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WYKAZ SKROTOW (wg [1;2])

26S — proteasom 26S

AP-1 (activator protein-1) — biatko aktywujace-1

AQP (aquaporin) — akwaporyna

bp (base pairs) — pary zasad

BSA (bovine serum albumin) — albumina surowicy bydlgce;j

CC — chemokina klasy CC

CD (cluster of differentiation) — antygenowy kompleks roznicowania

CR-4 (CD11¢/CD18) — integryna, ligand dla ICAM-1

CTGF (connective tissue growth factor) — czynnik wzrostu tkanki facznej
CXC - chemokina klasy CXC

¢DNA (complementary DNA) — DNA komplementarny do mRNA

DMSO (dimethylsulfoxide) — dimetylosulfotlenek

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) — test immunoenzymatyczny
ERK (extracellular signal-regulated kinase) — kinaza biatkowa rodziny MAPK
(aktywowana przez czynniki wzrostowe)

FACS (fluorescence activated cell sorting) — sortowanie komorek aktywowane
fluorescencja

FCS (fetal calf serum) — ptodowa surowica cielgca

FGF (fibroblast growth factor) — czynnik wzrostu fibroblastow

GAF (y-interferon activated factor) — czynnik transkrypcyjny aktywowany przez IFN-y
GAS (y-interferon activated sequences) — sekwencje aktywowane przez IFN-y
GLUT (glucose transporter) — system transportu glukozy

GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy
tworzenie kolonii granulocytow 1 makrofagow

GRO (growth-related oncogene) — onkogen zwigzany ze wzrostem

HPMC (human peritoneal mesothelial cells) — komorki ludzkiego mezotelium
otrzewnowego

IkB — inhibitor czynnika transkrypcyjnego NF-kB

ICAM-1 (intercellular adhesion molekule-1) — czasteczka adhezji migdzykomorkowej-1
IFN-y (interferon-gamma) — interferon-y

IL (interleukin) — interleukina

IP-10 (interferon-inducible protein) — biatko indukowane przez interferon



IRF (IFN-gene regulatory factor) — czynnik regulujacy gen dla interferonu

ISGF (interferon-stimulated gene factor) — czynnik genéw stymulowanych przez
interferon

ISRE (interferon-stimulated response element) — region odpowiedzi stymulowanej przez
interferon

JAK (Janus kinase) — kinaza Janusa

JNK (Jun N-terminal kinase) — kinaza biatkowa rodziny MAPK (fosforylujaca N-koniec
biatka Jun; inaczej SAPK)

kinaza Src (Sarcoma kinase, Src kinase) — niereceptorowa kinaza tyrozynowa Src

LFA (Ilymphocyte function associated, CD11a/CD18) — receptor zwiazany z czynnoscia
limfocytéw, ligand dla ICAM-1

Mac-1 (CD11b/CD18) — integryna, ligand dla ICAM-1

MAP (mitogen activated protein) — biatko aktywowane przez mitogeny

MCP-1 (macrophage chemoattractant protein-1) — biatko chemotaktyczne dla makrofagow
M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) — czynnik stymulujacy tworzenie kolonii
makrofagoéw

MMP (matrix metalloproteinase) — metaloproteinaza macierzy pozakomoérkowe;j

mRNA (messenger RNA) — informacyjny RNA

MTT (thiazolylblue formazan) — formazan btekitu tiazolowego; bromek [3(4,5-dimetylo-
2-ilo)-2,5-difenylotetrazolu]

NF-kB (nuclear factor kB) — czynnik transkrypcyjny kB

NK (natural killer) — naturalna komorka cytotoksyczna

NKT (natural killer T cells) — limfocyty T majace markery typowe dla komoérek NK
OsM (oncostatin M) — onkostatyna M

PA (plasminogen activator) — aktywator plazminogenu

PAI (plasminogen activator inhibitor) — inhibitor aktywatora plazminogenu

PBS (phosphate buffered saline) — izotoniczny roztwor chlorku sodu buforowany
fosforanami (pH 7,0)

PCR (polymerase chain reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

PDGEF (platelet-derived growth factor) — ptytkopochodny czynnik wzrostowy

PKR (protein kinase RNA-dependent) — kinaza biatkowa RNA-zalezna

PMN (polymorphonuclear leukocyte) — granulocyty obojgtnochtonne segmentowe
qPCR (quantitative PCR, real-time PCR) — reakcja tancuchowa polimerazy DNA z analiza

ilosci produktu w czasie rzeczywistym



RANTES (regulated upon activation, normal T cell expressed and secreted) — czynnik
regulowany przez aktywacjg, podlegajacy ekspresji i wydzielany przez prawidtowe
limfocyty T

RT (reverse transcription) — odwrotna transkrypcja

SGLT (sodium-driven glucose transporter) — system skojarzonego transportu sodu i
glukozy

SICAM-1 (soluble ICAM-1) — rozpuszczalna forma I[CAM-1

SDS (natrium dodecylsulphate) — dodecylosiarczan sodu

SMIT (sodium myo-inositol transporter) — system transportowy dla sodu i mio-inozytolu
SOCS (suppressor of cytokine signaling) — supresor sygnatow przekazywanych przez
cytokiny

STAT (signal transducer and activator of transcription) — czynnik transkrypcyjny STAT
TACE (TNF-a-converting enzyme; ADAM17) — enzym konwertujacy TNF-a

TAPI — inhibitor enzymu konwertujacego TNF-a

TGF-B (transforming growth factor-beta) — transformujacy czynnik wzrostowy- f3
TIMP (tissue inhibitor metalloproteinase) — tkankowy inhibitor metaloproteinazy
TNF-0, (tumor necrosis factor) — czynnik martwicy nowotwordéw-alfa

VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule) — czasteczka adhezji komérkowej naczyn

VEGF (vascular endothelial growth factor) — czynnik wzrostu §rodbtonka naczyniowego



STRESZCZENIE

Migracja 1 naciek krwinek bialych sa charakterystycznymi cechami reakcji
zapalnej. Komorki mezotelialne reguluja dootrzewnowy naptyw leukocytow podczas
zapalenia otrzewnej, przede wszystkim poprzez skoordynowane uwalnianie licznych
cytokin i1 ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych. Proces ten moze by¢ modulowany m.in.
przez interferon-y (IFN-y). Stwierdzono, ze IFN-y stymuluje ekspresj¢ czasteczki adhez;ji
migdzykomorkowej-1 (ICAM-1) przez mezotelium, co ma istotne znaczenie dla adhezji i
transmezotelialnej migracji granulocytéw oboj¢tnochtonnych. Wiadomo rowniez, ze
ICAM-1 istnieje nie tylko w postaci zwiazanej z btona komorkowa, ale takze jako wolna
forma rozpuszczalna — sICAM-1. Jej obecno$¢ wykryto w jamie otrzewnej podczas
reakcji zapalnej. Nie jest natomiast jasne jej pochodzenie, mechanizm uwalniania i rola
w otrzewnej. Poniewaz IFN-y odgrywa kluczowa rol¢ w regulacji naptywu leukocytow do
jamy otrzewnowej i moze modulowa¢ komoérkowa ekspresj¢ ICAM-1, celem niniejszej
pracy byto scharakteryzowanie wptywu IFN-y na uwalnianie sSICAM-1 przez mezotelium.

Badania przeprowadzono na komorkach ludzkiego mezotelium otrzewnowego
(HPMC). Uwalnianie sICAM-1 zmierzono za pomoca testu immunoenzymatycznego.
Komorkowa ekspresje ICAM-1 oceniono za pomoca barwienia immunocytochemicznego,
testu immunoenzymatycznego in situ i cytometrii przeptywowej. Ekspresj¢ mRNA dla
ICAM-1 oceniono za pomoca techniki RT-PCR.

Stwierdzono, ze w warunkach in vitro HPMC konstytutywnie uwalniaja sSICAM-1.
Ekspozycja komoérek na dziatanie IFN-y zwigksza — w sposob zalezny od dawki i czasu
inkubacji — uwalnianie sSICAM-1, a takze ekspresje powierzchniowa ICAM-1 1 ekspresj¢
mRNA dla ICAM-1. Wykazano, ze TNF-a zwigksza w sposdb synergiczny uwalnianie
sICAM-1 przez komorki mezotelium otrzewnowego stymulowane IFN-y, nie zmienia
natomiast istotnie indukowanej przez IFN-y ekspresji powierzchniowej ICAM-1 i ekspresji
mRNA dla ICAM-1. Stwierdzono réwniez, ze uwalnianie SICAM-1 pod wptywem IFN-y
jest regulowane na poziomie translacji 1 poprzez szlak sygnatowy, w ktérym istotng role
odgrywa proteasomowa degradacja biatek i/lub czynnik transkrypcyjny NF-xB. Nie
wykazano natomiast, aby glukoza — zastosowana w stgzeniach, jak w ptynach do dializy
otrzewnowe] — znaczaco zmieniata uwalnianie SICAM-1, zaro6wno konstytucyjne, jak i
stymulowane przez I[FN-y.

Wyniki tych badan wskazuja, ze komdrki mezotelialne moga by¢ waznym zrodtem
sICAM-1 w otrzewnej, a uwalnianie sSICAM-1 podlega zlozonej regulacji pod wplywem

kluczowych cytokin odczynu zapalnego.



WSTEP

Komorki ludzkiego mezotelium otrzewnowego

Blona otrzewnowa wysciela od wewnatrz §ciany jamy brzusznej i jamy miednicy
(otrzewna $cienna) oraz otacza znajdujace si¢ w nich narzady (otrzewna trzewna). Jama
otrzewnej zawarta jest miedzy otrzewna $cienna i trzewna. Blona otrzewnowa pokryta jest
przez komorki migdzybtonka, czyli mezotelium. Mezotelium przypomina nabtonek
surowiczy, jest jednak pochodzenia mezodermalnego. Komoérki mezotelialne leza na
btonie podstawnej, pod ktora znajduje si¢ tkanka taczna z obfita siecia naczyn
wlosowatych. Doktadniejsze poznanie funkcji komorek mezotelialnych w ostatnich latach
zmienilo spojrzenie na ich znaczenie w jamie otrzewnej. Pierwotnie mezotelium
traktowano jako bierng wyscidtkg btony otrzewnowej, natomiast obecnie uwazane jest ono
za kluczowa strukture regulujaca homeostaze w jamie otrzewne;j [3].

Komérki mezotelialne pelnia przede wszystkim funkcje ochronna, stanowiac
barier¢ przed drobnoustrojami i zabezpieczajac narzady wewngtrzne przed uszkodzeniami
mechanicznymi [4;5]. Mezotelium znaczaco zmniejsza tarcie migdzy narzadami
zlokalizowanymi w jamie otrzewnej, dzigki produkcji bogatego w fosfolipidy surfaktantu,
ktory obniza napigcie powierzchniowe [5-7]. Mezotelium wykazuje takze wysoka
aktywno$¢ fibrynolityczna [8], co zapobiega odkladaniu si¢ zlogow wloknika na
powierzchni otrzewnej i powstawaniu zrostow wewnatrzotrzewnowych [9]. Aktywnos¢
fibrynolityczna mezotelium jest regulowana poprzez produkcje aktywatorow
plazminogenu (t-PA i u-PA) oraz ich inhibitorow (PAI-1 1 PAI-2) [8].

Blona otrzewnowa stanowi selektywna barierg dla transportu ptynow i czasteczek
migdzy naczyniami wlosowatymi, a jama otrzewnej [10]. Blona otrzewnowa
charakteryzuje si¢ budowa heteroporowa, ktéora umozliwia transport czasteczek rdznej
wielkosci [11]. Mezotelium nie stanowi prawdopodobnie istotnej bariery dla transportu
przezotrzewnowego, ale moze go znaczaco modyfikowaé poprzez wplyw na strukture
otrzewnej [12]. Obecnos¢ w komodrkach mezotelialnych zltozonych systemow
transportowych — np. Na'/K'-ATPazy, transporterow dla glukozy (GLUTI, GLUT3,
SGLTI1), dla Na' i mio-inozytolu (SMIT), a takze systemu transportowego A dla
aminokwaséw — umozliwia komorkom adaptacje do zmian osmolarnosci w czasie dializy
otrzewnowej [13-17]. Natomiast ekspresja akwaporyn (AQP) w komodrkach mezotelium
jest niepewna i zachodzi by¢ moze pod wptywem hiperosmolarnosci [18]. Wydaje sig, ze

w blonie otrzewnowej akwaporyny wystgpuja przede wszystkim (lub wylacznie) w



komorkach §rodblonka naczyn otrzewnowych [19;20], biorac udziat w przezotrzewnowym
transporcie wody 1 powstawaniu zjawiska tzw. ,odsiewania sodu” podczas dializy
otrzewnowe;.

Komorki mezotelialne produkuja takze eikozanoidy i liczne cytokiny (Tabela I),
ktore moduluja homeostaz¢ w jamie otrzewnej. Mezotelium bierze rowniez udzial w
prezentowaniu niektorych antygendéw bakteryjnych [21] oraz aktywacji limfocytow T.
Kluczowa role w tych procesach odgrywa mezotelialna ekspresja czasteczki adhezji
migdzykomoérkowej-1 (ICAM-1) i wydzielanie IL-15, szczeg6lnie pod wplywem IFN-y
[22].

Tabela I.
Niektore cytokiny produkowane przez komorki mezotelium otrzewnowego

Cytokina PiS$miennictwo
IL-1a Douvdevani 1994 [23]
IL-1B Lanfrancone 1992 [24]
Douvdevani 1994 [23]
IL-6 Lanfrancone 1992 [24]
Topley 1993 [25]
IL-8 Topley 1993 [25]
IL-15 Hausmann 2000 [22]
GRO-a Visser 1998 [26]
MCP-1 Visser 1998 [26]
RANTES Visser 1998 [26]
IP-10 Visser 1998 [26]

G-CSF, M-CSF, GM-CSF

Lanfrancone 1992 [24]

bFGF

Cronauer 1999 [27]

PDGF Gerwin 1987 [28]
TGF-B Offner 1996 [29]
VEGF Inagi 1999 [30]
CTGF/CCN2 Liu 2007 [31]

Interferon-gamma (IFN-y)

Interferony (IFN) stanowia rodzing cytokin produkowanych przez komorki w
odpowiedzi na patogeny. Zostaly odkryte przez Isaacsa i Lindenmanna, ktérzy badali
przebieg reakcji wirusowej [32]. Komoérki ludzkie wytwarzaja przynajmniej siedem
rodzajow interferonow: IFN-a, IFN-fB, IFN-¢, IFN-k, IFN-o, IFN-y [33]. Za gtowne zrodta
interferoné6w uwazane sa leukocyty (IFN-a), fibroblasty (IFN-B) i limfocyty T (IFN-y), ale

moga one by¢ takze produkowane przez makrofagi, komorki dendrytyczne 1 keratynocyty



[34;35]. IFN-y kodowany jest przez jeden gen zlokalizowany na chromosomie 12 i
zawierajacy 3 introny. Bialko IFN-y zbudowane jest ze 146 aminokwaséw 1 posiada
dodatkowe grupy weglowodanowe. Glownym zrédtem IFN-y sa limfocyty T CD4" i CD8"
[36], komodrki NK [37] i limfocyty NKT. Produkcja IFN-y indukowana jest przez liczne
cytokiny (m.in. IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IL-21) [38-41], a takze przez sam IFN-y [39].
Receptor dla IFN-y sktada si¢ z 2 podjednostek: IFN-yR1 i1 IFN-yR2 [42-44]. Potaczenie
si¢ IFN-y z receptorem wywoluje w pierwszej kolejnosci oligomeryzacje receptora,
nastgpnie odpowiednie ustawienie si¢ kinaz tyrozynowych Janus JAK1 i JAK2 i ich
poprzeczna fosforylacje (schemat 1) [45]. Kolejnym etapem jest rekrutacja czynnika
transkrypcyjnego STAT1a, jego fosforylacja i dimeryzacja do czynnika okreslanego jako
GAF (y-interferon activated factor) [45]. GAF ulega translokacji do jadra komorkowego 1
faczy sig¢ z sekwencjami GAS (y-interferon activated sequences) w obrgbie promotorow
genowych. IFN-y moze stymulowa¢ transkrypcje roéwniez poprzez sekwencjg
promotorowa ISRE (interferon-stimulated response element) [46]. IFN-y aktywuje takze
drugorzedowe czynniki transkrypcyjne z rodziny IRF (interferon regulatory factors) oraz
wykorzystuje takie czynniki transkrypcyjne, jak NF-kB (nuclear factor kB) i1 ISGF-3
(interferon-stimulated gene factor-3). Udzial wielu czynnikow transkrypcyjnych w
indukcji ekspresji genow przez IFN-y wyjasnia cze¢sciowo synergiczny efekt dziatania
IFN-y z innymi cytokinami (np. TNF-a i IL-1P) [47;48]. Wybrane efekty dziatania IFN-y

pokazano w tabeli II.

Tabela II.
Wybrane efekty dzialania IFN-y

Efekt dzialania IFN-y Pi$miennictwo
Pobudzanie ekspres;ji czasteczek MHC klasy 11 II (HPMC, makrofagi) [21;49;50]
Pobudzanie ekspres;ji czasteczki CD80 na komorkach prezentujacych antygeny | [49]
Pobudzanie ekspresji indukowalnej syntazy NO (iNOS) (makrofagi, [49;51;52]
fibroblasty, komorki nowotworowe)
Modulowanie ekspresji genu dla ICAM-1 (np. HPMC) [22]
Aktywowanie limfocytow B do produkcji przeciwciat [53;54]
Indukowanie syntezy IL-12 (monocyty i makrofagi) [49]
Indukowanie réznicowania limfocytéw Th w kierunku limfocytow Thl [55]
Modulowanie syntezy i uwalniania chemokin klasy CXC (m.in. HPMC, [56-59]
fibroblasty)
Regulacja ekspresji receptoréw dla chemokin klasy CXC (PMN) [57;60]
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Schemat 1.

Potencjalne $ciezki sygnalowe zaangazowane w pobudzanie ekspresji genow po ekspozycji na IFN-y;
wg [61-63].

IFN-y, interferon-gamma; IFN-yR1 i IFN-yR2, podjednostki receptora dla IFN-y; JAK1 i JAK2, kinazy
tyrozynowe Janus; p38, kinaza biatkowa p38; STATI, czynnik transkrypcyjny; GAS, sekwencja aktywowana
przez IFN-y, PKR, kinaza biatkowa RNA-zalezna; NF-«B, czynnik transkrypcyjny NF-kB; 26S, proteasom
26S; NF-xB site, sekwencja NF-xB, do ktorej przylacza si¢ czynnik transkrypcyjny NF-xB; ICAM-1,

czasteczka adhezji migdzykomorkowej-1.

IFN-y wywiera swoj wplyw na przebieg reakcji zapalnej, modulujac m.in. poziom
chemokin klasy CXC i klasy CC. Chemokiny ELR" klasy CXC charakteryzuja si¢
obecnoscia motywu strukturalnego ELR" (tripeptydowa sekwencja Glu-Leu-Arg na koncu
N-terminalnym), a w aspekcie czynnosciowym - dziatlaniem angiogennym [58;64-66] 1
chemotaktycznym, przede wszystkim w stosunku do granulocytéw obojgtnochtonnych
(PMN) [58;65;66]. Stwierdzono, ze w wielu typach komoérek (m.in. w komdrkach
mezotelialnych) IFN-y hamuje produkcje chemokin ELR" klasy CXC [59]. Jednak w
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fibroblastach obserwowano niekiedy efekt przeciwny [58]. Rdznice te wynikaja
prawdopodobnie ze specyfiki komoérek, wielkosci zastosowanej dawki IFN-y 1 jego
polaczenia z innymi cytokinami [26;58;59;67]. Znamienny jest natomiast pobudzajacy

wptyw IFN-y na uwalnianie chemokin ELR klasy CXC [56;57;64;66;68].

IFN-y w reakcji zapalnej w jamie otrzewnej

W trakcie ostrego stanu zapalnego dochodzi do naptywu leukocytow do ogniska
zapalnego, a nastgpnie do ich usunigcia. Odpowiednia kontrola tego procesu zapewnia
bezpieczne dla organizmu rozwiazanie reakcji zapalnej. Wiadomo, ze w trakcie reakcji
zapalnej zmienia si¢ profil leukocytow naptywajacych do ogniska zapalnego. We wczesnej
fazie dominuja PMN, ktoérych gtowna rola jest fagocytoza czynnikow chorobotworczych.
Po wypehieniu swojej roli PMN ulegaja apoptozie, co zapobiega przedtuzajacemu sig
dzialaniu enzymoéw proteolitycznych i wolnych rodnikéw uwalnianych przez PMN.
Apoptotyczne PMN zostaja sfagocytowane przez makrofagi, r6znicujace si¢ z monocytow,
naptywajacych do ogniska zapalnego w dalszej kolejnosci (schemat 2 1 3). Odpowiednia
kinetyka naptywu subpopulacji leukocytow decyduje o ostatecznym wyniku reakcji
zapalnej. W przypadku przedtuzajacego si¢ dziatania PMN moze doj$¢ do rozlegtego
uszkodzenia tkanek, co wystepuje typowo podczas przewleklej reakceji zapalnej (schemat 2).

O ile wiele wiadomo o roli chemokin uwalnianych przez komorki mezotelialne, o
tyle mechanizm sterujacy zmiang fenotypu leukocytéw naptywajacych do jamy otrzewne;j
jest mniej jasny. McLoughlin i wsp. sugeruja, ze proces ten podlega wielopoziomowe;j
regulacji, polegajacej na skoordynowanej produkcji i uwalnianiu chemokin, ekspresji
odpowiednich dla nich receptoréw oraz ekspresji czasteczek adhezyjnych [69] (schemat 3).
Efektem pojawienia si¢ czynnika zapalnego w jamie otrzewnej jest lokalny wzrost
uwalniania cytokin pro-zapalnych (IL-1B i TNF-a) przez makrofagi osiadle w jamie
otrzewnej [59;69;70]. Cytokiny te stymuluja okoliczne komorki (przede wszystkim
komérki mezotelialne) do syntezy chemokin ELR" klasy CXC, np. CXCLS8/IL-8, ktore
indukuja migracj¢ PMN [69]. W kolejnym etapie naplywajace limfocyty, przede
wszystkim limfocyty T 1 NKT [22;36;71], wydzielaja IFN-y, ktéry hamuje uwalnianie
chemokin klasy ELR™ CXC, a nasila produkcje chemokin klasy ELR™ CXC i klasy CC.
Powoduje to zahamowanie naptywu PMN, a nasilenie migracji monocytow i limfocytow

(schemat 2 1 3).
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Przebieg reakcji zapalnej w jamie otrzewnej; wg [69].

CXC — chemokiny klasy CXC, CC — chemokiny klasy CC, OsM — onkostatyna M, CD40 — biatko
receptorowe, CD154 — ligand dla CD40, sIL-6R — rozpuszczalny receptor dla IL-6.
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Godne uwagi jest podkreslenie roznic w dziataniu IFN-y na migracje leukocytow w
warunkach in vitro 1 in vivo. Robson i wsp. pokazali, ze IFN-y, hamujac ekspresje
CXCLS/IL-8 w ludzkich komoérkach mezotelialnych, hamuje transmigracj¢ PMN przez
komoérki mezotelialne in vitro [59]. Natomiast badania in vivo na myszach pozbawionych
genu dla IFN-y (IFN-y'/ ") pokazaty, ze rola IFN-y jest bardziej ztozona [72]. Stwierdzono,
ze zapalenie otrzewnej u myszy IFN-y” charakteryzuje si¢ z jednej strony zmniejszona i
opozniona migracja PMN do jamy otrzewnowej, a z drugiej — opoznionym ich
usuwaniem z otrzewnej. Zauwazono, ze efekty te wynikaja z uposledzenia otrzewnowej
produkcji IL-1p i IL-6. Podanie egzogennej IL-6 myszom IFN-y” z zapaleniem

otrzewnej normalizuje eliminacj¢ PMN poprzez zwigkszenie tempa ich apoptozy.

ICAM-1

ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1, CD54) to bialko reprezentujace grupe
immunoglobulinopodobnych czasteczek adhezyjnych. Do grupy tych adhezyn naleza
réowniez ICAM-2, ICAM-3, ICAM-4 (antygen grupowy krwi Landsteinera-Weinera),
ICAM-5 oraz VCAM-1. Wspolnym elementem budowy tych czastek jest
immunoglobulinopodobna jednostka homologiczna, zawierajaca od 70 do 110
aminokwasow, oraz centralnie polozony mostek dwusiarczkowy, tworzacy petlg z 50-70
aminokwasoéw. ICAM-1 to glikoproteina zlozona z 505 aminokwasow, o masie
czasteczkowej 76-114 kDa [73], w zalezno$ci od stopnia glikozylacji [61]. W czasteczce
ICAM-1 mozna wyrozni¢ czes¢ zewnatrzkomorkowa, ztozona z 5 domen (D1-5), silnie
hydrofobowa cz¢$¢ transbtonowa oraz cze$¢ cytoplazmatyczna, zbudowana z 28
aminokwasow. Ligandami dla ICAM-1 sa przede wszystkim leukocytarne integryny (2
(tabela III) [61;74].

Tabela III.
Ligandy dla ICAM-1
LIGAND SYNONIMY WYSTEPOWANIE
Integryna a2 LFA-1 limfocyty B
CD11a/CD18 limfocyty T
monocyty
granulocyty
Integryna aMB2 Mac-1 monocyty
CD11b/CD18 granulocyty
Integryna aX[32 CR-4 monocyty
CD11c¢/CD18 granulocyty
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Miejsca przytaczania dwoch gltéwnych ligandow dla ICAM-1 znajduja si¢ w czesci
zewnatrzkomoérkowej, odpowiednio w domenie D1 dla LFA-1 oraz w domenie D3 dla
Mac-1 [75-77]. Czg$¢ cytoplazmatyczna ICAM-1 takze odgrywa rolg w procesie migracji
komorek, poniewaz - jak wykazano — jej zablokowanie lub wytaczenie jej ekspres;ji
powoduje zahamowanie przezsrédblonkowej migracji leukocytéow (zwilaszcza PMN), lecz
nie ma wptywu na ich adhezj¢ do $rodblonka [78-81]. Gen dla ICAM-1 zlokalizowany jest
na 19 chromosomie i sklada si¢ z 7 egzondéw i1 6 introndéw, przy czym kazda z pigciu
immunoglobulinopodobnych domen kodowana jest przez oddzielny egzon [62]. Doktadne
poznanie struktury genu dla ICAM-1 oraz jego promotora pokazato, ze regulacja jego
ekspresji odbywa si¢ przede wszystkim na poziomie transkrypcji [82-84]. W strukturze
promotora genu dla ICAM-1 znajduja si¢ miejsca przylaczania czynnikow
transkrypcyjnych NF-kB, GAF oraz AP-1 [61;62;84;85]. Analiza mutacji obejmujacych
miejsce wigzania czynnika transkrypcyjnego NF-kB pozwolita pokaza¢ jego role w
aktywacji transkrypcji ICAM-1 pod wplywem estrow forbolu, cytokin (TNF-a, IL-1p) oraz
reaktywnych form tlenu [61;84;85]. Niewielka konstytutywna ekspresja ICAM-1
wystgpuje w komoérkach $rodblonka naczyn oraz niektorych limfocytach i makrofagach
[86;87]. Natomiast cytokiny pro-zapalne lub silne utleniacze znacznie stymuluja ekspresjg

ICAM-1 (tabela IV).

Tabela IV.
Czynniki indukujace ekspresj¢e ICAM-1 w réznych typach komoérek.

Czynnik stymulujacy Typ komoérek PiSmiennictwo

TNF-a - komérki mezangium [88]

- komérki ludzkiego nabtonka oskrzelowego [89;90]

- komérki ludzkiego mezotelium otrzewnowego [91;92]

- srodbtonek naczyniowy [40;91]
IL-1B - komérki ludzkiego mezotelium otrzewnowego [91;92]

- §rodbtonek naczyniowy [91]

- fibroblasty [93]
IFN-y - fibroblasty [93]

- komérki ludzkiego mezotelium otrzewnowego [91]

- srodbtonek naczyniowy [91]
Reaktywne formy tlenu (np. - §rodbtonek naczyniowy [61]

H,0,)
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W zaleznosci od rodzaju czynnika stymulujacego i typu komoérek, w regulacje
ekspresji ICAM-1 zaangazowane sa rozne szlaki sygnalizacyjne. Dokladnie zbadano m.in.
Sciezke aktywna po zadziataniu wolnych rodnikéw na komorki srédbtonka. Roebuck i
wsp. pokazali, ze ekspozycja na nadtlenek wodoru indukuje ekspresj¢ ICAM-1 poprzez
aktywacje czynnika transkrypcyjnego AP-1 [62]. Natomiast reaktywne formy tlenu
wygenerowane po stymulacji przez TNF-a powoduja zaangazowanie czynnika
transkrypcyjnego NF-kB [61]. Innym szlakiem regulacyjnym, ktory moze posredniczyé w
aktywacji genu dla ICAM-1, jest $ciezka kinaz MAP, m.in. p38 MAPK, JNK i ERK 1/2
[94]. Ich dziatanie, regulujace ekspresj¢ genu ICAM-1 wykazano np. po zadziataniu TNF-
a, lipopolisacharydu, nikotyny i trombiny [94-96].

ICAM-1 bierze udzial nie tylko w adherencji 1 migracji leukocytow, ale takze w
rozwoju embrionalnym i1 odpowiedzi immunologicznej. Wykazuje przy tym aktywnos$¢
charakterystyczna dla przekaznikow wewnatrzkomorkowych. Stwierdzono na przyktad, ze
ligacia ICAM-1 na powierzchni komoérek  $rodblonka  wywoluje  wzrost
wewnatrzkomorkowego poziomu Ca®’, generuje reaktywne formy tlenu, aktywuje kinazy
Src 1 p38, indukuje biatko szoku termicznego HSP27, zmienia organizacj¢ cytoszkieletu i
ekspresj¢ gendw [97-100]. Do gendéw regulowanych przez zwiazanie ICAM-1 naleza geny
dla VCAM-1, CXL8/IL-8, CCL5/RANTES oraz samej ICAM-1 [101-104].

W ustroju moga pojawiac si¢ rowniez wolne formy czasteczek adhezyjnych. Formy
te opisywane sa jako rozpuszczalne (soluble, ,,s”) lub tez krazace (circulating, ,.c”) 1
wykrywalne sa we krwi oraz we wszystkich ptynach ustrojowych. Maja one zdolnos¢
wiazania integryn z sila zblizona do form transbtonowych [105]. Fizjologiczny poziom
ekspresji ICAM-1 na powierzchni $rodblonka 1 stopien uwalniania SICAM-1 do krwi sa
stosunkowo niskie, natomiast wyraznie wzrastaja podczas procesu zapalnego, [106] lub
nowotworzenia [107;108]. Dlatego czasteczka ta bywa uwazana za marker stanow

zapalnych i czynnik prognozujacy ich postgp 1 zaawansowanie [109-112].

ICAM-1 a reakcja zapalna w jamie otrzewnej

Podczas reakcji zapalnej dochodzi do migracji leukocytow do ogniska zapalnego.
Aby dotrze¢ do celu leukocyt musi przede wszystkim przekroczy¢ barierg, jaka stanowi
srodbtonek. ,,Schwytanie” przeptywajacych z krwia leukocytow odbywa si¢ dzigki
selektynom, za$§ ich $cisle przylgnigcie do $rodbtonka wymaga ekspresji ICAM-1.
Uwolnienie enzymow proteolitycznych przez leukocyty oraz zmiany w cytoszkielecie

komorek srodblonka, umozliwiaja migracj¢ parakomoérkowa leukocytow przez potaczenia
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miedzykomoérkowe [113]. ICAM-1 przyczynia si¢ takze do migracji leukocytow szlakiem
transkomorkowym. Carman 1 wsp. dowiedli, ze potaczenie si¢ ICAM-1 z odpowiednim
ligandem zmienia dystrybucj¢ ICAM-1 na powierzchni $rédbtonka [114], tak Ze czgs§¢
cytoplazmatyczna ICAM-1 wchodzi w interakcje ze sktadnikami cytoszkieletu i sprawia,
ze btona komorkowa przyjmuje ksztatt zblizony do kubka, w ktérym ,,zanurzony” jest
leukocyt [61]. Adhezja leukocytow do srodblonka moze ulec wzmocnieniu, dzigki
zdolnosci ICAM-1 do oligomeryzacji [114]. Powstaty homooligomer ICAM-1 ma wigksze
powinowactwo do integryn na powierzchni leukocytow 1 wraz z nimi moze ulegad
translokacji na strong bazalna komorki [114]. Taka translokacja ICAM-1 ulatwia przyjgcie
ksztaltu kubka przez komorke srodbtonka i dalsza migracje leukocytow PMN szlakiem
transkomérkowym.

Wiadomo, ze ICAM-1 jest obecna na powierzchni komorek mezotelialnych, a
poziom jej ekspresji powierzchniowej zwigksza si¢ po stymulacji takimi cytokinami, jak
IL-1B, TNF-a 1 IFN-y [91;92]. Ponadto wykazano, ze mezotelialna ekspresja ICAM-1
utatwia adhezj¢ PMN do mezotelium [92;115] i ich migracj¢ przez mezotelium [70].
Stwierdzono, ze procesy te ulegaja znacznemu zahamowaniu pod wplywem przeciwciat
blokujacych ICAM-1 lub ligandy dla ICAM-1 (CD11/18) [70;92]. Ponadto Andreoli i wsp.
pokazali, ze zastosowanie przeciwcial anty-ICAM-1, zmniejszajac adhezje aktywowanych
PMN, w pewnym stopniu ogranicza uszkodzenia mezotelium wywotane przez PMN [115].
W badaniach in vivo stwierdzono, ze podanie myszom przeciwcial anty-ICAM-1 lub
delecja genu dla ICAM-1 powoduje znaczne zmniejszenie naptywu PMN do jamy

otrzewnej w czasie wczesnej fazy eksperymentalnego zapalenia otrzewnej [116-118].

Wplyw IFN-y na ICAM-1

Jak opisano wczesniej, [IFN-y wptywa zaré6wno na akumulacjg¢ PMN we wczesnej
fazie zapalenia, jak 1 ich usuwanie z ogniska zapalnego w fazach pdzniejszych [69;72].
IFN-y kontroluje takze migracj¢ innych klas leukocytéw poprzez regulacje produkcji
odpowiednich chemokin [26;59;66]. Wiadomo tez, ze IFN-y bezposrednio wptywa na
ekspresje¢ ICAM-1 w roznych typach komorek (tabela IV). Regulacja ekspresji genu dla
ICAM-1 przez IFN-y mozliwa jest przede wszystkim dzigki obecnosci miejsca
aktywowanego przez IFN-y (GAS) w obrgbie promotora genu ICAM-1 [84], ale postuluje
si¢ rowniez alternatywne drogi regulacji [45;84;86]. Nie jest jasny natomiast mechanizm,
poprzez ktéry IFN-y wplywa na uwalnianie przez komorki rozpuszczalnej formy ICAM-1

(SICAM-1).
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Wiadomo, ze z jednej strony indukcja ICAM-1 na powierzchni komorek
mezotelialnych promuje proces adhezji i transmezotelialnej migracji PMN [91;92;115],
jednak z drugiej strony, obecno$¢ sICAM-1 hamuje migracj¢ PMN poprzez warstwg
mezotelium [70]. Poniewaz IFN-y odgrywa kluczowa role w regulowaniu naptywu PMN
do jamy otrzewnowej i moze modulowac ekspresje ICAM-1, celem niniejszej pracy bylo
zbadanie zaleznosci migdzy ekspresja ICAM-1 na powierzchni komorek mezotelialnych 1

uwalnianiem przez nie rozpuszczalnej formy sICAM-1 pod wptywem IFN-y.
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CEL PRACY

Celem pracy byto poznanie, jak interferon-gamma (IFN-y) wptywa na uwalnianie
rozpuszczalnej formy czasteczki adhezji miedzykomorkowej, sICAM-1, przez ludzkie
komorki mezotelium otrzewnowego (HPMC).

W szczegodlnosci zamierzano zbadac:
1. jak zmienia si¢ ekspresja ICAM-1 na powierzchni ludzkich komoérek mezotelium
otrzewnowego oraz uwalnianie rozpuszczalnej formy sICAM-1 pod wplywem

IFN-vy;

2. jaki mechanizm lezy u podstaw wplywu IFN-y na uwalnianie sICAM-1 przez

HPMC;

3. wjaki sposob glukoza — w stezeniach stosowanych w dializoterapii otrzewnowej —

moduluje wplyw IFN-y na sekrecjg SICAM-1 przez HPMC.
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METODYKA

Materialy i metody

Jesli nie podano inaczej, odczynniki chemiczne wykorzystane w niniejszej pracy
pochodzily z firmy Sigma-Aldrich® (USA). Materialy do hodowli komorkowej pochodzity
z firm Nunc (Dania) i Sarstedt (RFN).

Izolacja i hodowla ludzkich komoérek mezotelium otrzewnowego

Komorki ludzkiego mezotelium otrzewnowego (ang. human peritoneal mesothelial
cells, HPMC) izolowane byly z fragmentoéw sieci wigkszej (omentum maius), ktore ze
wskazan lekarskich (np. uwalnianie zrostoéw, operacje przepuklin brzusznych,
wszczepienie protez naczyniowych) usuwano w czasie zabiegéw chirurgicznych. Tkanke
usuwano wylacznie u pacjentow, u ktérych nie stwierdzono w otrzewnej widocznych
zmian patologicznych, takich jak odczyn zapalny lub rozsiew nowotworowy. Na
wykorzystanie usunig¢tych fragmentow tkankowych do izolowania komorek uzyskano
zgod¢ Komisji Bioetycznej UMP (nr 35/06). Izolacjg¢ i hodowlg komorek prowadzono
zgodnie z metoda opracowana w Zakladzie Patofizjologii UMP, ktora oparta jest o
technike¢ zaproponowana przez van Bronswijka i wsp [119;120]. Pobrany fragment tkanki
umieszczano w roztworze trypsyny (0,05%) i EDTA (0,02%), rozpuszczonych w ptynie
Hanksa bez jonéw wapnia i magnezu (HBSS). W roztworze tym inkubowano tkankeg przez
20 minut w temperaturze 37°C, delikatnie wstrzasajac. Uzyskana zawiesing komorek
dwukrotnie przeptukiwano w medium hodowlanym M199 buforowanym solami Earla 1
zawierajacym 10% cielgcej surowicy plodowej (FCS) (Invitrogen, USA) oraz dodatek
glutaminy (2 mM), penicyliny (100 U/ml), streptomycyny (100 pg/ml) i hydrokortyzonu
(0,4 pg/ml). Zawiesing komorek wirowano przez 10 minut przy szybkosci 150 x g,
nastgpnie komorki zawieszano w medium hodowlanym i posiewano w butelkach
hodowlanych o powierzchni 75 cm”. Hodowane komoérki inkubowano w temperaturze
37°C, w nawilzanym $§rodowisku zawierajacym 5% CO,. W trakcie inkubacji, co 3 dni
dokonywano wymiany cato$ci medium hodowlanego.

Do eksperymentow wykorzystywano komorki ze wczesnych pasazow, tak aby
zminimalizowa¢ liczbg starych komoérek w hodowli [121]. Hodowle, ktore osiagnely faze
zlewnosci, ptukano 3-krotnie w medium zawierajacym 0,1% FCS, a nastgpnie inkubowano

w tymze medium przez 24 godziny, w celu uzyskania tzw. hodowli spoczynkowej (ang.
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growth arrested quiescent cells). Eksperymenty wykonywano w medium hodowlanym

zawierajacym 0,1% FCS.

Identyfikacja komorek ludzkiego mezotelium otrzewnowego

Identyfikacje uzyskanych komorek mezotelialnych przeprowadzono wedtug
metodyki opracowanej w Zakladzie Patofizjologii UMP. W jej sktad wchodzita ocena
morfologiczna i cytochemiczna. HPMC w fazie zlewno$ci wykazuja charakterystyczny
ksztalt kostki brukowej [122;123]. Dodatkowo wybarwiaja si¢ dodatnio na obecnos$¢
cytokeratyny, ktora jest sktadnikiem cytoszkieletu komorkowego [123], oraz antygenu

HBME-1, obecnego w cytoplazmie, zwlaszcza w obrgbie mikrokosmkow [124].

Rye.1.

Komorki ludzkiego mezotelium otrzewnowego w hodowli in vitro (pow. x 100).

Cytokiny

Do badan wykorzystano rekombinowane formy ludzkich cytokin (R&D Systems,
USA). Specyficzna aktywno$é IFN-y wynosita 10’ U/mg (na podstawie poréwnania z
aktywnoscia antywirusowa standardu IFN-y nr NIH-GG23-901-530 w tescie
wykorzystujacym komorki HelLa zainfekowane wirusem zapalenia mézgu i serca, ECM)
[125]. Swoisto$¢ efektu wywieranego przez IFN-y oceniono w eksperymentach, w ktorych
komoérki inkubowano z IFN-y w obecnosci specyficznych przeciwciat neutralizujacych

IFN-y (#AF-285-NA, R&D Systems) lub przeciwcial kontrolnych tej samej klasy.
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Cytokiny 1 przeciwciala przechowywano w temperaturze -70°C i1 do kazdego z

eksperymentéw uzywano $wiezo rozmrozonych ich porcji.

Inhibitory

W tabeli V scharakteryzowano uzyte inhibitory. Kazdy z inhibitoréw byt
rozpuszczony w DMSO 1 przechowywany zgodnie z zaleceniami producenta. W czasie
eksperymentéw do komorek grupy kontrolnej dodawano DMSO w stgzeniach do 0,03%

(co odpowiadato maksymalnej ilosci DMSO podanej wraz z inhibitorami).

Tabela V.
Charakterystyka inhibitoréw uzywanych w eksperymentach
Inhibitor Mechanizm dzialania Stosowane stezZenia Producent
Aktynomycyna D | hamowanie transkrypcji 0,03-3 pg/ml Sigma-Aldrich™ (USA)
Cykloheksymid blokowanie translacji 0,3-30 pg/ml Sigma-Aldrich™ (USA)
SB 202190 blokowanie aktywnosci rodziny 0,1-10 pmol/l Sigma-Aldrich™ (USA)
kinaz p38
MG-132 blokowanie proteasomu 0,1-10 umol/1 Biomol (USA)
ubikwitynowego i — poprzez
zahamowanie degradacji czynnika
IkBa — hamowanie posrednio
aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego NF-kB

Ocena zywotnos$ci komoérek

Oceny zywotnosci komoérek dokonano za pomoca testu MTT, ktory oparty jest na
zdolnosci zywych komoérek do konwers;ji soli tetrazolowej (bromku [3(4,5-dimetylo-2-ilo)-
2,5-difenylotetrazolu], MTT) do nierozpuszczalnego formazanu. W celu przeprowadzenia
testu komorki posiano na ptytki 96-studzienkowe, a nastgpnie przeprowadzono 30-
minutowa inkubacj¢ z uzyciem réznych dawek inhibitorow. Po usunigciu medium i
przeptukaniu komorek PBS, komoérki inkubowano przez 24 godziny w standardowym
medium hodowlanym. Nastepnie do medium dodano roztwor MTT (tak, aby jego
ostateczne st¢zenie wynosito 1,25 mg/ml) 1 inkubowano przez 4 godziny w temperaturze
37°C w ciemnosci. Nastgpnie do kazdej ze studzienek dodano po 100 pl buforu litycznego
(20% SDS, 50% NN-dimetyloformamidu, pH 4,7) 1 po 24 godzinach inkubacji w

ciemnosci w temperaturze pokojowej odczytano absorpcj¢ przy diugosci fali 450 nm,
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stosujac jako referencyjna fale o dtugosci 540 nm. Pomiaru dokonywano w mikroczytniku

Multiscan MCC/340 (Labsystem, Finlandia).

Pomiar st¢zenia biatka

Do oznaczenia st¢zenia biatka komorkowego wykorzystano metode Bradforda
[126]. Po usunigciu medium hodowlanego, komoérki ptukano w PBS 1 poddawano lizie za
pomoca NaOH (0,1 mol/l). Do pomiaru stgzenia biatka w uzyskanych lizatach uzyto
odczynnika Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent (Bio-Rad Laboratories, RFN), natomiast
jako standard wykorzystano albuming bydlgca (BSA). Czulo$§¢ metody wynosita 0,1
pug/ml. Stwierdzono, ze 1 pg biatka komérkowego odpowiada srednio (£ SD) 2,1 + 1,0 x
10° komoérek mezotelialnych [127]. Tloci cytokin uwalnianych przez HPMC wyrazono w

przeliczeniu na 1 pg biatka komorkowego.

Oznaczanie st¢zenia SICAM-1

Po zakoniczeniu eksperymentéw pobierano probki medium hodowlanego, ktore
nastgpnie przechowywano w temperaturze -20°C, az do momentu wykonania pomiaru.
Stezenie sICAM-1 w badanych supernatantach analizowano za pomoca metody
immunoenzymatycznej (ELISA, ang. enzyme-linked immunosorbent assay), z
wykorzystaniem zestawu DuoSet® ELISA Development System (R&D Systems, USA).
Oznaczenia dokonywano w 96-studzienkowych ptytkach typu MaxiSorp (Nunc, Dania).
Plytka byla pokrywana przeciwciatem ,wychwytujacym” (mysie przeciwciato
monoklonalne przeciwko ludzkiej sSICAM-1), zawieszonym w PBS w stezeniu 4 pg/ml.
Plytke inkubowano przez noc w temperaturze pokojowej, a nastgpnie ptukano trzykrotnie
roztworem 0,05% Tween 20 w PBS (bufor pluczacy) i blokowano przez podanie 10%
roztworu Roti-Block (Carl Roth, RFN) na 2 godziny w temperaturze pokojowej. Po
trzykrotnym wyptukaniu ptytki buforem ptuczacym do studzienek podawano wzorce,
zawierajace znane stgzenia rekombinowanej ludzkiej sSICAM-1 (w zakresie 15,6 -1000
pg/ml), lub badane probki. Ptytke inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 4°C, a
nastgpnie ptukano jak opisano powyzej. Po wyptukaniu, ptytke inkubowano przez 2
godziny w temperaturze pokojowej z biotynylowanym kozim przeciwciatlem anty-sICAM-
1, zawieszonym w stgzeniu 100 ng/ml w PBS zawierajacym 1% BSA. Po wyplukaniu
ptytke inkubowano przez 20 minut z konjugatem streptawidyny i polimeru peroksydazy
chrzanowej. Po kolejnym ptukaniu, podawano do studzienek substrat zawierajacy

3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyne¢ oraz H,O, (Pharmingen, USA) i1 inkubowano w ciemnosci
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w temperaturze pokojowej, az do rozwinigcia si¢ koloru. Reakcje zatrzymywano poprzez
dodanie do studzienek roztworu H,SO4 (2 N). Pomiaru ggstosci optycznej dokonywano w
mikroczytniku Multiscan przy ditugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjna falg o
dhlugosci 540 nm. St¢zenia sSICAM-1 liczone byly na podstawie krzywej wzorcowej
generowanej automatycznie przy uzyciu programu komputerowego Genesis Lite

(Labsystems, Finlandia).

Ocena ekspresji ICAM-1 za pomoca testu immunoenzymatycznego in situ

W celu oszacowania ekspresji ICAM-1 na powierzchni HPMC uzyto testu
immunoenzymatycznego in situ, opracowanego przez dr. K. Ksigzka z Zaktadu
Patofizjologii UMP. Komorki posiewano na ptytkach 96-studzienkowych 1 nastgpnie
poddawano eksperymentom. Po zakonczonej ekspozycji usuwano medium hodowlane, a
komorki przeptukiwano 3-krotnie PBS zawierajacym 0,05% Tween 20 (bufor ptuczacy) i
utrwalano przez 10 minut w temperaturze pokojowej w roztworze 3,7% formaldehydu 1
0,1% glutaraldehydu w PBS. Nastgpnie komorki ptukano 3-krotnie buforem ptuczacym 1
blokowano niespecyficzne miejsca wigzania poprzez inkubacje¢ w 10% roztworze Roti-
Block przez 2 godziny w temperaturze pokojowej. Nastepnie podawano biotynylowane
monoklonalne przeciwciato anty-ICAM-1 (klon BBIG-I1; R&D Systems) w stezeniu 0,1
pg/ml 1 inkubowano w temperaturze pokojowej przez 1 godzing. Studzienki ptukano 4-
krotnie buforem ptuczacym, a nastgpnie podawano konjugat streptawidyny i polimeru
peroksydazy chrzanowej na 20 minut w temperaturze pokojowej. Po ponownym ptukaniu
podawano do studzienek substrat zawierajacy 3,3°,5,5’-tetrametylobenzydyng oraz H,O,
(Pharmingen, USA) i inkubowano w ciemno$ci w temperaturze pokojowej, az do
rozwinigcia si¢ koloru. Reakcje zatrzymywano poprzez dodanie do studzienek roztworu
H,SO4 (2 N). Pomiaru gestosci optycznej dokonywano w mikroczytniku Multiscan przy
dtugosci fali 450 nm, stosujac jako referencyjna fale o dtugosci 540 nm.

Ocena ekspresji ICAM-1 za pomoca barwienia immunocytochemicznego

Detekcji immunocytochemicznej ICAM-1 w HPMC dokonano w oparciu o metodg
opisang przez Shi i wsp. [128]. W tym celu komoérki hodowano w komorach, ktérych dno
stanowity mikroskopowe szkietka podstawowe (Lab-Tek™ Chamber Slides; Nunc). Po
zakonczonej ekspozycji, komorki plukano 2 razy w PBS, a nastepnie utrwalano przez 15
minut w 3,7% roztworze formaldehydu w PBS. Aby zapobiec niespecyficznemu wigzaniu

przeciwcial, komoérki inkubowano w 2% roztworze BSA w PBS, a nastgpnie podawano
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monoklonalne przeciwciato anty-ICAM-1 (nr MAB2146, Chemicon, USA) w
rozcienczeniu 1:5000 i inkubowano w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po
wyptukaniu w PBS zawierajacym 0,05% Tween 20, komorki inkubowano przez 10 minut
w temperaturze 37°C z przeciwcialami wyznakowanymi peroksydaza chrzanowa i
skierowanymi przeciwko mysiej IgG (DAKO Envision System, Dako, Dania). Nast¢pnie
podawano zbuforowany roztwor 3,3’-diaminobenzydyny (Dako) i1 inkubowano w
wilgotnej komorze przez 5 minut w ciemnosci w temperaturze pokojowe;j. Po przeptukaniu
preparatu woda destylowana wybarwione komorki oceniano w mikroskopie §wietlnym.
Kontrole negatywna stanowity komoérki barwione z pominigciem etapu inkubacji z

przeciwciatem anty-ICAM-1.

Ocena ekspresji powierzchniowej ICAM-1 za pomocg cytometrii przeplywowej
Pomiaru dokonano wedlug zmodyfikowanej metody Parka i wsp. [129]. Po
zakonczeniu eksperymentalnej ekspozycji, komoérki zluszczano w roztworze trypsyny i
liczono za pomoca komory Biirkera. Nastgpnie z kazdej badanej populacji HPMC
przygotowywano 2 probki liczace po 500000 komoérek w 2 ml soli Hanksa. Komorki
plukano w PBS z dodatkiem 2% FCS i 0,1% azydku sodu, a nastgpnie dodawano do
probek odpowiednie przeciwciata, tj. anty-ICAM-1 lub kontrolne przeciwciato izotypowe
(Immunotech, Francja) w proporcji 1 ul/100000 komorek. Oba przeciwciata znakowane
byly izotiocyjanianem fluoresceiny. Komorki inkubowano z przeciwciatami przez 30
minut w temperaturze 4°C, po czym plukano je, zawieszano w 0,5 ml 1%
paraformaldehydu 1 przechowywano w temperaturze 4°C do czasu analizy. Oceny
komorek za pomoca cytometru przepltywowego (FACS-Canto, Becton Dickinson, USA)
dokonywano w ciagu 3 dni od utrwalenia badanej probki. Uzyskane dane analizowano
oraz przedstawiano graficznie przy pomocy programu PC-Lysis software (Becton

Dickinson, USA).

Izolacja RNA

RNA izolowano z komoérek wedlug metody Chomczynskiego i Sacchi [130],
stosujac RNA-Bee Isolation Solvent (Tel-Test Inc., USA) wedtug instrukcji producenta.
Uzyskany RNA oczyszczano przy uzyciu zestawu RNeasy” Cleanup kit (Qiagen, RFN).
Stgzenie uzyskanego RNA oceniono na podstawie pomiaru ggstosci optycznej przy
dhlugosci fali 260 nm i 280 nm, uzywajac do tego celu spektrofotometru Helios

(UNICAM, Wielka Brytania). Zatozono, iz As=1 dla stezenia RNA wynoszacego 40
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pug/ml. Oceny stopnia czystosci RNA dokonano na podstawie analizy stosunku Ajeo/A2s0,
uznajac za akceptowalne wartosci >1,8. Integralno$¢ otrzymanego RNA potwierdzono

elektroforeza 0,5 ug RNA w 2% zelu agarozowym.

Odwrotna transkrypcja

Uzyskany RNA zdenaturowano przez 3-minutowa inkubacj¢ w temperaturze 95°C,
a po schtodzeniu poddano odwrotnej transkrypcji przy uzyciu metody ,,losowo
wybranych” starteréw. Catkowita objgto$¢ mieszaniny reakcyjnej wynosita 20 pl i sktadata
si¢ ona z mieszaniny nukleotyddéw w postaci heksametrow (pd[N]s, 100 uM; Amersham
Pharmacia Biotech, Wielka Brytania), 5 ul mieszaniny dezoksyrybonukleotydow (2,5 mM;
Invitrogen), 2 ul ditiotreitolu (0,1 M; Invitrogen), 1 pl inhibitora rybonukleaz (20 U,
rRNasin”; Promega, USA), 1 pl odwrotnej transkryptazy (200 U, M-MLV™ Superscript;
Invitrogen) i 1 pg RNA w H,0O. Reakcj¢ prowadzono przez 10 minut w temperaturze 22°C,
a nastepnie przez 40 minut w temperaturze 42°C. Ostatnim etapem byta 5-minutowa
inkubacja w temperaturze 95°C. Produkt reakcji, komplementarny DNA (cDNA),

przechowywano w temperaturze -20°C.

Tabela VI.

Charakterystyka uzytych starterow PCR (A- antysensowne, S- sensowne)

Gen Liczba cykli | Wielko$¢ produktu | PiSmiennictwo
PCR PCR (pary zasad)
o-aktyna 3 204 [131]

S: 5-GGAGCAATGATCTTGATCTT-3’
A: 5’-CCTTCCTGGGCATGGAGTCCT-3’

ICAM-1
S: 5-GTGACATGCAGCACCTCCTG-3’
A: 5-TCCATGGTGATCTCTCCTCA-3’

26 405 [132]

Reakcja lancuchowa polimerazy (PCR)

Reakcje tancuchowa polimerazy (PCR) przeprowadzono w 50 pl mieszaniny
reakcyjnej, na ktora sktadaty sig 2 ul cDNA, 36,25 ul H,O, 1,25 pl startera dla konca 5’
(20 uM), 1,25 ul startera dla konca 3° (20 uM), 4 ul mieszaniny dezoksyrybonukleotydow,
5 ul 10-krotnie st¢zonego buforu PCR, 0,25 pl termostabilnej polimerazy DNA (2,5 U,
AmpliTaq®, Perkin Elmer). Reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze Mastercycler

Gradient 5331 (Eppendorf, RFN).
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Rozdzial produktow PCR

Rozdzialu produktéow PCR dokonano w 3% zelu agarozowym (FMC Bioproducts,
USA), w obecnos$ci bromku etydyny (1 pg/ml). Elektroforeze prowadzono pod napigciem
70 V przez 90 minut, nastgpnie zel fotografowano w $wietle ultrafioletowym i oceniano

densytometrycznie, wykorzystujac program Quantity One 4.0 (Bio-Rad, USA).

Analiza statystyczna

Wyniki analizowano za pomoca programu statystycznego GraphPad Prism™ 4.00
(GraphPad Software, USA). Zastosowano test t-Studenta (dla poréwnania 2 grup) oraz
analize wariancji ANOVA (dla porownania > 2 grup). Wyniki przedstawiono jako warto$ci
srednie + odchylenie standardowe (SD). Jako istotne statystycznie przyjgto roznice, dla

ktorych warto$¢ wspotczynnika p wynosita <0,05.
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WYNIKI

Konstytucyjne uwalnianie SICAM-1 przez HPMC

Po zbadaniu 24 hodowli HPMC, wyprowadzonych od rdéznych dawcow,
stwierdzono, ze komorki te uwalniaja sSICAM-1 w sposdb konstytucyjny (ryc. 2).
Wykazano, ze $rednie (= SD) uwalnianie sSICAM-1 w ciagu 24 godzin wynosi 22 + 13
pg/ug biatka komodrkowego, przy wspotczynniku zmiennosci (CV) 58,3%. Mediana i
zakres stwierdzonych wartosci wynosity odpowiednio 24 1 3-43 pg/ug bialka

komorkowego.
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Ryec. 2.

Konstytucyjna sekrecja SICAM-1 przez HPMC.

Poszczegdlne punkty obrazuja ilos¢ uwolnionej SICAM-1 przez komorki mezotelialne wyizolowane od
réznych dawcow. HPMC byly inkubowane przez 24 godziny w kontrolnym medium hodowlanym
zawierajacym 0,1% FCS. Stgzenie uwolnionej sSICAM-1 zostato znormalizowane w stosunku do ilo$ci biatka
komoérkowego. Pozioma linia oznacza mediang z 24 eksperymentdw przeprowadzonych na hodowlach

pochodzacych od réznych dawcow.
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Uwalnianie SICAM-1 przez HPMC stymulowane cytokinami

W celu okreslenia, czy uwalnianie SICAM-1 zmienia si¢ pod wptywem cytokin
bioracych udziat w reakcji zapalnej, HPMC eksponowano na dziatanie wybranych cytokin
(IL-1B, TNF-a, IFN-y) w dawkach, o ktérych wiadomo z literatury, ze stymuluja
uwalnianie innych mediatoréw przez HPMC [70;72;91;92]. Zaobserwowano, iz
najsilniejszy efekt, pobudzajacy uwalnianie sSICAM-1, wywieral IFN-y. W przypadku
IL-1PB zaobserwowano réwniez znamienny wzrost uwalniania sSICAM-1, jednak znaczaco
mniejszy niz pod wpltywem IFN-y (Ryc. 3). Natomiast zarejestrowane zwigkszenie
uwalniania SICAM-1 pod wptywem TNF-a nie byto statystycznie istotne w stosunku do

grupy kontrolne;.

151
. *ok B IFN-y (1000 U/ml)

Bl IL-1B (1000 pg/ml)

12-
: I TNF-a (1000 pg/ml)

wzgledna sekrecja sSICAM-1

IFN-y IL-13  TNF-g

Ryec. 3.
Sekrecja SICAM-1 przez HPMC stymulowane cytokinami.

Komérki mezotelialne inkubowano przez 24 godziny w obecnosci wybranych cytokin w stezeniach jak
zaznaczono. Wykres przedstawia $rednig (= SD) krotno$¢ zmiany w stosunku do niestymulowanej grupy
kontrolnej (w ktorej sekrecja SICAM-1 wynosita 22 + 13 pg/ug biatka komorkowego). Wyniki pochodza z 4-
7 eksperymentdéw z komoérkami izolowanymi od réznych dawcow. Gwiazdki oznaczaja statystycznie istotna

roznic¢ w stosunku do komoérek grupy kontrolnej (** p<0,01).
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Wplyw IFN-y na uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC

Poniewaz powyzsze dane sugerowaly, ze — sposréd badanych cytokin —
najsilniejszy efekt stymulujacy uwalnianie sICAM-1 przez HPMC wywiera IFN-y, w
nastepnych eksperymentach postanowiono blizej scharakteryzowa¢ dziatanie IFN-y w tym
zakresie.

Stwierdzono, ze IFN-y zwigksza sekrecj¢ SICAM-1 przez HPMC w sposéb zalezny
od czasu. Po zastosowaniu IFN-y w dawce 1000 U/ml, istotny statystycznie wzrost
uwalniania SICAM-1 ponad stgzenia w grupie kontrolnej zaobserwowano po 24 godzinach.

Wazrost ten osiagnal faze plateau po 48 godzinach (ryc. 4).
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Ryec. 4.

Uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC w zaleznosci od czasu ekspozycji na IFN-y.
HPMC inkubowano w medium kontrolnym lub w obecnosci IFN-y (1000 U/ml). Na wykresie przedstawiono
dane z 6 eksperymentow. * oznacza statystycznie istotna réznicg w stosunku do kontroli w tym samym

punkcie czasowym (¥*p<0,05).
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Wplyw IFN-y na uwalnianie SICAM-1 przez HPMC w zaleznosci od dawki
Stymulujacy wplyw IFN-y na uwalnianie SICAM-1 byt rowniez zalezny od jego

dawki (ryc. 5). Najnizsza dawka IFN-y, ktora znaczaco zwigkszala uwalnianie sSICAM-1

bylo stezenie 100 U/ml. Najsilniejszy efekt zaobserwowano w stezeniu 10000 U/ml, przy

ktorym uwalnianie sSICAM-1 wzrosto 9,8-krotnie w porownaniu do niestymulowanej grupy

kontrolne;j.
150-
= 1251
—
g
= 100-
)
=
2 75
D
> ]
= S
Q
2
251
0.
0 1 10 100 1000 10000
IFN-y (U/ml)
Ryc. S.

Wplyw dawki IFN-y na uwalnianie SICAM-1 przez HPMC.
Komoérki poddano 24-godzinnej ekspozycji na wzrastajace dawki IFN-y. Na wykresie przedstawiono
wartosci $rednie (+ SD) z 6 eksperymentdw z komoérkami uzyskanymi od réznych dawcoéw. * oznacza

statystycznie istotng roznicg w stosunku do niestymulowanej kontroli (*p<0,05).
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Swoistos¢ wpltywu IFN-y na uwalnianie SICAM-1 przez HPMC

W celu potwierdzenia swoistosci efektu wywieranego przez IFN-y, oceniono jego
dziatanie w obecnosci specyficznych przeciwcial anty-IFN-y (ryc. 6). Stwierdzono, ze w
takich warunkach stymulujacy wptyw IFN-y na uwalnianie sSICAM-1 zostat catkowicie
zniesiony. Efektu takiego nie stwierdzono natomiast w obecnos$ci przeciwciat kontrolnych

tej same;j klasy.

p<0.01
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Kontrola Bez p-cial +IgG +anti-IFN-y

IFN-y

Ryc. 6.
Swoistos¢ wptywu IFN-y na uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC.

Komorki poddano 24-godzinnej ekspozycji na dziatanie IFN-y (1000 U/ml) w obecnosci specyficznego
przeciwciala neutralizujacego IFN-y (3 pg/ml) lub w obecnosci przeciwciata kontrolnego w takim samym

stezeniu. Przedstawiono wartosci $rednie (+ SD) z 4 eksperymentow. ** oznacza statystycznie istotng

roznicg (p<0,01) w stosunku do niestymulowanej grupy kontrolne;j.
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Laczny wplyw IFN-y i TNF-a na uwalnianie SICAM-1 przez HPMC

Do oceny, czy efekt IFN-y moze by¢ modulowany przez inne cytokiny, wybrano
TNF-a, ktéry dziatajac samodzielnie nie wykazywatl istotnego wptywu stymulujacego
uwalnianie sSICAM-1 (por. ryc. 3). Okazato si¢ natomiast, ze TNF-a istotnie poteguje
stymulujace dziatanie IFN-y. Efekt ten byt widoczny w catym zakresie stezen IFN-y, w
tym przy polaczeniu z najnizszymi st¢zeniami IFN-y (0,1-1 U/ml), ktére same nie

zwigkszaty uwalniania SICAM-1 (ryc. 7A).
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Ryec. 7A.
Poréwnanie wplywu IFN-y dzialajacego samodzielnie i w polaczeniu z TNF-o na uwalnianie sSICAM-1
przez HPMC.

Komorki mezotelialne inkubowano przez 24 godziny z IFN-y lub IFN-y + TNF-a w stezeniach jak
zaznaczono. Wykres przedstawia dane z 4 eksperymentéw z komorkami izolowanymi od réznych dawcow.
Gwiazdki oznaczaja statystycznie istotna réznic¢ w stosunku do komoérek poddanych dziataniu samego IFN-y

w odpowiedniej dawce (* p<0,05; ** p<0,01).
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Stwierdzono réwniez, iz taczne dziatanie cytokin na uwalnianie SICAM-1 przez
HPMC jest silniejsze niz potencjalny efekt addytywny (liczony jako suma efektow kazde;j
z cytokin osobno) (ryc. 7B). Efekt ten byt widoczny dla IFN-y w dawkach powyzej 0,1
U/ml.
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Ryc. 7B.

Synergiczny wplyw IFN-y i TNF-a na uwalnianie sSICAM-1.
Wykres porownuje rzeczywisty efekt dziatania IFN-y i TNF-a z wyliczonym efektem addytywnym. Dane
pochodza z 4 cksperymentow z komoérkami izolowanymi od roéznych dawcow. Gwiazdki oznaczaja

statystycznie istotna réznicg w stosunku do wyliczonego efektu addytywnego (* p<0,05, ** p<0,01).
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W celu potwierdzenia synergizmu dziatania IFN-y i TNF-a, przeprowadzono
rowniez eksperymenty, w ktérych laczono rézne dawki TNF-o ze stala dawka IFN-y.
Stwierdzono, ze sam TNF-a powoduje nieznaczny wzrost uwalniania sSICAM-1 tylko w
najwyzszej zastosowanej dawce (10000 pg/ml) (ryc. 8A). Natomiast potaczenie TNF-a z
IFN-y (1000 U/ml) wywotuje zwigkszenie uwalniania sSICAM-1 juz poczawszy do dawki
10 pg/ml. Najsilniejszy efekt stymulujacy zaobserwowano w przypadku potaczenia 1000
pg/ml TNF-a 1 1000 U/ml IFN-y, gdzie uwalnianie sSICAM-1 byto 2,7-krotnie wyzsze w

stosunku do samego TNF-a w tej samej dawce.
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Ryec. 8A.

Poréwnanie wplywu TNF-a dzialajacego samodzielnie i w polaczeniu z IFN-y na uwalnianie sSICAM-1
przez HPMC.

Komérki mezotelialne inkubowano przez 24 godziny z TNF-a lub TNF-a + IFN-y w stezeniach jak
zaznaczono. Wykres przedstawia dane z 3 eksperymentéw z komorkami izolowanymi od réznych dawcow.
Gwiazdki oznaczaja statystycznie istotng réznicg w stosunku do komorek poddanych dziataniu samego TNF-

o w odpowiedniej dawce (* p<0,05; ** p<0,01).
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Uzyskane dane pozwolity obliczy¢ potencjalny efekt addytywny IFN-y i TNF-a i
zestawienie go z efektem rzeczywistym. Stwierdzono, ze IFN-y wywieral efekt

synergiczny po potaczeniu z TNF-a w dawkach > 100 pg/ml (ryc. 8B.)
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Synergiczny wplyw TNF-a i [FN-y na uwalnianie SICAM-1.
Wykres porownuje rzeczywisty efekt dziatania IFN-y i TNF-a z wyliczonym efektem addytywnym. Dane
pochodza z 3 eksperymentéw z komoérkami izolowanymi od réznych dawcoéw. Gwiazdki oznaczaja

statystycznie istotna réznicg w stosunku do wyliczonego efektu addytywnego (* p<0,05; ** p<0,01).
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Wplyw aktynomycyny D na uwalnianie SICAM-1 i zywotno$s¢ HPMC

W kolejnej serii eksperymentéw badano wpltyw inhibitorow roznych szlakéow
sygnalizacyjnych na uwalnianie sICAM-1 przez HPMC. W tym celu komorki pre-
inkubowano przez 30 minut z odpowiednim inhibitorem, a nastgpnie stymulowano IFN-y
(1000 U/ml) przez 24 godziny. Jednoczes$nie kontrolowano zywotno$¢ komoérek za pomoca
testu MTT. Stwierdzono, ze aktynomycyna D — inhibitor transkrypcji - uposledzata
zywotnos¢ HPMC w dawkach > 1 pg/ml (ryc. 9). Natomiast w stgzeniach nie

zmniejszajacych zywotnosci komorek, nie wpltywata istotnie na wielko$¢ sekrecji SICAM-1.
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Ryc. 9.

Wplyw aktynomycyny D na Zywotno$¢ i sekrecje SICAM-1 stymulowana przez IFN-y.

Wielko$¢ sekrecji SICAM-1 i zywotno$¢ komdrek wyrazono jako odsetek wartosci kontrolnych uzyskanych
w grupie nie poddanej dzialaniu aktynomycyny D. Dane pochodza z 3 eksperymentow z komorkami
izolowanymi od réznych dawcow. Gwiazdki oznaczaja statystycznie istotna roznicg w stosunku do grupy

kontrolnej (*p<0,05).
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Wplyw cykloheksymidu na uwalnianie SICAM-1 i zywotnos¢ HPMC

W celu ustalenia, czy uwalnianie SICAM-1 stymulowane przez IFN-y regulowane
jest na etapie translacji, komorki pre-inkubowano przez 30 minut z inhibitorem translacji -
cykloheksymidem, a nastepnie stymulowano IFN-y przez 24 godziny. Zywotnos$é
komoérek kontrolowano za pomoca testu MTT. Stwierdzono, ze cykloheksymid w
dawkach < 30 pg/ml nie uposledzat zywotnosci HPMC (ryc. 10). Wykazano natomiast, ze w

stezeniach > 3 pg/ml zmniejszat sekrecj¢ sSICAM-1 do okolo 50% wielko$ci w grupie
kontrolne;.
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Rye. 10.

Wplyw cykloheksymidu na zywotnos$¢ i sekrecje SICAM-1 stymulowang przez IFN-y.
Wielko$¢ sekrecji SICAM-1 i zywotno$¢ komodrek wyrazono jako odsetek wartosci kontrolnych uzyskanych
w grupie nie poddanej dzialaniu cykloheksymidu. Dane pochodza z 3 eksperymentow z komorkami

izolowanymi od réznych dawcow. Gwiazdki oznaczaja statystycznie istotna roznicg w stosunku do grupy
kontrolnej (**p<0,01).
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W celu okreslania, jak szybko zaznacza si¢ hamujacy wplyw cykloheksymidu na
uwalnianie sSICAM-1 przeprowadzono eksperyment, w ktérym komorki poddano najpierw
30-minutowej pre-ekspozycji na cykloheksymid w dawce 10 pg/ml, a nastgpnie
stymulowano IFN-y (1000 U/ml) i w odpowiednich punktach czasowych oznaczano ilo$¢
uwolnionej czasteczki sSICAM-1. Stwierdzono, ze zahamowanie sekrecji SICAM-1 pod
wptywem cykloheksymidu bylo widoczne od momentu, w ktérym zaczal zaznaczaé si¢
stymulujacy wptyw IFN-y, tj. po 6 godzinach inkubacji (ryc. 11). Jednocze$nie nie
stwierdzono, aby cykloheksymid wptywal na sekrecj¢ sSICAM-1 z komoérek kontrolnych

nie stymulowanych przez IFN-y.

125+ Iil
Em— kontrola-->kontrola <
1004 === cykloheksymid-->kontrola
é === kontrola-->IFN-y s
<
o mmmm cyk]oheksymid-->IFN-y
3.
)
&
D
=
<
O
=
0 0,5 1 3 6 24
Czas(godz.)
Rye. 11.

Wplyw cykloheksymidu na kinetyke sekrecji SICAM-1 stymulowang przez IFN-y.

HPMC pre-inkubowano z cykloheksymidem lub medium kontrolnym przez 30 minut. Nastgpnie media te
usunigto i inkubowano HPMC przez 24 godziny z lub bez IFN-y (1000 U/ml). Dane pochodza z 3
eksperymentow z komorkami izolowanymi od réznych dawcoéw. Gwiazdki oznaczaja statystycznie istotng

roéznicg migdzy grupami pre-inkubowanymi z lub bez cykloheksymidu (*p<0,05).
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Wplyw MG-132 na uwalnianie sSICAM-1 i zywotnos¢ HPMC

W komorkach pre-inkubowanych przez 30 minut z MG-132 - inhibitorem
proteasomu 1 czynnika transkrypcyjnego NF-«xB - w dawkach < 3 pmol/l nie
zaobserwowano istotnego zmniejszenia zywotno$ci w ciagu nastgpnych 24 godzin
inkubacji (ryc. 17). Stwierdzono jednak, zalezny od dawki, spadek uwalniania sSICAM-1
indukowanego przez IFN-y (1000 U/ml). Najwyzsza zastosowana dawka MG-132 (3

umol/l) spowodowala zmniejszenie uwalniania sSICAM-1 o blisko 65% w stosunku do

grupy kontrolne;j.
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Rye. 12.

Wplyw MG-132 na zZywotno$¢ i sekrecje SICAM-1 stymulowang przez IFN-y.

Wielko$¢ sekrecji SICAM-1 i zywotno$¢ komorek wyrazono jako odsetek wartosci kontrolnych uzyskanych
w grupie nie poddanej dziataniu MG-132. Dane pochodza z 3 eksperymentéw z komoérkami izolowanymi od

r6znych dawcow. Gwiazdki oznaczajg statystycznie istotna réznicg w stosunku do grupy kontrolne;j
(*p<0,05, **p< 0,01).
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Wplyw SB202190 na uwalnianie SICAM-1 i zywotno$s¢ HPMC
Zaobserwowano, ze pre-inkubacja z SB202190, inhibitorem kinazy p38, w
dawkach do 10 pmol/l nie uposledzata istotnie Zywotnosci komodrek, nie powodowata

takze istotnego statystycznie zmniejszenia sekrecji SICAM-1 wyindukowanej przez IFN-y
(ryc. 13).
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Wplyw SB202190 na Zywotnos¢ i sekrecje SICAM-1 stymulowang przez IFN-y.
Wielkosé sekrecji SICAM-1 i1 zywotnos¢é komoérek wyrazono jako odsetek wartosci kontrolnych uzyskanych

w grupie nie poddanej dziataniu SB202190. Dane pochodza z 3 eksperymentow z komérkami izolowanymi

od réznych dawcow.
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Wplyw glukozy na uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC

Inkubacja w obecnos$ci glukozy lub mannitolu w stgzeniach do 75 mmol/l nie
zmienita istotnie wielko$ci konstytucyjnego uwalniania SICAM-1 przez HPMC (ryc. 14A).
Podobnie nie stwierdzono, aby glukoza lub mannitol modyfikowaty uwalnianie SICAM-1

stymulowane przez IFN-y (ryc. 14B).

A.

Mannitol 75 mmol/l
Glukoza 7 5 mmol/l

Mannitol 25 mmol/l1
Glukoza 25 mmol/l
Kontrola

) 10 20 30 40 50 60 70 80
sICAM-1
B (pg/ug bialka)

Mannitol (75 mmol/l) + IFN-y
Glukoza (75 mmol/l) + IFN-y
Mannitol (25 mmol/l) + IFN-y

Glukoza (25 mmol/l) + IFN-y1

10 20 30 40 50 60 70 80
sICAM-1
(pg/ng bialka)

Ryec. 14.
Wplyw glukozy i mannitolu na uwalnianie SICAM-1 przez HPMC.

Komorki eksponowano przez 24 godziny na podwyzszone st¢zenia glukozy lub ekwimolarne roztwory
mannitolu bez (A) lub z (B) IFN-y (1000 U/ml). Przedstawiono dane z 5 eksperymentéw przeprowadzonych

na komorkach pochodzacych od réznych dawcow.



W celu zbadania, czy wstgpna pre-inkubacja z glukoza moze mie¢ wplyw na
zdolnos¢ HPMC do uwalniania sICAM-1, komorki eksponowano na wysokie stgzenie
glukozy (75 mmol/l) lub medium kontrolne (zawierajace glukozg w stezeniu 5 mmol/l) przez
12 godzin. Nastgpnie usuwano supernatant i poddawano komorki wtasciwej (24-godzinnej)
ekspozycji na dziatanie medium kontrolnego lub IFN-y (1000 U/ml). Poréwnanie uwalniania
sICAM-1 w poszczegolnych grupach pokazato, Ze pre-inkubacja komorek w srodowisku o
wysokim st¢zeniu glukozy (75 mmol/l) nie zmienita, w sposob istotny, uwalniania SICAM-1,

zardwno konstytucyjnego, jak stymulowanego przez IFN-y.

Tabela VII.

Wplyw pre-inkubacji z wysokimi st¢zeniami glukozy na uwalnianie SICAM-1.

Srednie uwalnianie SICAM-1 (+ SD) przez komoérki inkubowane najpierw przez 12 godzin w medium
kontrolnym lub zawierajacym 75 mmol/l glukozy, a nast¢pnie przez 24 godziny z lub bez IFN-y (1000

U/ml). Dane pochodza z 6 eksperymentéw przeprowadzonych na komodrkach wyizolowanych od réznych

dawcow.

Faza eksperymentu sICAM-1
. : e : (pg/ng biatka
pre-inkubacja (12 godz.) | wlasciwa inkubacja (24 godz.) komérkowego)
Medium kontrolne medium kontrolne 288
(5 mmol/1 glukozy) p=10,1987
Glukoza 75 mmol/l medium kontrolne 24+ 8 (ns)
Medium kontrolne
(5 mmol/I glukozy) TFN-y 937 p=0,2066
Glukoza 75 mmol/l IFN-y 48+ 10 (ns)
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Ekspresja mRNA dla ICAM-1 w HPMC stymulowanych cytokinami

Wynikiem reakcji PCR z wykorzystaniem starteréw specyficznych dla mRNA dla
ICAM-1 byt pojedynczy prazek w zelu agarozowym, odpowiadajacy produktowi o
wielkosci 407 par zasad. Poziom ekspresji mRNA dla ICAM-1 oceniano po poréwnaniu z
produktem amplifikacji mRNA dla a-aktyny o wielkosci 204 par zasad. W komorkach
niestymulowanych ekspresja mRNA dla ICAM-1 byla ledwie wykrywalna. Natomiast w
komoérkach stymulowanych przez IFN-y, IL-1B lub TNF-a zaobserwowano wyrazny

wzrost ekspresji mRNA dla ICAM-1 (ryc. 15).

Wzorcowe DNA
(pary zasad)

v

492 —
——— T s 4— ICAM-1
369—
246 — B 4— o-aktyna
123 — | "——
Kon 1FN-y IL-1B TNF-o
Rye. 15.

Ekspresja mRNA dla ICAM-1 w HPMC stymulowanych cytokinami.

Komoérki mezotelialne inkubowano przez 2 godziny w medium kontrolnym lub w obecnosci wybranych
cytokin w nastgpujacych stezeniach: IFN-y (1000 U/ml), IL-1B (1000 pg/ml), TNF-a (1000 pg/ml). Po
ekspozycji dokonano ekstrakcji RNA i oceny ekspresji mRNA dla ICAM-1 i a-aktyny za pomoca metody
RT-PCR. Rycina przestawia wyniki rozdzialu elektroforetycznego uzyskanych produktow PCR
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Wplyw IFN-y na poziom mRNA dla ICAM-1 w HPMC

Analizujac zmiany ekspresji mRNA dla ICAM-1 w czasie stwierdzono, ze IFN-y
nasila przejsciowo jego ekspresj¢ w HPMC. Najbardziej wyrazne nasilenie ekspresji
zaobserwowano 2 godziny po rozpoczeciu stymulacji, a w ciagu nast¢pnych 4-20 godzin

jej stopniowe zmniejszenie (ryc. 16A).

Wzorcowe DNA
(pary zasad)

’

492

369 ICAM-1
246

o-aktyna
123
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Ryec. 16A.
Wplyw IFN-y na poziom mRNA dla ICAM-1 w HPMC w zaleznoSci od czasu ekspozycji.

Komorki mezotelialne inkubowano z IFN-y (1000 U/ml) i w okreslonych odstgpach czasu dokonywano
ekstrakcji RNA. Oceny ekspresji mRNA dla ICAM-1 dokonano za pomoca metody RT-PCR. Rycina
przedstawia reprezentatywne wyniki rozdzialu elektroforetycznego uzyskane w jednym z dwodch

wykonanych eksperymentow (z komoérkami pochodzacymi od réznych dawcow).
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Oceniajac ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1 po 2 godzinach, wykazano zaleznos¢ efektu
IFN-y od jego dawki. Stosunkowo najsilniejszy wzrost ekspresji mRNA dla ICAM-1
stwierdzono po zastosowaniu dawki 1000 U/ml (ryc. 16B.)

Wzorcowe DNA
(pary zasad)

492 ICAM-1
369
246

o-aktyna
123

0 1 100 1000 10000
(U/ml)
Ryc. 16B.

Wplyw IFN-y na ekspresje mRNA dla ICAM-1 w HPMC w zalezno$ci od dawki.

Komoérki mezotelialne inkubowano przez 2 godziny z IFN-y w réznych dawkach, po czym wyizolowano
RNA i poddano go analizie za pomoca metody RT-PCR. Rycina przedstawia reprezentatywne wyniki
rozdziatu elektroforetycznego uzyskane w jednym z dwoch wykonanych eksperymentow (z komorkami

pochodzacymi od r6znych dawcow).
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Wplyw IFN-y oraz TNF-a na ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1

Podobnie jak zaobserwowano wczesniej (ryc. 15), ekspozycja HPMC na dziatanie
IFN-y zwigkszata ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1 (ryc. 17). Nie stwierdzono natomiast, aby
ekspresja mRNA dla ICAM-1 po stymulacji IFN-y (1000 U/ml) zmieniata si¢ znaczaco po
jego potaczeniu z TNF-a w dawce 1 Iub 100 pg/ml.

Wzorcowe DNA
(pary zasad)

49
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<~ TNF-o (pg/ml
0 1 100 (pg/mb)
Rye. 17.

Wplyw TNF-a na ekspresj¢e ICAM-1 indukowang przez IFN-y.
HPMC eksponowano przez 2 godz. na IFN-y i TNF-a w stgzeniach jak zaznaczono. Analizy ekspresji mRNA

dla ICAM-1 dokonano za pomoca RT-PCR. Rycina przedstawia wyniki rozdziatu elektroforetycznego
produktéw PCR.
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Wplyw aktynomycyny D, cykloheksymidu i SB202190 na ekspresj¢ mRNA dla
ICAM-1

W celu okreslenia, czy testowane inhibitory wplywaty rowniez na ekspresj¢ mRNA
dla ICAM-1, zastosowano 30-minutowa pre-inkubacje z odpowiednim inhibitorem,
nastgpnie stymulowano komorki IFN-y (1000 U/ml) przez 2 godziny, po czym oznaczono
ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1 za pomoca RT-PCR. Zaobserwowano, ze wszystkie uzyte
przeze mnie inhibitory zmniejszyty ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1 (ryc. 18).

Wzorcowe DNA
(pary zasad)

y

<+“— ICAM-1

<— o-aktyna

+ IFN-y

Ryc. 18.
Wplyw inhibitoréw na ekspresje mRNA dla ICAM-1 stymulowang przez IFN-y.

Eksperyment polegal na zastosowaniu 30-minutowej pre-inkubacji z odpowiednim inhibitorem
(cykloheksymid w dawce 10 pg/ml, SB 202190 - 10 pg/ml, aktynomycyna D - 1 pg/ml), nastgpnie
stymulowano komoérki IFN-y (1000 U/ml) przez 2 godziny, po czym oznaczono ekspresj¢ mRNA dla ICAM-

1 za pomoca RT-PCR. Rycina przedstawia reprezentatywne wyniki rozdziatu elektroforetycznego uzyskane

w jednym z dwoch wykonanych eksperymentow (z komérkami pochodzacymi od réznych dawcow).
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Wplyw IFN-y na ekspresj¢e ICAM-1 w HPMC oceniana metoda
immunocytochemiczng

Badanie immunocytochemiczne z wykorzystaniem przeciwcial anty-ICAM-1
ujawnito znaczace wybarwienie si¢ ICAM-1 w niestymulowanych komorkach kontrolnych
(ryc. 19A). Intensywnos$¢ uzyskanego zabarwienia byla jeszcze wigksza w komorkach
eksponowanych przez 12 godzin na dziatanie IFN-y w stezeniach 10-1000 U/ml (ryc. 19B-
D). Nie wykazano natomiast reakcji barwnej, jesli w procedurze barwienia pominigto

przeciwciata anty-ICAM-1 (,,kontrola negatywna”, ryc. 19E).

19A. Kontrola
19B. TFN-v
(10 U/mDh
19C. IFN-y
(100 U/mh
19D.
TFN-v
(1000 U/ml)
19E. Kontrola
negatywna
Rye. 19.

Wplyw IFN-y na ekspresj¢ ICAM-1 oceniana metoda immunocytochemiczna.
HPMC byty eksponowane przez 12 godzin na dziatanie IFN-y w dawkach jak zaznaczono, a nastgpnie
barwione z wykorzystaniem przeciwciala anty-ICAM-1 (A-D). W przypadku ,kontroli negatywnej” w

procedurze barwienia pominigto przeciwciato anty-ICAM-1 (E). Powigkszenie 100 x.

48



Wplyw IFN-y na ekspresje ICAM-1 w HPMC oceniang metoda immuno-
enzymatyczng in situ

Oceniajac zmiany ekspresji ICAM-1 w czasie za pomoca testu immuno-
enzymatycznego in situ stwierdzono, ze ekspozycja HPMC na dzialanie IFN-y (1000
U/ml) wywotuje dwufazowy wzrost ekspresji ICAM-1. Zaobserwowano, ze ekspresja
ICAM-1 wzrasta szybko w ciagu pierwszej godziny ekspozycji, w ciagu nastepnej godziny
powraca do poziomu wyjSciowego, po czym ponownie powolnie narasta osiagajac

kulminacjg po 24 godzinach (ryc. 20).
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Rye. 20.
Wplyw czasu ekspozycji na IFN-y na ekspresj¢ ICAM-1 w HPMC mierzona za pomoca testu

immunoenzymatycznego in situ.

HPMC byly inkubowane w medium kontrolnym lub w obecno$ci IFN-y (1000 U/ml). Wyniki testu wyrazono
jako stosunek (krotno$¢) wartosci gestosci optycznej dla komorek eksponowanych na IFN-y (1000 U/ml) 1
komorek kontrolnych. Dane pochodza z 3 niezaleznych eksperymentéw z komoérkami izolowanymi od
réznych dawcow. * oznacza statystycznie istotng roznicg w stosunku do kontroli w tym samym punkcie

czasowym (*p<0,05).
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Wplyw IFN-y na ekspresj¢ ICAM-1 w HPMC oceniang za pomocg cytometrii

przeplywowej

Badania z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej wykazaty podobne zmiany

kinetyki ekspresji ICAM-1 na powierzchni HPMC. Po niewielkim wzro$cie ekspresji w

pierwszej godzinie ekspozycji, w ciagu kolejnych 3 godzin zaobserwowano jej obnizenie,

a nast¢pnie ponowny i znaczny jej wzrost w ciagu 12-24 godzin (ryc. 21).
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Ryec. 21.
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Wplyw czasu ekspozycji na IFN-y na ekspresj¢ ICAM-1 w HPMC mierzong za pomoca cytometrii

przeplywowej.

Wyniki wyrazono jako krotno$¢ $redniej intensywnosci fluorescencji (MFI) w komoérkach inkubowanych z

przeciwcialem anty-ICAM-1 w stosunku do komorek inkubowanych z kontrolnym przeciwcialem

izotypowym (A). Przykladowe histogramy pokazuja wartosci uzyskane po inkubacji niestymulowanych

komorek kontrolnych z przeciwcialem izotypowym (B) i przeciwciatem anty-ICAM-1 (C). Histogram D

pokazuje warto$ci uzyskane w komoérkach inkubowanych z IFN-y (w dawce 1000 U/ml) przez 24 godziny i

analizowanych za pomoca przeciwciat anty-ICAM-1.
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Badajac ekspresj¢ ICAM-1 po 24-godzinnej inkubacji z IFN-y, stwierdzono
rowniez, ze stymulujacy efekt IFN-y byt zalezny od jego dawki (ryc. 22). Najwigksze
testowane stezenie IFN-y (10000 U/ml) wywotato blisko 3-krotny wzrost ekspresji ICAM-

1 w stosunku do grupy kontrolne;.
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Rye. 22.

Wplyw dawki IFN-y na poziom ekspresji powierzchniowej ICAM-1 mierzony za pomoca cytometrii
przeplywowej.

Komorki inkubowano z réznymi dawkami IFN-y przez 12 godzin, a nastgpnie analizowano za pomoca

cytometrii przeptywowej z uzyciem przeciwciata anty-ICAM-1.
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Wplyw IFN-y i TNF-a na ekspresj¢e ICAM-1 w HPMC mierzong za pomoca
cytometrii przeplywowej

Zastosowanie cytometrii przeptywowej rowniez pozwolito stwierdzi¢, ze TNF-a
(1000 pg/ml) wywierat jedynie niewielki efekt na ekspresj¢ ICAM-1 na HPMC. TNF-a nie

zwigkszal rowniez istotnie ekspresji ICAM-1 stymulowanej przez IFN-y.
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Ryec. 23.

Ekspresja powierzchniowa ICAM-1 w HPMC eksponowanych na IFN-y i TNF-a analizowana za
pomoca cytometrii przeplywowej.

A: Histogramy obrazujace $rednia fluorescencj¢ (MFI) w komoérkach kontrolnych i stymulowanych przez
IFN-y £ TNF-a. B: Zmierzona fluorescencja zostata wyrazona jako odsetek warto$ci zarejestrowanych w

niestymulowanych komorkach kontrolnych.
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Wplyw inhibitorow na ekspresj¢ ICAM-1 w HPMC oceniang za pomoca cytometrii
przeplywowej

W celu okre$lania, czy testowane inhibitory wplywaty réwniez na powierzchniowa
ekspresj¢ ICAM-1, komodrki poddawano 30-minutowej pre-inkubacji z odpowiednim
inhibitorem, nast¢pnie stymulowano je przez 12 godzin IFN-y (1000 U/ml), po czym
oceniano powierzchniowa ekspresj¢ ICAM-1 przy uzyciu cytometrii przeptywowe;.
Stwierdzono, ze wszystkie badane inhibitory, tj. aktynomycyna D (1pg/ml),
cykloheksymid (10 pg/ml), MG-132 (3 pmol/ml) oraz SB 202190 (10 pg/ml) niweluja
stymulujacy wplyw IFN-y na powierzchniowa ekspresje [CAM-1 (ryc.24).
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Ryec. 24.
Wplyw inhibitoréw na ekspresje¢ powierzchniowa ICAM-1 stymulowang przez IFN-y.
Wykres zestawia wyniki pomiardw ekspresji powierzchniowej ICAM-1 dokonane za pomoca cytometru

przeplywowego. Grupg kontrolna stanowily komorki nie poddane pre-inkubacji z inhibitorami i

niestymulowane przez IFN-y.
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DYSKUSJA

Badania reakcji zapalnej w jamie otrzewnej wykazaly, ze kluczowa rolg w tym
procesie odgrywaja komorki mezotelialne [4;59;133;134]. Polega ona m.in. na uwalnianiu
szeregu chemokin i ekspresji czasteczek adhezyjnych. Sposréd tych ostatnich, ICAM-1
zostala zidentyfikowana na powierzchni HPMC [22;91;92], a w jamie otrzewnej
znaleziono jej rozpuszczalna formg, SICAM-1 [135]. Poniewaz znane byly juz doniesienia
na temat roli srodbtonkowej ICAM-1 w adhezji 1 migracji leukocytow, powstato pytanie o
regulacjg¢ ekspresji, uwalniania i funkcj¢ ICAM-1 i sSICAM-1 pochodzenia mezotelialnego.
Moje wstepne badania potwierdzily wczesniejsze doniesienia Jonjica i wsp. [91] oraz
Liberka i wsp. [92], ze HPMC wykazuja konstytutywna ekspresje powierzchniowa ICAM-
1. Stwierdzitam takze, Ze towarzyszy temu konstytutywne uwalnianie sSICAM-1, ktoérego
stopien wykazuje zmienno$¢ zalezna od dawcy komorek.

Poniewaz wczesniejsze prace wskazywaly, ze cytokiny IL-1B, TNF-a i IFN-y maja
wptyw na ekspresj¢ ICAM-1 przez HPMC [91;92], postanowitam sprawdzi¢, jak cytokiny
te wptywaja na uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC. Wstgpne badania wskazywaly, ze
uwalnianie SICAM-1 przez HPMC jest najwigksze po zastosowaniu IFN-y, a w mniejszym
stopniu takze IL-1p. Natomiast TNF-a nie wywierat znaczacego efektu. Eksperymenty z
uzyciem przeciwcial neutralizujacych IFN-y potwierdzity, ze dziatanie IFN-y stymulujace
uwalnianie SICAM-1 jest specyficzne. Z kolei brak istotnego efektu TNF-a nie wynikat ze
stabej aktywnosci biologicznej uzytego preparatu, poniewaz kontrolne pomiary wykazaty,
ze wywotywal on znaczaca stymulacje uwalniania innych cytokin (np. IL-6 i MCP-1)
przez HPMC (wyniki nieujgte w rozprawie). Wydaje si¢ zatem, ze znikomy wptyw TNF-a
na uwalnianie sSICAM-1 wynika ze specyfiki komorek. Leung 1 wsp. poroéwnali uwalnianie
SICAM-1 przez rozne typy komorek stymulowane cytokinami [136]. Stwierdzili oni, ze
TNF-a silnie stymuluje uwalnianie SICAM-1 przez ludzkie komorki migéni gladkich aorty,
komorki §rdédbtonka z naczyn skérnych i1 plucne fibroblasty, stabo wptywa na komorki
nablonka oskrzelowego i nie wywiera znaczacego efektu na keratynocyty. Nalezy przy tym
podkresli¢, ze autorzy testowali dawki TNF-a w zakresie nawet do 1 pg/ml, a wigc
stukrotnie przekraczajace najwyzsze dawki zastosowane przeze mnie. Cickawe jest
rowniez to, ze w przypadku komoérek migsni gtadkich aorty i komorek srodbtonka z naczyn
skornych, zarejestrowany efekt TNF-a byt wigkszy niz IFN-y w podobnych dawkach. W
konteks$cie zaobserwowanego u myszy wzrostu stgzenia SICAM-1 w osoczu po
systemowym podaniu TNF-a [137], mozna przypuszczaé, ze na efekt ten sklada sig

roznego stopnia uwalnianie SICAM-1 przez rozne typy komorek.
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IFN-y stymulowat uwalnianie sICAM-1 przez HPMC w sposob zalezny od czasu
ekspozycji 1 uzytej dawki. Stwierdzono, ze najwigkszy wzrost uwalniania SICAM-1 ma
miejsce w czasie pierwszych 24 godzin ekspozycji, za§ efektywna stymulacj¢ wywieraja
dawki > 100 U/ml. Dlatego, w dalszych eksperymentach stosowano rutynowo st¢zenie
1000 U/ml 1 24-godzinny okres ekspozycji. W tych warunkach obserwowano
konsekwentnie wyrazny wzrost sekrecji sSICAM-1, cho¢ — podobnie, jak w przypadku
uwalniania konstytutywnego — mial on ro6zna wartos¢ bezwzgledna dla komorek
pochodzacych od roznych dawcow.

Prace na innych typach komoérek wskazywatly na synergiczne dziatanie IFN-y i
TNF-a, zwigkszajace ekspresje ICAM-1 1 uwalnianie sSICAM-1 [84;85;90;136;138]. Moje
eksperymenty pokazaty, ze rowniez w przypadku HPMC, TNF-a synergicznie potgguje
wplyw IFN-y na uwalnianie sSICAM-1. Co ciekawe, efekt ten byt widoczny takze przy
takich stezeniach IFN-y, ktére samodzielnie nie stymulowaly uwalniania sICAM-1.
Podobnie, dodatek IFN-y powodowat wzrost uwalniania SICAM-1 pod wpltywem niskich
dawek TNF-a, ktore nie wywieraty efektu samodzielnie.

Nasilenie synergicznego dzialania kombinacji IFN-y i TNF-a na uwalnianie
SICAM-1 zalezy od typu komorek. Opisywano taki efekt w komorkach migsni gtadkich
naczyn, fibroblastach ptucnych, keratynocytach, ale nie w komoérkach §rédbtonka naczyn
[136]. Analizujac powierzchniowa ekspresj¢ ICAM-1 w HPMC stymulowanych przez
TNF-a i IFN-y, Jonjic 1 wsp. stwierdzili efekt ilosSciowo addytywny, ale zauwazyli, ze
wzrost ekspresji ICAM-1 w wyniku dziatania kombinacji IFN-y i TNF-a jest szybszy niz
w przypadku kazdej z cytokin osobno [91]. Synergiczne dzialanie IFN-y i TNF-a na
HPMC nie ogranicza si¢ do sSICAM-1. Podobny efekt stwierdzono w przypadku IL-6 [72],
MCP-1 i RANTES [59;91]. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze interakcja IFN-y i TNF-a moze
wywolywa¢ w HPMC rowniez efekty hamujace, np. w przypadku wydzielania IL-8 [59].
Wzajemne oddzialywanie wynika prawdopodobnie z krzyzowania si¢ S$ciezek
sygnatowych z receptora dla IFN-y i receptora TNF-a [139-141] oraz z faktu, ze wigkszo$¢
genéw modulowanych przez IFN-y i TNF-o posiada w strukturze swych promotorow
miejsca wigzania dla czynnikow transkrypcyjnych aktywowanych zaréwno przez IFN-y,
jak 1 TNF-a [142].

W kolejnych eksperymentach stwierdzitam, ze efekt IFN-y, stymulujacy wzrost
ekspresji ICAM-1 w HPMC widoczny jest takze w badaniu immunocytochemicznym, a
ponadto zaobserwowalam wzrost powierzchniowej ekspresji ICAM-1 w badaniu z

uzyciem cytometrii przeptywowej 1 testu immunoenzymatycznego in situ. W tych
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ostatnich badaniach znamienny byl dwufazowy efekt IFN-y, obejmujacy pierwszy, szybki
wzrost ekspresji ICAM-1 po 1 godzinie stymulacji 1 drugi, widoczny po 12-14 godzinach.
Taki charakter zmian moze sugerowaé, ze w pierwszej godzinie stymulacji dochodzi do
wbudowania w btong komodrkowa czasteczek ICAM-1 obecnych wczesniej w komorce,
natomiast dalszy wzrost ekspresji wymaga syntezy czasteczek de novo.

Immunocytochemicznej detekcji ekspresji ICAM-1 w HPMC dokonywano juz
wczesniej. Andreoli 1 wsp. zobrazowali ta metoda obecno$¢ ICAM-1 w HPMC
hodowanych in vitro [115], natomiast Suassuna i wsp. [143] oraz Yanez-Mo 1 wsp. [144]
wykazali mezotelialna ekspresj¢ ICAM-1 w preparatach biopsyjnych otrzewnej
uzyskanych  od  chorych  dializowanych  otrzewnowo.  Wyniki  barwienia
immunocytochemicznego uzyskane przeze mnie potwierdzaja nie tylko obecno$¢ ICAM-1
w niestymulowanych komorkach mezotelium, ale pokazuja takze nasilenie ekspres;ji
ICAM-1 pod wptywem IFN-y.

W dalszych eksperymentach probowatam okresli¢ mechanizm, poprzez ktory IFN-y
stymuluje uwalnianie sSICAM-1. W celu zdefiniowania, czy efekt cytokin wiaze si¢ ze
zmiang ekspresji genu dla ICAM-1, zbadatam poziom mRNA dla ICAM-1 za pomoca
metody RT-PCR. Stwierdzitam, ze IFN-y wywotuje przejSciowy wzrost ekspresji mRNA
dla ICAM-1, z maksimum obserwowanym 2 godziny po rozpoczg¢ciu stymulacji. Dalsza
analiza dokonana w tym punkcie czasowym pozwolita mi stwierdzi¢, ze efekt IFN-y byt
zalezny od jego dawki. Zauwazylam takze, iz IL-1p 1 TNF-a rowniez wywolywaty wzrost
ekspresji mRNA dla ICAM-1. Potwierdza to wczes$niejsze obserwacje Liberka 1 wsp. [92].
Opisana przez tych autorow kinetyka zmian ekspresji mRNA dla ICAM-1, z
maksymalnymi poziomami zarejestrowanymi 1-6 godzin po rozpoczgciu stymulacji przez
IL-1B lub TNF-a, miata charakter podobny do tego, obserwowanego przeze mnie w
przypadku IFN-y.

Poniewaz badajac uwalnianie SICAM-1 przez HPMC, odnotowatam synergiczny
efekt IFN-y 1 TNF-a, zbadalam réwniez zmiany poziomu mRNA dla ICAM-1 pod
wplywem obu cytokin. Nie stwierdzitam, aby dodatek TNF-a do IFN-y znacznie zwigkszat
ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1. Moze to oznaczaé, ze zmiany w ekspresji I[CAM-1 maja
charakter potranskrypcyjny i obejmuja np. zmiany stabilno$ci wyindukowanego mRNA. Z
drugiej strony, brak wyraznych zmian moze by¢ rezultatem niedoskonatej techniki,
poniewaz klasyczna metoda RT-PCR umozliwia jedynie przyblizona oceng ilosci

badanego transkryptu i niewielkie réznice w ekspresji moga pozosta¢ nie wykryte, mimo

57



Ze maja znaczenie biologiczne. Dlatego tez, moje obserwacje wymagatyby weryfikacji w
tym zakresie przy pomocy ilo§ciowej techniki real-time PCR (qPCR).

W celu stwierdzenia, czy wzrost poziomu mRNA dla ICAM-1 wiaze sig ze
wzrostem uwalniania SICAM-1 pod wptywem IFN-y, wykonatam eksperymenty z uzyciem
inhibitora transkrypcji aktynomycyny D. Zaobserwowalam, ze - przewidywalnie -
aktynomycyna D zniwelowata stymulujacy efekt IFN-y na ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1
oraz zmniejszyta powierzchniowa ekspresj¢ ICAM-1. Jednak to samo stg¢zenie
aktynomycyny D nie powodowalo istotnego i powtarzalnego obnizenia sekrecji SICAM-1,
natomiast prowadzito do nieznacznego uposledzenia zywotnosci HPMC w czasie dluzszej
inkubacji. Dane te wskazuja, ze uwalnianie SICAM-1 przez HPMC stymulowane IFN-y nie
jest zalezne od zmian w ekspresji mRNA dla ICAM-1. Postulowano, ze w niektérych
typach komorek produkcja sSICAM-1 moze wynika¢ z alternatywnego laczenia RNA,
prowadzacego do powstania osobnych transkryptéw dla btonowej i rozpuszczalnej formy
ICAM-1 [128;145;146]. Przeprowadzajac reakcje PCR z uzyciem starterow wg Shi 1 wsp.
[128], nie wykryltam mRNA specyficznego dla SICAM-1 w HPMC - ani w warunkach
spoczynkowych, ani po inkubacji z IFN-y. Wynik ten, aczkolwiek prawdopodobny,
wymaga technicznej weryfikacji, poniewaz w swym eksperymencie nie dysponowatam
,kontrola pozytywna”, tzn. RNA z komoérek wykazujacych ekspresje osobnych mRNA dla
formy blonowej i rozpuszczalnej ICAM-1. W podobnych badaniach Budnik i wsp.
wykazali, ze w keratynocytach obecna jest tylko jedna forma mRNA dla ICAM-1 i jej
poziom narasta po ekspozycji na IFN-y [147]. Autorzy ci nie stwierdzili natomiast
obecnosci osobnego mRNA dla sSICAM-1, ani jego indukcji pod wpltywem IFN-y.

Kolejne eksperymenty przeprowadzitam z uzyciem cykloheksymidu - inhibitora
translacji biatek. Stwierdzitam, ze w HPMC inkubowanych z IFN-y cykloheksymid
redukowat zaréwno uwalnianie sICAM-1, jak i zmniejszal powierzchniowa ekspresje
ICAM-1 i ekspresjg¢ mRNA dla ICAM-1. Zmniejszenie ekspresji mRNA dla ICAM-1 pod
wptywem cykloheksymidu jest ciekawa obserwacja. Mozna przypuszczaé, ze
cykloheksymid blokuje translacje bialek, umozliwiajacych efektywna transkrypcj¢ mRNA
dla ICAM-1 lub utrzymujacych jego stabilno$¢. Z kolei zmniejszenie uwalniania sSICAM-1
moze wynika¢ z zahamowania translacji  bialek, odcinajacych fragmenty
zewnatrzkomoérkowe blonowej ICAM-1. Podobne efekty opisaty Whiteman 1 Spitieri w
ludzkich komorkach nabtonka oskrzelowego, stymulowanych przez IFN-y [146].
Natomiast w mysich fibroblastach stwierdzity one, ze cykloheksymid zwigksza pulg i

stabilno$¢ mRNA dla ICAM-1. Co ciekawe, w badaniach in vivo u myszy stwierdzono, ze
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indukowany przez TNF-a wzrost stezenia SICAM-1 w osoczu mozna istotnie zmniejszy¢
poprzez dootrzewnowe podanie cykloheksymidu [137].

Badajac wptyw innych inhibitoréow, uzylam tez zwiazku MG-132, ktory jest
inhibitorem proteasomowej degradacji biatek i ma zdolno$¢ blokowania aktywacji
czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Wiadomo, ze w obregbie promotora genu dla ICAM-1
istnieje miejsce wigzania NF-kB [62;84:85;90;138]. Okazato si¢, ze MG-132 blokuje
powierzchniowa ekspresj¢ ICAM-1 i1 uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC stymulowane
przez IFN-y. Chociaz IFN-y dziala przede wszystkim poprzez czynnik transkrypcyjny
STATI, jednak moze aktywowaé réwniez NF-kB [148]. Wykazano réwniez, ze IFN-y
moze potegowac degradacj¢ IxBa 1 w ten sposob zwigksza¢ aktywnos¢ NF-kB [142].
Stwierdzono, ze w komorkach $rodblonka inhibitory proteasomu i1 aktywnosci NF-xB
hamuja indukcj¢ ICAM-1 przez TNF-a [149]. Z drugiej strony, wiadomo, ze aktywnos¢
czynnikow STAT moze by¢ wygaszana przez biatka klasy SOCS, ktore dziataja migdzy
innymi poprzez stymulowanie proteasomowej degradacji biatek szlaku STAT [49]. Zatem
w obecnosci MG-132 stymulacja czynnika STAT (i potencjalnie ICAM-1) przez IFN-y
powinna by¢ zwigkszona. Przypuszcza si¢ jednak, ze same bialka SOCS sa niszczone
przez proteasom, a w takim wypadku jego zablokowanie przez MG-132 ograniczaloby
dziatanie [FN-y.

Ostatnim inhibitorem, ktory testowalam w swych eksperymentach byl silny 1
selektywny inhibitor kinazy p38, SB 202190. Kinaza p38 fosforyluje m.in. czynnik GAF
(czyli homodimer STAT1), co ma wzmacnia¢ jego taczenie z motywem GAS w obrgbie
promotora genu dla ICAM-1 [49]. Stwierdzitam, ze SB 202190 nie spowodowat zmian w
uwalnianiu SICAM-1 przez HPMC inkubowane z IFN-y, ale zredukowat ekspresj¢ mRNA
dla ICAM-1 i ekspresj¢ powierzchniowa ICAM-1 w tych komoérkach. Wyniki te sugeruja,
ze kinaza p38 jest zaangazowana w regulacj¢ ekspresji ICAM-1, ale nie sekrecji SICAM-1.
Jednak Tsakadze 1 wsp. wykazali, ze w $rodbtonku naczyniowym inhibitory p38 hamuja
$cinanie SICAM-1 z powierzchni komorek [105].

W podsumowaniu tej czg$ci badan mogg stwierdzi¢, ze IFN-y stymuluje uwalnianie
SICAM-1 przez mezotelium oraz zwigksza ekspresj¢ powierzchniowa ICAM-1 i poziom
mRNA dla ICAM-1. Brak efektu aktynomycyny D na uwalnianie sSICAM-1 oraz brak
specyficznego mRNA dla sICAM-1 moga sugerowac, ze zwigkszona sekrecja ICAM-1
wynika przede wszystkim z odcinania zewnatrzkomérkowej czgsci btonowej ICAM-1, a
wzrost ekspresji mRNA i biatka btonowego ICAM-1 wywiera efekt posredni poprzez

zwigkszenie dostepnosci ICAM-1. Proces odcinania czgs$ci zewnatrzkomorkowej wydaje
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si¢ by¢ procesem bardzo skomplikowanym i przebiegajacym réznymi szlakami w réznych
typach komorek 1 w odpowiedzi na rézne bodzce. Wiadomo, ze wiele czasteczek istnieje
zar6bwno w formie zwiazanej z btona komorkowa, jak 1 powstaje przez odcigcie z
powierzchni btony komérkowej, np. TNF-a [150;151], TNFR [151;152], IL-6R [150;153],
L-selektyna [154], VCAM-1, fraktalkina (CX3CL1) [155;156]. Uwolnienie domeny
zewnatrzkomorkowej tych czasteczek jest waznym mechanizmem, regulujacym ich
dostgpnos$¢ biologiczna. Stwierdzono, ze w procesach tych biora udzial m.in.
metaloproteinazy [154], enzym konwertujacy TNF-o (TACE) [152], leukocytarna elastaza
[157] 1 katepsyna G [158]. Moje wstepne 1 nieujete w tej pracy badania z uzyciem TAPI-2
— selektywnego inhibitora TACE — wykazaly okoto 40-procentowa redukcje uwalniania
sICAM-1 przez HPMC inkubowane z IFN-y. Badania te wymagaja weryfikacji 1
skorelowania z ekspresja powierzchniowa ICAM-1. Ponadto przy uzyciu odpowiednich
inhibitorow nalezaloby zdefiniowaé S$ciezki sygnalowe, posredniczace w odcinaniu
sICAM-1 oraz zidentyfikowa¢ enzymy odcinajace czasteczke sSICAM-1. Do
postulowanych w literaturze inhibitorow ,zrzucania” czg$ci zewnatrzkomoérkowych
czasteczek naleza m.in. tkankowe inhibitory metaloproteinaz [159], fenantrolina [160],
3,4-dichloroizokumaryna [160], zwiazki wanadu [161-164] i wortmannina [165].
Przeanalizowanie wplywu proponowanych inhibitoréw mogtoby przyblizy¢ zrozumienie
mechanizmu uwalniania SICAM-1 pod wptywem IFN-y.

Jednym z zalozen mojej pracy, bylo zbadanie, czy glukoza ma wplyw na
uwalnianie sSICAM-1 przez HPMC eksponowane na IFN-y. Glukoza jest powszechnie
stosowana w ptynach do dializy otrzewnowej jako substancja osmotycznie czynna, ktora
wymusza ultrafiltracje [166]. Przeprowadzone przeze mnie badania pokazaly, ze glukoza,
w stezeniach stosowanych w dializie otrzewnowej, nie zmienia istotnie uwalniania
sICAM-1, zaréwno konstytutywnego, jak i wyindukowanego za pomoca IFN-y. Podobne
wyniki dato zastosowanie mannitolu, co wskazuje, ze takze hiperosmolarno$¢ nie zmienia
zasadniczo uwalniania sSICAM-1 przez mezotelium. Nie stwierdzitam réwniez, aby pre-
inkubacja z glukoza miata dzialanie uwrazliwiajace HPMC (,,priming”) na nast¢pna
stymulacje. Mozna przypuszczaé, ze obecno$¢ plynu dializacyjnego, zawierajacego
glukozeg nie zaburza uwalniania sSICAM-1 przez HPMC w czasie reakcji zapalnej w jamie
otrzewnej [135]. Moze mie¢ to duze znaczenie, ze wzgledu na potencjalng rolg sSICAM-1
w ograniczaniu nadmiernego naplywu PMN do otrzewnej [70;167].

Doktadna funkcja ICAM-1 w warunkach in vivo moze by¢ bardziej skomplikowana

niz sugerowalyby zaro6wno moje, jak 1 wczesniejsze badania in vitro. Stwierdzono np. ze
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chociaz myszy pozbawione genu ICAM-1 charakteryzuje obwodowa leukocytoza i
neutrofilia, czg$ciej dochodzi u nich do bakteriemii po dootrzewnowym podaniu
drobnoustrojéw, chociaz nasilenie efektu zalezne jest od rodzaju uzytego szczepu bakterii
[168]. Wskazywa¢ to moze na kompensacj¢ delecji ICAM-1 przez inne adhezyny o
podobnym dziataniu. Réwniez wykazana przeze mnie ztozono$¢ regulacji ekspresji ICAM-
1 1 uwalniania sSICAM-1 wskazuje, ze petne poznanie roli ICAM-1 w otrzewnej wymaga

jeszcze dalszych badan.
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WNIOSKI

1. Komorki ludzkiego mezotelium otrzewnowego w warunkach hodowli in vitro
wykazuja konstytutywna ekspresje czasteczki adhezji miedzykomorkowej ICAM-1

oraz konstytutywnie uwalniajq jej rozpuszczalng formg - SICAM-1.

2. Ekspozycja komoérek mezotelium otrzewnowego na dziatanie IFN-y zwigksza — w
sposob zalezny od dawki 1 czasu inkubacji — ekspresj¢ powierzchniowa ICAM-1,

ekspresj¢ mRNA dla ICAM-1 oraz uwalnianie SICAM-1.

3. TNF-o zwigksza w sposéb synergiczny uwalnianie sICAM-1 przez komorki
mezotelium otrzewnowego stymulowane IFN-y, nie zmienia natomiast istotnie
indukowanej przez IFN-y ekspresji powierzchniowej ICAM-1 1 ekspresji mRNA
dla ICAM-1.

4. Uwalnianie sICAM-1 przez komoérki mezotelium otrzewnowego pod wpltywem
IFN-y jest regulowane na poziomie translacji i poprzez szlak sygnatowy, w ktorym
istotna rolg¢ odgrywa proteasomowa degradacja biatek i/lub czynnik transkrypcyjny
NF-«B.

5. Ekspozycja komorek mezotelialnych na glukoz¢ — w stgzeniach odpowiadajacych

tym stosowanym w dializie otrzewnowej — nie zmienia istotnie uwalniania

sICAM-1, zaréwno konstytucyjnego, jak i stymulowanego przez IFN-y.
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