA-3'

Analize statystyczng otrzymanych wynikow badan przeprowadzono w programie
STATISTICA 12. Istotnos$¢ statystyczng sprawdzono przy pomocy testu chi-kwadrat
lub testu chi-kwadrat z poprawka Yatesa (w przypadku, gdy liczebnosci oczekiwane
byly mniejsze od 5). Przyjety poziom istotnosci wynosit p<0,05.

WynikKi

W pierwszym etapie badan dokonano oceny zdolno$ci tworzenia biofilmu u 70
szczepow S. epidermidis. Wsroéd badanych szczepow — 22 (31%) wykazywaty
zdolno$¢ do tworzenia biofilmu. Brak zdolno$ci tworzenia biofilmu stwierdzono
W przypadku 48 szczepow (69%).

W kolejnym etapie dokonano oceny lekowrazliwosci szczepow S. epidermidis na
antybiotyki aminoglikozydowe (Ryc. 2).
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Ryc. 2. Wynik oznaczania metodg dyfuzyjno-krazkowa lekowrazliwo$ci na antybiotyki aminoglikozydowe
wybranych szczepow S. epidermidis (od lewej szczepy wg numeracji SUM: 413, 1960) — fotografie wiasne.

Oporno$¢ w stosunku do badanych antybiotykow dla calej grupy badanej
Z podziatem na szczepy oporne, wrazliwe i sredniowrazliwe przedstawiono w tabeli
1.

Tabela III. Liczba szczepow opornych, wrazliwych oraz sredniowrazliwych w badaniu lekowrazliwosci

Badany antybiotyk Liczba szczepow Liczba szczepow Liczba szczepow
opornych wrazliwych $redniowrazliwych

Amikacyna 5 59 6

Gentamycyna 36 34 0

Netylmycyna 17 53 0

Tobramycyna 40 30 0

Poréwnujac otrzymane wyniki do oznaczen dla szczepéw wzorcowych — oba
szczepy wzorcowe: ATCC 12228 oraz ATCC 35983 wykazywaty wrazliwos¢
w stosunku do wszystkich oznaczanych antybiotykow.

Oceniajac  zjawisko wielolekoopornosci na antybiotyki aminoglikozydowe
stwierdzono, ze oporno$¢ ha €O nhajmniej jeden z badanych antybiotykow
wystegpowata wsrod 44 szczepoéw S. epidermidis, co stanowito 62,86% catej grupy
badanej. Lekowrazliwo$¢ na badane antybiotyki aminoglikozydowe przedstawiono
graficznie na rycinie 3.
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Ryc. 3. Lekooporno$¢ szczepow klinicznych S. epidermidis na antybiotyki aminoglikozydowe.

Zestawienie wynikow z uwzglednieniem podzialu grupy badanej na szczepy
posiadajace 1 nieposiadajace zdolnosci do tworzenia biofilmu przedstawiono w tabeli
V.

Tabela IV. Wyniki badania lekowrazliwo$ci szczepdéw badanych z uwzglednieniem ich zdolnoéci do
tworzenia biofilmu

Nazwa Szczepy wytwarzajace biofilm Szczepy niewytwarzajace biofilmu
antybiotyku Oporne Wrazliwe ~ Srednio- Oporne  Wrazliwe Srednio-
wrazliwe wrazliwe
Amikacyna 3 (13,64%) 18(81,82%) 1(455%) 2 (4,17%) 41(8542%) 5(10,42%)
23
Gentamycyna  13(59,09%)  9(40,91%) 0 (47020  25(5208%) 0
Netylmycyna 5 (22,73%) 17 (77,27%) 0 12 (25%) 36 (75%) 0
25
Tobramycyna 15 (68,18%) 7 (31,82%) 0 (52,08%) 23(47,92%) 0O

Wsrdd szczepow badanych szczep ATCC 12228, nieposiadajacy zdolnosci do
tworzenia biofilmu, jak rowniez szczep ATCC 35983, posiadajacy zdolnos¢ do
tworzenia biofilmu wykazaly wrazliwo$¢ w stosunku do wszystkich badanych
antybiotykow.

Oceng obecnosci gendéw warunkujacych genetyczng oporno$¢ ha antybiotyki
aminoglikozydowe przeprowadzono wérod 70 badanych szczepdéw oraz 2 szczepow
wzorcowych S. epidermidis, u ktorych wczesniej przeprowadzono badanie
lekowrazliwosci metoda krazkowo-dyfuzyjna (ryc. 4).
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Ryc. 4. Rozdziat elektroforetyczny produktow amplifikacji gendéw aac(6')/aph(2") (491 pz), aph(3')-llla (242
pz) oraz ant(4')-1a (135 pz) w 1.5% zelu agarozowym; 1528, 1760, 1787, 1788, 1789 — numery probek
badanych wg SUM; M — marker wielkosci (100-1000 pz).

Wspobtobecnosé genow ant(4’)-la oraz aph(3')-l1lla wykazano w przypadku
3 szczepdéw gronkowcow naskorkowych, co stanowilo 4,28% badanych szczepow.
Wsrod 30 (42,86%) szczepow S. epidermidis nie wykazano obecnosci zadnego
Z badanych genow (ryc.5).

0,00% 5,71%

®aac(6')/aph(2") maph(3)-llla ®ant(4)-la =brak genu

Ryc. 5. Procentowy udziat poszczegolnych genotypdw u szczepow Klinicznych S. epidermidis.

Liczbe szczepdéw, u ktorych wykazano obecno$¢ poszczegdlnych gendw
z uwzglednieniem zdolnosci do tworzenia biofilmu przedstawiono w tabeli V.
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Tabela V. Liczba badanych oraz wzorcowych szczepow S. epidermidis z genami warunkujgcymi oporno$¢ na
aminoglikozydy w zaleznosci od zdolnosci do tworzenia biofilmu

Gen Wszystkie tsvigi;gge iize(iis(?riqce ATCC ATCC

szczepy badane biofi L 12228 35983
iofilm biofilmu

ant(4)-la 39 (55,71%) 16 (72,73%) 23 (47,92%) Brak Obecny

aph(3)-llla 4 (5,71%) 1 (4,54%) 3 (6,25%) Brak Brak

aac(6")/aph(2") 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) Brak Brak

Brak 30(42,86%) 5 (22,73%) 25 (52,08%) - -

Dyskusja

Antybiotyki sg stosowane w leczeniu zakazen bakteryjnych od potowy XX wieku,
jednak niewlasciwe ich wykorzystanie doprowadzito do wyselekcjonowania
drobnoustrojow opornych na prawie wszystkie uzywane dzi§ srodki przeciw-
bakteryjne. Infekcje opornymi patogenami maja czesto charakter powiktany, a takze
charakteryzujg si¢ wysoka $miertelnoscig. Antybiotykooporno$¢ obniza takze
skuteczno$¢ leczenia i powoduje wzrost jego kosztow (Podkowik, Bania et al. 2014).

Gronkowce koagulazoujemne, w przeciwienstwie do gronkowca ztocistego, przez
dhugi czas uwazane byty za patogeny umiarkowanie lub zupetnie nieszkodliwe. Dzi$
zdolnos¢ tych bakterii do wywolywania powaznych infekcji nie budzi watpliwosci.
Najwigkszy udziat przypisuje si¢ im w etiologii zapalenia wsierdzia, czy w powik-
faniach zakazen ran pooperacyjnych (Podkowik, Bania et al. 2014).

Problem wielolekoopornosci, wystepujacy u szczepow S. epidermidis, zwigzany
jest przede wszystkim ze zdolnosécig tworzenia przez te bakterie biofilmu (Cerca,
Martins et al. 2005). Powszechnie znanym zjawiskiem bioragcym bezposredni udziat
w przekazywaniu miedzy poszczegdlnymi szczepami genéw opornosci jest obecnosé
plazmidow, transpozondw, a takze integronéw. Obecno$¢ integrondéw u bakterii
Staphylococcus spp. zwigzana jest z ich wielolekoopornoscig, co potwierdzaja
badania naukowe (Labiszak, Koczura et al. 2016). Gen aac4 determinuje opornos¢
na aminoglikozydy u wszystkich gronkowcow, natomiast gen aac6 warunkuje te
opornos¢ u szezepow S. epidermidis (Cerca, Martins et al. 2005).

Badania nad lekoopornoscig gronkowcow koagulazoujemnych na aminogliko-
zydy byty prowadzone przez Koksala i wsp. (Koksal, Yasar et al. 2009). Poddali oni
analizie 200 szczepow CONS, pochodzacych z roznych oddziatow szpitala, w tym 87
bakterii S. epidermidis. Dodatkowo, grupa badana zostata podzielona ze wzgledu na
opornos$¢ na metycyline. W przeprowadzonych przez nich badaniach wykazano, ze
107 (53,5%) szczepow gronkowcdéw koagulazoujemnych wykazato opornosé
w stosunku do gentamycyny (Koksal, Yasar et al. 2009). Wynik ten zostal potwier-
dzony w niniejszych badaniach, gdzie 51,4% badanych szczepoéw S. epidermidis
wykazywato opornos¢ na ten aminoglikozyd. Wskazuje to na wysoka opornosé
szczepow CoNS na gentamycyne. W przeprowadzonych przez Koksala iwsp.
badaniach wykazano, ze determinanty opornosci bylty przekazywane na plazmidach
gronkowcow koagulazoujemnych, jak i pomiedzy S. epidermidis i S. aureus (Koksal,
Yasar et al. 2009).

Odmienny aspekt opornosci na antybiotyki aminoglikozydowe badal zespot
Nuryastuti i wsp. (Nuryastuti, Krom et al. 2011). Oceniali oni zdolno$¢ tworzenia
biofilmu przez S. epidermidis na powierzchniach trzech odmiennych biomateriatow,
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stosowanych w operacjach stawdéw biodrowych i kolanowych oraz wrazliwo$¢ tych
szczepOw na rozne stgzenia gentamycyny. W otrzymanych przez nich wynikach
podkres$lono znaczace roznice we wzroscie szczepow produkujacych biofilm na
powierzchni kazdego z biomateriatow. Po potraktowaniu wszystkich hodowli
gentamycyng w st¢zeniach 16 ug/ml oraz 32 pg/ml, po 3 godzinach inkubacji, nie we
wszystkich przypadkach zauwazyli oni zwolnienie funkcji metabolicznych szczepu
i zahamowanie produkcji biofilmu. Istnialy szczepy, w przypadku ktérych
odnotowano wzrost i zachowanie funkcji metabolicznych. Przedstawione wyniki
sktaniaja do twierdzenia, iz lekowrazliwo$¢ szczepow bakteryjnych zalezy rowniez
od rodzaju podloza, na ktérym dany szczep rosnie, co jest istotne szczegolnie
w kontek$cie stosowania antybiotykoterapii podczas infekcji po wszczepieniu
implantéw stawowych (Nuryastuti, Krom et al. 2011). W przeprowadzonych przez
nas badaniach oporno$¢ na gentamycyne stwierdzono w przypadku 59,09%
szczepow wytwarzajacych biofilm oraz 47,92% szczepdéw niewytwarzajacych
biofilmu, co wyraznie wskazuje na zwigkszona oporno$¢ wsrdéd szczepoOw
S. epidermidis tworzacych biofilm.

Maduka-Ezeh i wsp. (Maduka-Ezeh, Greenwood-Quaintance et al. 2012) badali
lekowrazliwo$¢ SCV (ang. small colony variants), ktore stanowia populacje
organizméw obecnych w przetrwatych, trudnych do leczenia infekcjach implantow
stawowych. Szczepy SCV wykazuja r6zng od normalnych izolatow morfologie,
fizjologi¢ i biochemi¢. Wsérdéd 11 badanych szczepow SCV, 5 z nich wykazato
oporno$¢ na co najmniej jeden z badanych antybiotykéw aminoglikozydowych
(amikacyne, gentamycyne, kanamycyng lub tobramycyng), co stanowito 45,45%
(Maduka-Ezeh, Greenwood-Quaintance et al. 2012). Badania te takze potwierdzity
wysoka opornos¢ gronkowcdw na antybiotyki aminoglikozydowe.

Badania nad oznaczaniem lekowrazliwoSci szczepow gronkowcow koagulazo-
ujemnych prowadzili takze Xu i wsp. (Xu, Shi et al. 2008). Wsrod 53 analizowanych
szczepow, znajdowaly sie 24 szczepy nalezace do gatunku S. epidermidis.
W przeprowadzonych przez nich badaniach opornych na amikacyng, jak i na
gentamycyne byto 10 szczepdw gronkowca naskorkowego, co stanowito 41,67%
szczepow S. epidermidis. Poréwnujac otrzymane przez nich wyniki z naszymi
badaniami, w ktorych opornych na gentamycyne byto 51,3% szczepow, ana
amikacyne 7,13%, mozna stwierdzi¢ duza réznice w lekoopornosci tych szczepow,
co moze by¢ spowodowane wieloma czynnikami. Dysproporcja ta moze wynikac
z roznic geograficznych i niskiej reprezentatywnos$ci proby badanej, co wigze si¢
z odmienng sytuacja epidemiologiczng, rodzajem materialu, z ktoérego pochodza
badane szczepy, a takze obecnos$cig innych mechanizméw oporno$ci na antybiotyki
aminoglikozydowe (Xu, Shi et al. 2008).

Podsumowanie

Rosnaca opornos$¢ bakterii jest zjawiskiem negatywnym i szybko postepujacym.
Powodem jej jest przede wszystkim niewlasciwy dobor leku w terapii empirycznej,
jak rowniez brak odpowiedniego dawkowania w terapii celowanej. Do osiggnigcia
zamierzonego celu, czyli eradykacji bakterii z organizmu, potrzebne jest dobranie
odpowiedniego leku przeciwbakteryjnego w odpowiedniej dawce i stosowanie leku
adekwatnie dtugo do obowiazujacych zalecen. Dlatego, w obecnych czasach ciagle
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rosngcej opornosci antybiotykowej, niezwykle wazne jest zachowanie rozwazno$ci
w stosowaniu antybiotykoterapii oraz opieranie si¢ na rekomendacjach oraz
wynikach prowadzonych badan klinicznych.

Whnioski

1. Badane szczepy Staphylococcus epidermidis, izolowane z lozyska
naczyniowego, wykazaty wysokg opornos¢ na gentamycyne i tobramycyne.
2. Najczgsciej identyfikowanym genem zwigzanym z opornoscig na antybiotyki
aminoglikozydowe, w badanej grupie szczepdw, byt gen ant(4’)-la.
3. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy zdolnoScia tworzenia biofilmu,
a opornoscig na antybiotyki aminoglikozydowe.
Badania zrealizowano w ramach tematu KNW-1-026/N/6/1
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Streszczenie

Clostridium spp. to Gram-dodatnie laseczki typu Firmicutes wytwarzajace endospory. Do tego rodzaju
zalicza si¢ okoto 180 gatunkow. Bakterie te réznicujemy migdzy innymi metodg chromatografii
gazowej, wykrywajac charakterystyczne dla poszczegolnych gatunkow lotne kwasy thuszczowe oraz
badajac aktywno$¢ metaboliczng i wystepowanie spor. Laseczki tego rodzaju powszechnie wystepuja
w Srodowisku naturalnym: w glebie, wodzie, przewodzie pokarmowym cztowieka i zwierzat.
Clostridium spp. posiadaja zdolno$¢ do wytwarzania wielu toksyn o dziataniu litycznym, w tym
enterotoksyn wydzielanych podczas sporulacji. Tworzenie form przetrwalnikowych — spor jest jedna
z najwazniejszych cech bakterii tego rodzaju. Jest to mechanizm obronny indukowany przez
niekorzystne warunki srodowiska, umozliwiajacy bakteriom przetrwanie. Spory, zaleznie od gatunku, sa
rozmieszczone w komorce bakteryjnej: centralnie, subterminalnie lub terminalnie. Czynnikami
inicjujacymi sporulacj¢ sa m. in.: wysoka temperatura, srodowisko tlenowe i substancje chemiczne,
wtym $rodki do dezynfekcji na bazie alkoholu. Oporno$¢ spor jest uwarunkowana zwigzkami
budujgcymi je — dipikolinianem wapnia i peptydoglikanem o zmienionej strukturze i sprzyja szerzeniu
si¢ bakterii migdzy ludzmi. Determinuje to wigksza zdolno$¢ do rozprzestrzeniania si¢ zakazen, ktore
przy duzej liczbie ostabionych pacjentow w szpitalach moga mie¢ cigzki, epidemiczny przebieg.
Problem wymaga powaznego podej$cia i odpowiedniej organizacji systemu kontroli zakazen
w szpitalach, uwzgledniajac rézne aspekty dotyczace postgpowania z zakazonymi pacjentami,
srodowiskiem szpitalnym, a takze edukowania personelu medycznego.

Abstract

Clostridium spp. are spore-producing Gram-positive anaerobic bacilli, belonging to the phylum
Firmicutes. This genus involve about 180 species distinguish by metabolic activity, short-chain fatty
acids, detected by gas chromatography and occurrence of spores. Clostridium spp. exist commonly in
the natural habitat: in soil, water, human and animals digestive tract. Clostridium spp. produce many
toxins with lytic effect, including enterotoxins produced during sporulation. Germination spores in
vegetative forms — and opposite is one of the most important characteristics of this species of bacteria.
Sporulation is a defense mechanism inducted by adverse environmental conditions which allows
bacteria to survive. Spores are located differently in bacterial cell depending on species: centrally,
subterminally or terminally. Factors which initiate sporulation are: high temperature, aerobic
environment and chemical substances, including alcohol based disinfectants. Spores resistance is
determined by structures they are build from calcium dipicolinate and peptidoglycan and conduce
surviving of bacterium and spreading them between people. It determines larger ability to spread
infection, which can have dangerous, epidemic character in hospitals full of weak, vulnerable patients.
This problem needs serious attitude and adequate organisation of infection control system in hospitals,
including varied aspects pertained behavior with infected patients, hospital environment as well as
educating medical personnel.
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Wstep

Bakterie z rodzaju Clostridium spp. to wytwarzajgce endospory, beztlenowe,
Gram-dodatnie laseczki nalezace do typu Firmicutes (Mohab, Shawn et al. 2015).
Do rodzaju Clostridium spp. nalezy 180 gatunkow, z czego tylko kilka jest
patogennych dla cztowieka, sg to miedzy innymi: C. difficile, C. perfringens, C.
tetani i C. botulinum. Posiadajg wspolne cechy biochemiczne: zdolno$¢ do syntezy
kwasow tluszczowych, brak enzymoéw redukujacych siarczany, rozktadanie cukrow,
w tym tych o budowie polimerowej jak skrobia czy celuloza oraz alkoholi,
aminokwasow, puryn i pirymidyn. Gatunki te sa w wickszoSci niepatogenne,
a ponadto moga mie¢ istotne znaczenie w roznych galeziach przemyshu takich jak:
farmacja, przetwarzanie zywnosci czy oczyszczanie S$ciekow (Dirre 2016).
Niektore szczepy wykorzystywane sg do produkcji biopaliw do zastosowan
przemystowych (Liew, Henstra et al. 2017). Oprocz zastosowania w przemysle,
uwaza sie, ze spory mogg stuzy¢ jako nosniki do kolonizacji komoérek zmienionych
nowotworowo w terapii nowotworéw (Theys, Pennington et al. 2006).
Niektore z bakterii Clostridium spp. wchodza w sktad flory kolonizujacej jelita ludzi
i zwierzat, przez co maja korzystny wptyw na dziatanie uktadu immunologicznego
(Mohab, Shawn, Eleftherios et al. 2015). Bakterie Gram-dodatnie, w tym
C. perfringens mogg powodowaé wzrost wydzielania IL-12 w duzo wiekszym
stopniu niz IL-10, co skutkuje aktywacja komorek NK (Natural Killer) oraz
nasileniem wytwarzania interferonu gamma (IFNy). Prowadzi to zaréwno do
zwickszenia cytotoksycznosci limfocytow, jak i wzmocnienia odporno$ci zdrowych
komoérek na zainfekowanie wirusem oraz hamowanie namnazania si¢ Wirusow
poprzez inhibicj¢ syntezy tancuchow biatek wirusowych (Hessle, Andersson et al.
2000). Do powszechnego wystgpowania bakterii z rodzaju Clostridium spp.
przyczynia si¢ ich zdolno$¢ do wytwarzania form przetrwalnikowych — spor.
Przetrwalniki sg bardziej oporne niz formy wegetatywne na niekorzystne warunki
srodowiska takie jak np. brak glukozy, obecnos¢ tlenu, wysoka temperatura czy
srodki dezynfekcyjne. Spory umozliwiaja przetrwanie bakteriom niekorzystnych
warunkéw $rodowiskowych; moga one powrdci¢ do formy wegetatywnej, kiedy
znajda si¢ w korzystnym $rodowisku jakim jest np. rana martwicza dla
C. perfringens, czy naruszenie mikrobioty jelit po antybiotykoterapii dla C difficile
(Talukdar, Olguin-Araneda et al. 2015). Liczne wystgpowanie spor sprzyja szerzeniu
si¢ tych bakterii migdzy pacjentami hospitalizowanymi.

Charakterystyka wybranych gatunkow Clostridium spp.

C. difficile produkuje toksyny A i B oraz toksyng¢ binarng wydzielang przez
szczepy hiperwirulentne. Zakazenie szczepami toksynotworczymi moze dawac
szereg objawoéw o roznej ciezkosci takich jak: biegunki poantybiotykowe, bole
brzucha oraz rzekomobloniaste zapalenie jelit czy okreznica olbrzymia.
Obecnie duzym problemem jest wystepowanie szczepu hiperwirulentnego
NAP1/B1/027, ktéry ma zdolno$¢ do nadprodukcji toksyn, wytwarza toksyng
binarng, ma duzg zdolno$¢ do sporulacji i charakteryzuje sie¢ opornoscig ha
fluorochinolony (O’Connor J.R., et al. 2009).
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C. perfringens_wytwarza wiele r6znych enzymow i toksyn, m.in. enterotoksyng
wydzielang podczas sporulacji. Bakterie te dzielimy na 5 typow (A, B, C, D, E)
w zaleznos$ci od wydzielanych toksyn. Najwazniejsza toksyna — alfa odpowiedzialna
za hemolize, produkowana jest przez wszystkie typy szczepdéw. Spory C. perfringens
uktadaja si¢ centralnie. Wedtug danych CDC, w Wielkiej Brytanii i USA zatrucia
pokarmowe spowodowane przez C. perfingens zajmuja 2 miejsce. Toksyny
produkowane przez C. perfringens sa czynnikiem sprawczym zgorzeli gazowej,
inaczej nazywanej gangrena. Jest to proces zapalny przebiegajacy z martwicg migsni
i tkanki tacznej z wytworzeniem gazu. Na skutek przedostania si¢ toksyn do krwi,
moze doj$¢ do wstrzasu toksycznego, ktory prowadzi do $mierci (Navarro MA,
McClane BA, et al. 2018).

C. tetani tworzy edospory umieszczone na koncu komorki (terminalnie). Nalezy
do bezwzglednych beztlenowcow i jest szeroko rozpowszechniona w $rodowisku,
gtéwnie pod postacig spor w glebie, nawozie kurzu. Laseczka ta kolonizuje rowniez
przewod pokarmowy, bedac sktadnikiem naturalnej mikroflory bakteryjnej ludzi
I zwierzat. Zakazenie rany formami przetrwalnikowymi, lub wegetatywnymi oraz
produkcja egzotoksyn powoduja powazna chorobe zakazng okreslang jako tezec.
C. botulinum wytwarza spory utozone przy biegunach (subterminalnie). Spory
wystepuja w glebie, przewodzie pokarmowym zwierzat. Bakterie C. botulinum
zaliczamy do 4 grup, w zalezno$ci od roznic fizjologicznych i molekularnych
pomiegdzy szczepami. Jedynie szczepy nalezace do grup 11 Il sa w stanie produkowac
toksyny, ktére u cztowieka powodujg ciezkie objawy chorobowe. Chorobg
spowodowang przez egzotoksyny produkowane przez bakterie C. botulinum jest
botulinizm. Do zakazenia moze doj$¢ droga pokarmowa, poprzez zjedzenie konserw
zawierajacych toksyng, lub poprzez zakazenie bakteryjne rany — botulinizm
przyranny ( Farnworth E, Roberts A, et al. 2012).

Wystepuje rowniez botulinizm noworodkéw opisany po raz pierwszy w USA
w latach 70. XX wieku, polegajacy na spozyciu spor bakterii obecnych w herbacie
stodzonej miodem ( Lopez-Laso E, Roncero-Sanchez-Cano |, et al. 2014).

Sporulacja

Sporulacja indukowana jest réznymi czynnikami stresowymi takimi jak:
temperatura, alkohol, niedobér sktadnikow odzywczych czy obecnos$é tlenu, ktory
dla beztlenowych bakterii Clostridium spp. jest toksyczny. W warunkach
laboratoryjnych mozna stosowa¢ rézne metody indukowania sporulacji.
Najskuteczniejsza z nich jest szok termiczny, nast¢pnie tlenowy (optymalny czas
trwania szoku tlenowego to 72 h) oraz alkoholowy (Burke KE, Lamont JT 2014).

Spory mozemy wykry¢ przy uzyciu mikroskopu $wietlnego, transmisyjnego
mikroskopu elektronowego, spektroskopii Ramana, pesety optycznej oraz
mikroskopii fluorescencyjnej (Kong, Lingbo 2011), ( Wang S, Shen A, et al. 2015),
(Joshi LT, Phillips DS, et al. 2012), (Claro T, Daniels S, et al. 2014).
W metodzie mikroskopii §wietlnej, uprzednio wybarwione spory obserwowane sg
pod powickszeniem obiektywu 100x z zastosowaniem imersji. Podstawowymi
metodami barwienia sg metoda Schaffera-Fultona i Truijillo.

Inicjacji sporulacji upatruje si¢ rowniez w procesie quorum sensing (QS).
Quorum sensing jest systemem funkcjonujacym u bakterii stuzacym do kontroli
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procesow fizjologicznych i porozumiewania si¢ bakterii, w procesie tym role
odgrywaja zewnatrzpochodne czasteczki (Bassler, 1999). Zbadano ze jedna ze
sciezek QS — Agr-like, obecna u C. perfringens jest niezbedna do wytwarzania
enterotoksyny CPE (Clostridium perfringens enterotoxin) produkowanej podczas
sporulacji

(Li, Chen et al. 2011).

Najwazniejszym biatkiem niezbednym do zajscia procesu sporulacji zaré6wno
u C. perfringens jak i u C. difficile jest regulator transkrypcji SpoOA. Gen spoOA jest
obecny u bakterii Clostridium spp. i przetrwalnikujacych laseczek tlenowych
Bacillus spp., nie wykryto go natomiast u niesporulujgcych, spokrewnionych
z Bacillus cereus bakterii takich jak Listeria spp. czy Staphylococcus spp. (Brown,
Ganova-Raeva et al. 1994).

U C. perfringens za aktywacje ekspresji genu kodujacego biatko SpoOA
odpowiedzialny jest nieorganiczny fosforan. Nieorganiczny fosforan indukuje
sporulacj¢ rowniez poprzez blokowanie dziatania glukozy, hamujacej proces
sporulacji. Obecno$¢ w przewodzie pokarmowym czlowieka nieorganicznego
fosforanu, sprzyja wigc przechodzeniu form wegetatywnych bakterii w spory
i wytwarzaniu enterotoksyny CPE, ktéra ma wudzial w patogenezie chordb
wywotywanych przez C. perfringens (Li, Paredes-Sabja et al. 2016). Potwierdzeniem
tego jak istotng role w procesie sporulacji odgrywa biatko SpoOA jest
niewytwarzajacy enterotoksyny CPE szczep 13 C. perfringens, ktory posiada kodon
stop w genie spo0A, w wyniku czego jest niezdolny do sporulacji. Wskazuje to na
kluczowe znaczenie tego czynnika zaréwno dla sporulacji bakterii jak i dla
wytwarzania enterotoksyny (Shimizu, Ohtani et al. 2002) (Huang, Waters et al.
2004).

U C. difficile za aktywacje czynnika SpoOA poprzez fosforylacje odpowiada pigé
kinaz histydynowych- CD1352, CD1492, CD1579, CD1949 i CD2492.
Ufosforylowany czynnik transkrypcyjny SpoOA (SpoOA~P) bierze udziat w ekspresji
wielu gendéw zwigzanych z procesem sporulacji m. in.: genéw zwigzanych
z tworzeniem przegrody, SASP-4 czy toksyny CPE. Jest on takze kluczowym
regulatorem operonu spollAA-spoll AB-sigF odpowiedzialnego za synteze czynnika
SigF (Jones, Tracy et al. 2011).

W procesie sporulacji odgrywa réwniez wazng role regulator transkrypcji CcpA
(carbon catabolite protein) o plejotropowym dziataniu. CcpA bierze takze udziat
w regulacji wielu innych szlakéow metabolicznych. Co ciekawe podczas gdy
obecno$¢ CepA jest niezbedna dla wydajnego procesu sporulacji u C. perfringens,
ekspresja tego czynnika u C. difficile wptywa negatywnie na przebieg sporulacji
(Antunes, Camiade et al. 2012).

Istotne w procesie sporulacji sa rowniez czynniki sigma (sporulation specific
sigma factors) — SigF, SigE, SigG, SigK. Nadrzedng funkcj¢ ma SigF, ktory wchodzi
w sktad operonu spollAA-spollAB-sigF i razem z SpoOA reguluje ekspresje
pozostatych czynnikow tej grupy. Czynniki SigF i SigG dziataja regulujaco
W obrgbie spory, a czynniki SigE i SigK w obrebie komorki macierzystej.
W przeciwienstwie do C. perfringens i B. subtilis u C. difficile czynnik SigK nie
ulega aktywacji proteolitycznej (Li, Paredes-Sabja et al. 2016)
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Biologia spor Clostridium spp.

Przebieg sporulacji jest bardzo zblizony u bakterii rodzaju Bacillus spp.
i Clostridium spp i mozna go podzieli¢ na 7 etapoéw. Etap pierwszy rozpoczyna si¢
asymetrycznym podzialem komorki na wickszag komorke macierzysta i mniejsza
czg$¢, nazywang prespora, z ktorej powstanie endospora. Obydwie czgsci posiadaja
kompletny genom. Nastgpnie prespora jest pochtaniana przez komoérke macierzysta
tworzac poczatkowa forme spory otoczong blong wewngtrzng i zewnetrzna.
W kolejnych etapach przy udziale komorki macierzystej syntetyzowane sg kolejno:
korteks, ptaszcz 1 egzosporium, jednoczes$nie nastgpuje synteza kwasu dipiko-
linowego, ktory zapewnia sporze odpornos¢ na warunki srodowiskowe. Koncowym
etapem sporulacji jest liza komoérki macierzystej i uwolnienie dojrzatej spory
(Leggett, McDonnell et al. 2012).

Budowa endospor

Endospory sg nieaktywnymi metabolicznie strukturami komoérkowymi, ktore
cechuje duza odporno$¢ na dziatanie czynnikow fizycznych i chemicznych takich
jak: temperatura, promieniowanie elektromagnetyczne, wysuszenie czy enzymy
lityczne, co pozwala przetrwac bakterii niekorzystne warunki. Spory odgrywaja duza
rolg w rozprzestrzenianiu si¢ bakterii, a takze w patogenezie niektorych chorob
bakteryjnych. Opornos$¢ bakteryjnych spor jest uwarunkowana ich specyficzna
budowsg. Patrzac od wewnatrz w endosporze mozemy wyr6zni¢ nastgpujace
struktury: rdzen, btong¢ wewngtrznag, $ciang spory, korteks (kora), zewngtrzng btong,
ptaszcz i egzosporium. Najlepiej poznane sa endospory bakterii Bacillus subtilis,
dlatego bardzo czgsto poréwnuje si¢ spory innych bakterii do tego gatunku
(Markiewicz Z. 2015). Spory C. difficile moga by¢ uwalniane do srodowiska z katem
pacjentow hospitalizowanych u Kktérych wystapity objawy chorobowe, jak
i u pacjentow bezobjawowych. Spory maja wysoka zdolno$¢ przetrwania. Moga
przetrwa¢ do 5 miesiecy na powierzchniach nieozywionych (Fekety R, Kim KH
1981).

Rdzen

Najbardziej wewnetrzng czescig endospory jest rdzen, ktOry zawiera odwodniony
cytozol, DNA, RNA oraz enzymy. Posiada on kilka cech strukturalnych, ktére
warunkuja opornos¢ spory:

1. Mata zawartos¢ wody (20-50% masy mokrej), ktora zapewnia wytrzymatos¢ na
dziatanie wysokiej temperatury w wilgotnym $rodowisku (Li, Paredes-Sabja et
al. 2016).

2. Duza ilo$¢ dipikolinianu wapnia odpowiada za odporno$¢ na promieniowanie
ultrafioletowe (UV) (Markiewicz Z. 2015).

3. Zewnetrzne czgsci helisy DNA wigzane sg przez biatka z rodziny SASP (small
acid soluble proteins), co powoduje usztywnienie i prostowanie nici DNA.
Potaczenie si¢ biatek SASP z DNA zapewnia wigkszg odporno$¢ na promienie
UV, a takze czynniki chemiczne. Bialka SASP ulegaja proteolizie enzyma-
tycznej podczas kietkowania spor (Markiewicz Z. 2015) (Li, McClane 2008).
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Blona Wewnetrzna

Kolejng warstwe stanowi btona wewnetrzna. Jej sklad lipidowy jest bardzo
podobny do tego wystgpujacego w btonie komodrkowej form wegetatywnych, rozni
si¢ natomiast sktadem biatkowym. W blonie wewngtrznej znajduja si¢ istotne dla
procesu kietkowania spor (germinacji) receptory GRs (germinant receptors) nalezace
do rodziny GerA. Btona ta cechuje si¢ niskg przepuszczalnoscig dla matych
czasteczek takich jak obojetne czasteczki lipofilowe, zwiazki chemiczne uszka-
dzajace DNA czy woda. Niska przepuszczalnos¢ tej btony jest spowodowana istotnie
zmniejszong ruchomoscig lipidow blonowych w stosunku do btony komoérek
bakteryjnych (Paredes-Sabja, Shen et al. 2014) (Cowan, Olivastro et al. 2004).

Sciana Spory

Nastgpnym elementem jest $ciana spory, ktéra podobnie jak $ciana form
wegetatywnych zbudowana jest z peptydoglikanu, wystepuja jednak miedzy nimi
pewne réznice strukturalne:

1. Krotsze tancuchy cukrowe, u spor sa one zbudowane z okoto 40 jednostek
dwucukrowych; w §cianie komorek wegetatywnych jest to okoto 100 jednostek
dwucukrowych.

2. Brak obecnosci kwasow tejchojowych.

3. Rzadsze wystgpowanie tancuchow peptydowych bocznych, co warunkuje
mniejsze usieciowanie (Markiewicz Z. 2015).

Sciana spory nie wydaje sic odgrywaé istotnej roli w odpornosci na czynniki
srodowiskowe, podczas germinacji ulega przeksztalceniu w $ciang komorkowa

bakterii (Leggett, McDonnell et al. 2012).

Kora

Kolejna warstwa spory to korteks, ktOry odgrywa kluczowg role w odwodnieniu
spory w zwiazku z czym przyczynia si¢ do zwigkszonej opornosci endospor.
Zbudowany jest tak samo jak $ciana spory z peptydoglikanu, ktOry w stosunku do
$ciany komOrkowej form wegetatywnych zawiera szereg modyfikacji:

1. Brak obecnos$ci kwasow tejchojowych

2. Prawie polowa czasteczek kwasu N-acetyloneuraminowego ulega cyklizacji
tworzgc gamma-laktamy kwasu muraminowego, rozpoznawane przez
specyficzne enzymy CLE (cortex lytic enzyme), ktore podczas germinacji
dokonuja hydrolizy peptydoglikanu korteksu.

3. Okoto Y4 reszt kwasu N-acetyloneuraminowego jest podstawiona nie tancuchem
peptydowym a pojedynczg L-alaning (Markiewicz Z. 2015).

Modyfikacje wymienione w punktach 2 i 3 odpowiadajg za zmniejszone
usieciowanie korteksu na poziomie okoto 3%, dla porownania w $cianie komorki
wegetatywnej wynosi ono okoto 40% (Leggett, McDonnell et al. 2012) (Li, Paredes-
Sabja et al. 2016) (Markiewicz Z. 2015).
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Plaszcz

Spora posiada rowniez plaszcz stanowigcy bariere dla duzych czasteczek
i chronigcy ja przed niekorzystnymi czynnikami, jakimi moga by¢ lizozym czy
srodki utleniajgce. Jest on jednak przepuszczalny dla mniejszych czasteczek, w tym
czynnikow inicjujacych germinacje. Plaszcz ma budowe warstwowsg, Sklada sie
z warstwy zewnetrznej, bogatej w elektrony 1 wewngtrznej posiadajacej lamelarng
strukture, cechujacg si¢ mniejsza gestoscig (Markiewicz Z. 2015).

Plaszcz zbudowany jest w glownej mierze z bialek, ktorych sktad i budowa rozni
sie miedzy poszczegolnymi gatunkami, jak réwniez bardzo czesto miedzy szczepami
tego samego gatunku oraz z weglowodanow. Biatka mozemy podzieli¢c na dwie
frakcje: rozpuszczalna, ktéra stanowi wigkszg czes¢ (naleza do niej m. in. biatka:
CotA, CotB, CotC, CotD czy CotG) oraz nierozpuszczalng cechujaca si¢ duza
zawartoscig cysteiny. W plaszczu bakterii B. subtilis zidentyfikowano do tej pory 70
biatek; u rodzaju Clostridium poznano jedynie okoto 20. Jesli chodzi o morfo-
genetyczne czynniki odpowiadajace za tworzenie trzech pierwszych warstw ptaszcza
to u B. subtilis sg to: SpolVA, SpoVM, SpolVD, SofA, CotE, a sposrdd tych
czynnikow u C. difficile znaleziono homologi SpolVA i SpoVM. U C. difficile
SpolVA ma istotng rol¢ w syntezie i lokalizacji ptaszcza, jednak w przeciwienstwie
do SpolVA u B. subtilis nie jest on niezbedny do tworzenia korteksu. Ziden-
tyfikowany u C. difficile czynnik SpiL (SpolVA Interacting Protein L) wiazacy si¢
z SpolVA i biorgcy udziat w formowaniu plaszcza, moze wykazywac¢ pewna
funkcjonalng analogi¢ z czynnikiem SpoVID u B. subtilis (Leggett, McDonnell et al.
2012), (Permpoonpattana, Phetcharaburanin et al. 2013).

Egzosporium

Najbardziej zewnetrzng strukturg spory jest egzosporium, w ktorego sktad
wchodzg m.in.: bialka, lipidy czy weglowodany. Nie wszystkie bakterie z rodzaju
Clostridium posiadaja egzosporium, znajdziemy je u C. difficile, natomiast
u C. perfringens juz nie (Leggett, McDonnell et al. 2012). U C. difficile niezb¢dne do
prawidlowego funkcjonowania endospory jest charakterystyczne biatko egzosporium
— CdeC. Mutacje w genie kodujacym to biatko, powoduja ze spory maja zarowno
ciensze egzosporium jak i ptaszcz. Moze to sugerowaé potozenie biatka CdeC na
granicy tych dwoch struktur, spetniajac funkcje kotwiczaca. Dodatkowo u C. difficile
630 wykryto biatka o prawdopodobnej funkcji katalazy — CotCB, CotD, CotG, dwa
Z nich CotCb i CotG sg homologami CotJC B. subtilis. Odnaleziono rowniez trzy
paralogi (BclAl, BclA2, BclA3) kolageno-podobnej glikoproteiny BclA u B.
subtilis. Biatko BclAl zlokalizowane jest w egzosporium i skierowane
C-koncowa domeng do $rodka spory (Paredes-Sabja, Shen et al. 2014).

Germinacja

Germinacja, zwana réwniez kietkowaniem, jest to przemiana endospor w aktywne
metabolicznie komoérki wegetatywne. Powrdt spory do aktywno$ci zyciowej
zachodzi w korzystnych warunkach $rodowiskowych i jest indukowany roéznymi
zwigzkami w nomenklaturze angielskojezycznej, okre§lanymi jako germinants,
takimi jak: aminokwasy, kwasy organiczne, zwigzki cholesterolowe, fragmenty
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peptydoglikanu, cukry, NaCl czy nukleotydy. tacza si¢ one ze swoistymi
receptorami GRs (germinant receptors) zapoczatkowujac procesy metaboliczne do
ktOrych naleza:

1. Uwolnienie DPA (dipicolinic acid) z rdzenia.

2. Aktywacja enzymow rozktadajacych korteks SCLE (spore cortex-lytic enzyme).
3. Nawodnienie rdzenia (Diirre 2014).

Najpowszechniejszym induktorem germinacji jest L-alanina, aminokwas
niezbedny do budowy $ciany komoérkowej. Niektore gatunki Clostridium spp. moga
germinowaé w odpowiedzi na L-mleczan i L-seryng, co prawda aminokwasy te nie
wchodzg w sklad $ciany komorkowej, ale moga by¢ enzymatycznie przeksztatcane
do L-alaniny. L-cysteina takze moze indukowaé germinacj¢. Bakterie z rodzaju
Clostridium posiadaja desulfuraze cysteinowa, ktora umozliwia przemiang cysteiny
do alaniny. Innymi zwigzkami indukujacymi germinacje moga by¢ u C. difficile
norwalina i u C. perfringens L-walina, ktora bierze udzial w syntezie blony
komorkowej. Spory C. difficile ulegaja germinacji w odpowiedzi na zwiazki kwasow
z6tciowych m. in. kwasu dezoksycholowego, bedacego wtornym kwasem
z6tciowym, ktory obecny jest w jelicie grubym cztowieka (Bhattacharjee, McAllister
et al. 2016).

Germinacja C. difficile jest hamowana przez niektore kwasy zotciowe np. kwas
chenodeoksycholowy, jak réwniez progesteron i jego analogi (Sorg, Sonenshein
2009), (Bhattacharjee, McAllister et al. 2016). Germinacja C. perfringens moze by¢
natomiast hamowana przez niektére polifosforany (Akhtar, Paredes-Sabja et al.
2008). Germinacja innych spor z rodzaju Clostridium moze by¢ hamowana przez
m.in.: D-alaning, D-seryng, czy D-cysteing. Najpowszechniejszymi receptorami
germinacji sa receptory Ger-type, sa one zlokalizowane w blonie wewngtrznej,
ktorych geny znaleziono w wigkszo$ci bakterii Gram- dodatnich wytwarzajacych
przetrwalniki, jednakze co nalezy podkresli¢ nie znaleziono tego typu receptorow
u C. difficile. Receptor GerA Iaczy sie z L-alaning, natomiast receptory GerB i GerK
tacza si¢ z L-asparaging, D-glukoza, D-fruktoza i jonami potasu. U C. perfringens
GerKC sktadowa receptora GerK petni kluczowa role w procesie germinacji i jest
niezbedny do aktywacji SCLEs (Bhattacharjee, McAllister et al. 2016) (Li, Paredes-
Sabja et al. 2016) (Paredes-Sabja, Torres et al. 2008). Wazng funkcje w procesie
germinacji odgrywaja proteazy serynowe CspA, CspB i CspC. U C. difficile CspC
funkcjonuje jako receptor dla kwasow zotciowych. Proteazy CspA, CspB i CspC
u C. perfringens_odpowiadaja za aktywacj¢ SCLEs. (Francis, Allen et al. 2013).
Proteolityczna aktywacja SCLEs, a takze ich specyficzno$¢ substratowa wobec
gamma laktamow kwasu muraminowego pozwala na wybiorcza degradacje korteksu
w odpowiednich dla germinacji warunkach. Podczas germinacji zachodzi réwniez
degradacja bialek SASP, powoduje to uwolnienie DNA, ktore nastgpnie moze by¢
poddane procesom transkrypcji i replikacji. Aminokwasy powstale w wyniku
degradacji SASP sa wykorzystywane do budowy biatek (Hayes, Setlow 2001).
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Podsumowanie

W szpitalu znajduja si¢ ostabieni podstawowymi chorobami pacjenci podatni na
zakazenia, ktore maja o wiele cigzszy przebieg niz u zdrowych osob i niekiedy
stanowiag realne zagrozenie dla Zycia. Zakazen tymi bakteriami mozna by
W znacznym stopniu uniknaé¢ poprzez przyktadanie wigkszej wagi do antyseptyki;
dobér odpowiedniej metody i $rodkoéw, dokladnos¢ wykonywania czynnosci
dezynfekcyjnych. Istotne jest, ze srodki dezynfekcyjne na bazie alkoholu nie sa
wystarczajace do zwalczania spor. Z racji, ze s3 one powszechnie wykorzystywane
do antyseptyki rgk, bardzo wazng i skuteczng metoda jest mechaniczne usuwanie
form przetrwalnikowych poprzez doktadne mycie rgk pod biezaca woda z mydiem
(Gould, Moralejo et al. 2017). Do czyszczenia, czy dezynfekcji powierzchni
szpitalnych (podtogi, parapety, szafki, brzegi t6zek etc.) powinno si¢ uzywac
antyseptykow na bazie innej substancji np. chloru (Fernando, Gray et al. 2017).
Wprowadzono kilka nowych technik, takich jak pary nadtlenku wodoru,
promieniowanie UV lub systemy plazmy gazowej (Otter JA, French GL. 2009),
(Boyce JM, Havill NL et al. 2008), (Galvin S, Cahill O, O'Connor N et al. 2013),
(Zhang A, Nerandzic MM et al. 2013).

Whnioski

Sporulacja jest istotnym czynnikiem sprzyjajacym szerzeniu si¢ infekcji
wywolanych bakteriami Clostridium spp. Ze sporami niektorych bakterii mozemy
mie¢ kontakt w zyciu codziennym, wystepujag one w glebie (C.tetani) czy w Zle
przechowywanym pokarmie (C. perfringens, C. botulinum), w przewodzie
pokarmowym zwierzat i cztlowieka, jednak najwicksza uwage powinno sie pos§wiecic
sporom znajdujgcym si¢ w s$rodowisku szpitalnym. Mimo posiadania informacji
dotyczacych biologii spor, ktore zostaty opisane wyzej, w dalszym ciagu dochodzi
zaréwno do pojedynczych zakazen jak i epidemii na oddziatach spowodowanych
bakteriami z rodzaju Clostridium, co nasuwa wniosek, ze problem wymaga
powaznego podejscia i odpowiedniej organizacji systemu kontroli zakazen
w szpitalach, uwzgledniajac rézne aspekty dotyczace postgpowania z zakazonymi
pacjentami, srodowiskiem szpitalnym, a takze edukowania personelu medycznego.
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