Mirostaw Szmyt

Immunocytochemiczna ekspresja
wybranych biatek z rodziny S100
oraz cytokin prozapalnych w kamiczym

zapaleniu p echerzyka zoilciowego

Praca doktorska

Promotor: Prof. dr hab. med. ALDONA KASPRZAK

Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii
Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Po znaniu
Kierownik Katedry i Zaktadu: Prof. dr hab. med. Mac iej Zabel

Poznan 2012



Praca zrealizowana czesciowo =z grantu promotorskiego Uniwersytetu
Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (Nr 501-02-02229373-05360-

50574).

Doktorant jest rowniez stypendystg w ramach Poddziatania 8.2.2 ,Regionalne
Strategie Innowacji”, Dziatania 8.2 ,Transfer wiedzy”, Priorytetu VIII ,Regionalne
Kadry Gospodarki” Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki
wspoffinansowanego ze srodkow Europejskiego Funduszu Spotecznego Unii
Europejskiej i z budzetu panstwa.



SPIS TRESCI
strona
WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W TEKSCIE........cccoovoeeeeveeeeennne. 4
WSTEP. ...ttt ettt ettt s ettt s st es et s s snenen e 7

1. Zapalenie p echerzyka zétciowego ( Cholecystitis ) zmiany histopatologiczne 9
1.1. Ostre zapalenie pecherzyka zétciowego (cholecystitis acuta, ACC).......... 9

1. 2. Przewlekie zapalenie pecherzyka zotciowego (cholecystitis chronica, CCC) 9

2. Cytokiny —wiadomo $Ciogolne .......c.coiiiii i, 13
2.1. Wybrane cytokiny prozapalne (IL-1, IL-6, TNF-a) — znaczenie w patogenezie
zapalenia pecherzyka zotciowego (cholecystitis)..........cocevevi i, 15
2.1.1. Interleukina-1 (IL-1)......ooiiiiii e e e e e e e e 16
2.1.1.2. Receptory rodzZiny IL-L........ccuueuiiiiiiieiiieieeiieee e e e e e e e e ae e e aaaaaaaa e 22
2.1.1.3. Interleukina-1 a kamica ZOICIOWA. ...........ceueeeeiiiiiiiiiiiie e 25
2.1.2. INtErleUKiNG 6 (IL-6).......uueeeeeiiiieieieieieie ettt e e e e e e e e e e e e e e aeaaes 26
N O I (=T o3 =T o] (0] A 1 G TSR 29
2.1.2.2. Rola IL-6 w zapaleniu pecherzyka z6tciowego.............ccoevvvinennnnn 32
2.1.3. Czynnik martwicy nowotworow o (TNF-0).........coeviiiiiiiiiiiiie e 33
2.1.3.1. Receptory dla TNF i ImfotokSyn..........cccoovii i, 37
2.1.3.2. TNF-a a kamica pecherzyka zélciowego.............ccoov i i viennn, 39
3. Biatka Z rodziny S100 ......ooiiiiii it 43
3.1. Ekspresja genowa S100A8 i STO0AD. ..ottt e 45
3.2. Receptory dla bialek S100A8 1 S100A9.......ccoi it 48
3.3. Rola biatek S100A8/A9 w chorobach przewodu pokarmowego.................. 50
ZALOZENIA I CELE PRACY ...ooe e e e, 53
MATERIAL | METODY ..ottt e 55
WY INTKI . e e e e e et e e e e e eaans 66
OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJIA .....oviiiieieeeeeeeeee e 121
WINTOSKI .o e e e e e eeaans 156
STRESZCZENIE. ... . oot 157
SUMM ARY e 160

PISMIENNICTWO ... oottt e 163



WYKAZ SKROTOW UZYWANYCH W TEKSCIE

a.a.

ABC

AGE

AP-1
BMI

BSA
ACC

CAMP

CCC

C/EBP

CREB

DAB
DAMPs

EC
ECF

EGF-R
G

G-CSF
stymulujacy

(ang. amino acid) - aminokwas

(ang. avidin-biotin peroxidase complex) — kompleks awidyna-
biotynylowana peroksydaza

(ang. advanced glycation end products) - koncowe produkty
zaawansowanej glikacji

(ang. activating protein -1) — czynnik transkrypcyjny AP-1
(ang. Body Mass Index) — wskaznik masy ciata

(ang. bovine serum albumin) - albumina surowicy wotowe]

(ang. cholecystitis acuta) — ostre zapalenie pecherzyka
z6iciowego
(ang. cyclic adenosine-3,5-monophosphate) — cykliczny 3'5'-

adenozynomonofosforan

(ang. cholecystitis chronica) — przewlekte zapalenie pecherzyka
z06fciowego

(ang. CCAAT enhancer binding proteins, CCAAT binding factor) -
czynniki transkrypcyjne C/EBP lub biatka wigzace sie z sekwencjg
CCAAT

(ang. cCAMP response element binding) — czynnik transkrypcyjny
CREB, biatko wigzace sie z elementem odpowiedzi na cCAMP
(ang. 3,3-diaminobenzidine) - 3,3’-diaminobenzydyna

(ang. damage/danger-associated molecular pattern proteins) —
wzorce molekularne zwigzane z uszkodzeniem/zagrozeniem

(ang. endothelial cells) — komorki srédbtonka

(ang. Eosinophil Chemotactic Factor) — czynnik chemotaktyczny
dla eozynofilow

(ang. Epidermal Growth Factor Receptor) — receptor
naskérkowego czynnika wzrostu

(ang. grading) — nasilenie zmian zapalnych

(ang. Granulocyte Colony-Stimulating Factor) - czynnik

powstawanie kolonii granulocytow



GM-CSF

HEV

HLA

IBD

ICAM-1

ICE

IFN

IL
LAF
LAK

LIF
LPS

LT-a

M-CSF

MCP

MPO
MUCS5AC
NADPH

NF-AT

NF-kB

OSM
PAMP

PBS

(ang. Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) -
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii granulocytow i makrofagow

(ang. high endothelial venules) — zyiki postkapilarne z wysokim
Srodbtonkiem

(ang. human leukocyte antigens) — antygeny ludzkich leukocytow
(ang. inflammatory bowel disease) — zapalna choroba jelit

(ang. Intercellular Adhesion Molecule 1) — czasteczka adhezji
miedzykomorkowej

(ang. interleukin-1 converting enzyme) — kaspaza 1
(ang. interferon) — interferon

(ang. interleukin) — interleukina
(ang. lymhocyte activating factor) - czynnik aktywujacy limfocyty

(ang. Lymphokine Activated Killer) — komorki cytotoksyczne
aktywowane przez limfokiny

(ang. leukemia inhibitory factor) - czynnik hamujacy biataczke
(ang. lipopolysaccharide) — lipopolisacharyd (bakteryjny)

limfotoksyna 3

(ang. Macrophage Colony-Stimulating  Factor)-  czynnik
stymulujgcy powstawanie kolonii makrofagow

(ang. membrane cofactor protein) — monocytarny, chemotaktyczny
czynnik biatkowy

(ang. myeloperoxidase) — mieloperoksydaza
(ang. mucin 5AC) — jedna z sekrecyjnych mucyn

(ang. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — dinukleotyd
nikotynamidoadeninowy

(ang. nuclear factor of activated T cells) — czynnik jadrowy
aktywowanych limfocytow

(ang. nuclear factor kB) - czynnik jadrowy kB

(ang. oncostatin M) - onkostatyna M

(ang. pathogen associated molecular patterns) — molekularne
wzorce wigzane z patogenami

(ang. phosphate buffered saline) - sdl fizjologiczna buforowana
fosforanami



PRR

PKC
pz

RA
RAGE

RANTES

ROS
SCF
SD

SDF-1

SEM
TGF-a

TIR

TIR-MyD88

TLR
TNF-a
VCAM-1

(ang. pattern recognition receptors) — receptory rozpoznajgce
wzorce (receptory dla PAMP)

(ang. protein kinase C) — kinaza proteinowa C
pecherzyk zotciowy
(ang. rheumatoid arthritis) - reumatoidalne zapalenie stawow

(ang. receptor for advanced glycation and products) - receptor dla
koncowych produktow glikozylaciji

(ang. regulated on activation normal T cell expressed and
secreted) — regulowany przez aktywacje; ekspresja i wydzialanie
przez prawidtowe limfocyty T

(ang. reactive oxygen species) — wolne rodniki tlenowe
(ang. stem cell factor) - czynnik komoérek macierzystych
(ang. standard deviation) — odchylenie standardowe

(ang. stromal cell-derived factor-1) - czynnik wzrostowy w szpiku
kostnym dla prekursorow limfocytow

(ang. standard error of the mean) — btgd standardowy Sredniej

(ang. Transforming Growth Factor) — transformujgcy czynnik
wzrostu alfa

(ang.Toll-IL-1-receptor domena

podobnego

domain) - receptora Toll-

(ang. myeloid differentiaton antygen 88) — biatko adaptorowe
(ang. Toll-like receptor) — receptor Toll-podobny
(ang. tumor necrosis factor) - czynnik martwicy nowotworow alfa

(ang. vascular cell adhesion molecule) — czgsteczka adhezyjna
komorek srodbtonka

W przypadku powszechnego uzywania skrotow anglojezycznych w literaturze,
zwroty te pozostawiono w oryginalnym brzmieniu.



WSTEP

Do gtownych czynnikow ryzyka wystgpienia kamicy zoiciowej (cholelithiasis)
naleza: pte¢ zenska, liczne cigze i otytosé€. Innymi czynnikami sa:
insulinooporno$¢, uwarunkowania genetyczne i wiek [97, 154, 160, 180, 213].
Zachorowalnos¢ wzrasta znacznie w 5 i 6 dekadzie zycia. Ma to zwigzek ze
zmniejszong aktywnoscig fizyczng, btedami dietetycznymi, czesto nadwagq
I zaburzeniami metabolicznymi oraz przewlektym stosowaniem lekow
wplywajacych na metabolizm cholesterolu. Z wiekiem zmniejsza sie takze
synteza kwaséw zéitciowych a zwieksza sekrecja cholesterolu do zéici [238].
W Polsce zapadalnos¢ na kamice zo6iciowag oceniana jest na srednio 11-15%
populacji (18% u kobiet, 8% u mezczyzn), co zblizone jest do czestosci
wystepowania tego schorzenia w krajach Europy Zachodniej i USA [134, 238,
248]. W materiale autopsyjnym schorzenie to wykazano w znacznie wiekszym
odsetku badanych Polakéw (36% kobiet i 14% mezczyzn) [224]. Obserwacje
kliniczne wskazujg, ze kamica zolciowa wystepuje czesciej u 0sob otytych,
zwlaszcza, jesli jest to otytos¢ wieloletnia, wystepujgca juz w mitodosci. Otytosé
wystepujgca przed 25 r.z. jest czynnikiem ryzyka kamicy niezaleznie od pici
[6, 81]. Wiek uznano za niezalezny czynnik rozwoju kamicy cholesterolowej
pecherzyka zétciowego, co uwarunkowane jest zwiekszeniem wydzielania zofci
i jelitowej absorpcji cholesterolu, zmniejszeniem syntezy i sekrecji kwasow
z6fciowych w watrobie oraz zmniejszeniem kurczliwosci pecherzyka zétciowego

postepujgcych z wiekiem [260].

Tworzenie kamieni zélciowych jest rezultatem czynnikbw genetycznych
i srodowiskowych. Doktadne mechanizmy powstawania kamieni zétciowych
I przyczyny zapalenia pecherzyka zoiciowego (pz) nie sg w peni poznane.
Etiologia kamicy zofciowej jest trudna do ustalenia, choé przyjmowane jest wiele
sugestywnych hipotez. Patomechanizm powstawania kamieni rozni sie
zasadniczo w zaleznosci od typu ztogow [237].

Szczegdblnie grupa miodych pacjentbw z kamicg zélciowg budzi
zainteresowanie lekarzy, poniewaz obserwuje sie rosngcq liczbe przypadkéw
kamicy wsréd coraz mtodszych pacjentow [15, 118, 151, 155]. Przyczyna tego
zjawiska jest stabo poznana. Najczestszymi czynnikami ryzyka kamicy



pecherzyka zofciowego u miodziezy (srednia wieku 14,8 lat) byly: pte¢ zenska,

nawyki zywieniowe, otyto$¢ i zaburzenia funkcji watroby [151].

W kamicy pecherzyka zo6iciowego opisano rézne zmiany histopatologiczne
Sciany narzadu, okreslane jako zapalenie ostre, przewlekie, ziarniniakowe,
cholesteroloza, hyperplazja gruczotéw, dysplazja i rak pecherzyka zotciowego
[13].

Istnieje wiele hipotez dotyczacych udziatlu samej reakcji zapalnej w patogenezie
kamicy zétciowej. Obserwowano zréznicowany w zaleznosci od fazy zapalenia,
wzrost stezenia cytokin prozapalnych (IL-1, TNF-a i IL-6) w surowicy krwi
pacjentow z kamicg zéiciowg [251, 252] . Na mysim modelu cholelithiasis
dowiedziono zwigzku otylosci i zwiekszonej ekspresji tkankowej cytokin
prozapalnych [160]. Ekspozycja hodowanych komorek nabtonka pecherzyka
z06fciowego na IL-1a oraz TNF-a bezposrednio uszkadzata funkcje absorpcyjne

i sekrecyjne tych komorek, co mogto utatwiaé powstawanie kamieni [191].

Badania ostatnich lat wskazujg na kluczowa role biatek z grupy S100 (gtdwnie
S100A8, A9, Al12) produkowanych przez fagocyty (makrofagi i granulocyty
obojetnochtonne) w inicjowaniu i utrzymywaniu sie stanu zapalnego
w przewodzie pokarmowym. Biatka te sg endogennymi aktywatorami wrodzonej
odpowiedzi immunologicznej. Stymulujg produkcje molekut adhezyjnych,
chemokin i cytokin prozapalnych (m.in. TNF-a). Regulujg funkcje cytoszkieletu
komorkowego w czasie migracji makrofagow. Indukujg kontakt makrofagéw
i komorek srodbtonka. Wykazujg aktywnos¢ chemotaktyczng w stosunku do
neutrofildw i monocytéw (S100A8) [66, 67]. Obserwowano wzrost surowiczych
i tkankowych pozioméw tej grupy bialek S100 w chorobach zapalnych jelit
u dzieci [143]. Okazalo sie, ze takze biatko S100B (typowe dla komérek uktadu
nerwowego) odgrywa role w inicjowaniu i utrzymywaniu sie stanu zapalnego
w chorobach przewodu pokarmowego [59]. Rola biatek S100 produkowanych
przez fagocyty w patogenezie cholelithiasis jest stabo poznana
I brakuje danych w dostepnym pismiennictwie. Jedno z bialek S100 (S100A4)
uznano za czynnik prognostyczny w raku pecherzyka zétciowego [169].

Poznanie funkcji biatek S100 zwigzanych z inicjowaniem i utrzymywaniem sie
stanu zapalnego oraz ich korelacji z tkankowg ekspresjg cytokin prozapalnych



w patogenezie cholelithiasis jest ciekawe zar6wno z poznawczego, jak
I praktycznego punktu widzenia dla stworzenia mozliwosci ewentualnej

immunoterapii tego schorzenia.

1. Zapalenie pecherzyka zoOlciowego ( Cholecystitis ) — zmiany

histopatologiczne
1.1. Ostre zapalenie p echerzyka zoétciowego ( cholecystitis acuta , ACC)

Ostre zapalenie pz (cholecystitis acuta) najczesciej wspoétistnieje z kamicg
i nazywane jest wowczas ostrym kamiczym zapaleniem pz [199]. Sciana
pecherzyka zo6tciowego ulega zmianom morfologicznym typowym dla zapalenia
ostrego. Dochodzi do obrzeku, przekrwienia z wysiekiem poczatkowo
surowiczo-krwistym, nastepnie ropnym. Widoczna jest zakrzepica drobnych
naczyn krwionosnych z owrzodzeniami btony Sluzowej [199, 236].
W poczatkowych stadiach choroby zwieksza sie naciek z granulocytow
obojetnochtonnych az do powstania ropowicy. W miare uptywu czasu
granulocyty stopniowo znikajg, a pojawiajg sie limfocyty, komorki plazmatyczne
i makrofagi. Rozrasta sie tkanka tgczna doprowadzajgc do zgrubienia
I zesztywnienia $ciany pz. Przyczyng zapalenia pz jest najprawdopodobniej
dziatanie skladnikow Zzo6fci, ktére przenikajg do $ciany narzadu po jej
uszkodzeniu przez kamien lub w nastepstwie rozciggniecia. P0zniej dotgcza sie
zakazenie bakteryjne [199] Z drugiej strony zaburzenia kurczliwosci pecherzyka
wraz z przesyceniem zoitci cholesterolem i wypadaniem krysztatéw cholesterolu
majg kluczowe znaczenie w litogenezie [180]. Ostre zapalenie pz moze
przeksztatci¢ sie w przewlekte zapalenie, wodniak i ropniak pz. Moze dojs¢ do

przedziurawienia (perforacji) pecherzyka zotciowego [199]

1.2. Przewlekte zapalenie p echerzyka zoiciowego ( cholecystitis chronica
CCQ)

Kamicy pecherzyka zoélciowego najczesciej towarzyszy przewlekie zapalenie

narzadu (95% przypadkow), ktére prowadzi do pogrubienia Sciany z przerostem
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miesnidwki, stluszczeniem narzadu i inkrustacjg kamieniami [184, 199, 250].
Nasilony proces zapalny potgczony ze zwiekszong iloscig tkanki ttuszczowej
w pz powoduje w efekcie nieprawidtowg budowe $ciany narzadu i obnizong
jego kurczliwosé. Nalezy podkresli¢, ze w pecherzyku takim moze rozwija¢ sie
rak [78, 121, 184, 244].

Zmiany mikroskopowe w przewleklym kamiczym cholecystitis obejmujg roznego
stopnia nacieki zapalne i rd6znie zaawansowane widknienie $ciany [13].
Opisywano prawidtowy, atroficzny, przerosniety lub ze zmianami meta- i/lub
dysplastycznymi nabtonek pz. Moze dojs¢ do gruczotowej i miesniowej
hyperplazji (ang. adenomatous hyperplasia) i obecnosci licznych zachytkow

Rokitansky’ego-Aschoffa [13].

Istnieje wiele odmian morfologicznych CCC. Cholesteroloza wystepuje w 20%
przypadkow i cechuje sie wystepowaniem makrofagéw obtadowanych estrami
cholesterolu (tzw. komorki piankowate, ang. foamy cells) [58]. Zmiany te
przyjmujg nieraz posta¢ tzw. polipéw cholesterolowych btony sluzowej pz [236].
Odmiang przewleklego cholecystitis jest réwniez tzw. xantogranulomatous
cholecystitis z nadmierng akumulacjg piankowatych makrofagow oraz
wplecionych pomiedzy nimi komorek limfoidalnych (gtéwnie limfocytow T)
[70, 105, 164, 170]. W powstawaniu tych zmian prawdopodobnie uczestniczg

antygeny bakteryjne, zwtaszcza Escherichia coli [164, 209].

Rola makrofagdéw w patogenezie kamiczego cholecystitis jest jedynie czesciowo
opisana. Do wykrywania i szacowania liczby tych komérek stosowano rdzne
techniki badawcze [8, 105, 132]. Obecno$¢ markerow makrofagoéw tkankowych,
a zwlaszcza a-1-antytrypsyny i a-1-antychymotrypsyny obserwowano zaréwno
w prawidiowej, jak zapalnie zmienionej bionie $luzowej pz [8]. Niektorzy
z badaczy wykazali znaczaco wiecej komérek tucznych i makrofagbw w
kamiczych pecherzykach Zzofciowych z minimalnymi zmianami zapalnymi
(uznanymi za ,prawidtowe”) w poréwnaniu z pecherzykami z cechami zapalenia

przewlektego [105].

W bionie s$luzowej kamiczego pecherzyka Zzoélciowego obecne sg rowniez
nacieki z komorek tucznych [105]. Tkankowe komorki tuczne (mastocyty, ang.

mast cells) odgrywajg role w reakcjach alergicznych, angiogenezie, odpornosci
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nieswoistej i poczatkowych etapach swoistej odpowiedzi immunologicznej
organizmu [137, 162]. Zasadniczy ich podziat u cztowieka wynika z obecnosci
obojetnych proteaz serynowych (tryptaza i chymaza). Tryptaza wydaje sie
uczestniczy¢ w funkcjach prozapalnych mastocytéw, natomiast chymaza jest
bardziej zaangazowana w reakcje immunologiczne [263]. Badania wykazaly, ze
aktywacja mastocytow prowadzi do produkcji chemokin i cytokin [27, 162].
Wykazano, ze komorki tryptazododatnie, a chymazo-ujemne w btonie Sluzowej
oskrzeli sg zrédtem interleukiny (IL)-5 i IL-6, a IL-4 byta obecna w obu rodzajach
tych komérek [26, 27]. Wykazano réwniez wzrost liczby mastocytow
produkujacych TNF-a w biopsjach oskrzeli pacjentow z astmg [26]. TNF-a na
poziomie mMRNA i biatka ulegat konstytutywnej ekspresji w ludzkich jelitowych
MC [23].

Podjeto préby opisania udziatu komoérek tucznych zaréwno w fizjologii, jak i w
wielu chorobach zapalnych i niezapalnych przewodu pokarmowego cziowieka
[92, 96, 137], w tym w chorobach pecherzyka zéiciowego [8, 71, 88, 132].
Wiekszg liczbe mastocytbw w porownaniu z kontrolg obserwowano
w zaostrzeniach stanu przewlektego i w pierwotnym stwardniajgcym zapaleniu
drég zoétciowych [88] oraz w btonie sluzowej jelita grubego u pacjenta z chorobg
Hirschsprunga [96]. Wiekszg liczbe komorek tucznych w blaszce witasciwej
btony $luzowej (lamina propria) uwidoczniono w objawowej kamicy
Z poréwnaniu z pacjentami z dyskinezg zotciowg [71]. Przytaczane korelacje
pomiedzy liczbg komérek tucznych a nasileniem zmian zapalnych i/lub
zaawansowaniem wioknienia w drogach zoéiciowych nie sg jednoznaczne
[71, 88, 92]. W patogenezie choréb pecherzyka zoiciowego bierze sie pod
uwage rozne mechanizmy patofizjologiczne z udziatem mastocytéw, takie jak:
degranulacja komdérek tucznych, uwalnianie $luzu via histamina i receptory H2,
oraz produkcja prostaglandyn [105]. Komérki tuczne zawierajg liczne czynniki
chemotaktyczne, ktére moga by¢ odpowiedzialne za akumulacje licznych
eozynofilow w naciekach zapalnych obserwowanych w przewlektym
cholecystitis [69] i eozynofilowym gastroenterocolitis [125].

Do morfologicznych wariantow przewleklego zapalenia pecherzyka zaliczamy
takze follicular cholecystitis z licznymi grudkami chtonnymi we wszystkich

warstwach $ciany pecherzyka oraz diffuse lymphoplasmacytic cholecystitis [60].
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Natomiast tzw. eozynofilowe cholecystitis czesciej pojawia sie w bezkamiczych
zapaleniach pecherzyka [44]. Opisane zostato po raz pierwszy w 1949r. i cho¢
czesciej dotyczy bezkamiczych zapalen pz, opisano przypadki przewlekiego
zapalenia eozynofilowego pz takze u pacjentow z kamicg zOiciowg [223].
Zapalenie eozynofilowe cechuje sie obecnoscig bardzo licznych eozynofiléw
(290%) w naciekach zapalnych w $cianie narzadu [44, 69, 262]. Niektorzy
autorzy uznajg ten typ zapalenia za wyjatkowo rzadki [208], inni wskazujg na
rosngcq liczbe wykrywalnosci przewleklego zapalenia pz z naciekami
zbudowanych z eozynofilbw w potgczeniu z innymi komorkami (neutrofile,
limfocyty) [44]. Obfite nacieki z eozynofilbw wykazano czesciej u miodszych
pacjentow (do 25 rz.) w poréwnaniu ze starszymi (ok. 50 lat) z kamicg zofciowg

I przewlektym cholecystitis [118].

Inne opisywane postacie histologiczne przewleklego zapalenia pz to
cholecystitis granuloma [90] i ceroid granuloma [5] z obecnoscig w $cianie
rozsianych lub ogniskowych ztogéw obojetnego ttuszczu i barwnika lipofuscyny
(ceroid). W tych ostatnich zmianach w Scianie pecherzyka wykazywano takze
antygeny E. coli, sugerujgc etiologie infekcyjng zmian [164]. Przewlekie
zapalenie pz niekiedy powigzane jest z rozsianym zwapnieniem $ciany narzadu

(pecherzyk ,porcelanowy”) [121, 224].
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2. Cytokiny — wiadomo $ci og0lne

Cytokiny sag czgsteczkami biatkowymi wplywajacymi na wzrost, proliferacje
i aktywacje komorek biorgcych udziat w odpowiedzi immunologicznej oraz
komorek hemopoetycznych [82, 115]. Dzialajg w stezeniach piko-
I femtomolowych. Uczestniczg w generowaniu, koordynacji i zakonczeniu
odpowiedzi immunologicznej i zapalnej organizmu [1, 100]. Mogg wybiorczo
pobudzaé¢ odpowiedz komdrkowg lub humoralng, co w potgczeniu z ich liczbg
(ponad 100 opisanych cytokin i wcigz odkrywane nowe) powoduje, ze powstaje
niezwykle skuteczny, ale takze bardzo skomplikowany i czuty system powigzan
pomiedzy komorkami ukladu odpornosciowego, tzw. sieC cytokin. Sytuacje
dodatkowo komplikuje fakt, ze cytokiny wptywajg nie tylko na leukocyty, ale
takze na inne komaorki organizmu, stymulujgc powstawanie goraczki, regulujac
morfogeneze komoérek i tkanek, czy tez biorgc udziat w procesach
patologicznych dziatajgc cytotoksycznie. Dodatkowo nalezy wzigé pod uwage
oddziatywania pomiedzy cytokinami. Fakty te nakazujg spojrze¢ na cytokiny nie
tylko jako na biatka dziatajgce lokalnie, ale takze jako na grupe czasteczek
0 kluczowym znaczeniu dla funkcjonowania organizmu [1, 47, 49, 50].

Cechg wspolng wszystkich cytokin jest to, ze sg wydzielane przez leukocyty [1,
49, 50]. Ze wzgledu na komorki produkujgce cytokine, zaszeregowane zostaty
do limfokin (produkowane przez limfocyty) oraz monokin (produkowane przez
monocyty i makrofagi). Ten podziat jest obecnie malo uzywany, poniewaz
limfokiny mogg by¢ wydzielane takze przez monocyty i makrofagi, zas
monokiny - przez limfocyty. Nie uwzglednia on takze pokrewienstw budowy
pomiedzy biatkami. Bardziej precyzyjne sg wiec podzialy oparte na funkcjach
danej grupy cytokin, ktére zwigzane sg czesto z istnieniem takze znacznych

podobienstw strukturalnych [207].

Niektore cytokiny czesto sg okreslane jako interleukiny (IL), co ma
odzwierciedla¢ ich dziatanie pomiedzy réznymi populacjami leukocytow
(,between leukocytes”) [49]. Jak wspomniano nazwa ta jest nieco przestarzata,
gdyz wiele interleukin moze by¢ wydzielane przez inne typy komorek
(np. keratynocyty, fibroblasty) i mogg dziata¢ nie tylko na leukocyty, ale na
kazdy inny typ komorek. Najwazniejsze interleukiny to: IL-1, IL-2, IL-3, IL-4,
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IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 i IL-18. Pozostate interleukiny (znanych jest juz
ponad 25) petnig mniej istotne funkcje lub ich dziatanie wydaje sie byc¢

problematyczne [73].

Ze wzgledu na podobienstwa w budowie wyrdznia sie nastepujgce grupy
cytokin: cytokiny typu | (hematopoetyny), cytokiny typu Il (interferony oraz
rodzina IL-10), chemokiny i nadrodzine czynnika martwicy nowotworu

(ang. Tumor Necrosis Factor, TNF) [82].

Cytokiny mogg dziataé na te same komorki, ktore je wydzielajg (dziatanie
autokrynowe), na komorki znajdujgce sie w najblizszym sgsiedztwie (dziatanie
parakrynowe) lub na komorki znajdujace sie w innych narzadach (dziatanie
endokrynowe) [195, 196]. Cechuje je zjawisko plejotropii, czyli zdolnosc
oddziatywania na wiele réznych komérek i wywotywania w nich réznych efektow
oraz redundancji, czyli mozliwos¢ wywierania takiego samego efektu przez
rézne cytokiny. Cytokiny tworzg zintegrowang, zsynchronizowang siec
komunikacyjng wplywajacg na dojrzewanie, aktywacje i migracje komorek
uktadu odpornosciowego [115]. Dziatanie poszczegdlnych cytokin obejmuje
efekt synergistyczny, antagonistyczny lub addytywny. W sprzezeniu zwrotnym
dodatnim, cytokina wydzielana przez jedng komorke stymuluje wydzielanie
innej cytokiny z drugiej komorki. Z kolei ta druga cytokina stymuluje wydzielanie
pierwszej. W sprzezeniu zwrotnym ujemnym, jedna z cytokin powoduje
wydzielanie innej cytokiny, ktora z kolei hamuje wydzielanie pierwszej z nich
[82].

Sie¢ cytokin powstaje w wyniku istnienia szeregu cytokin i odpowiadajgcych na
ich dziatanie komérek (lub tkanek) docelowych [36]. Interakcja miedzy nimi
zachodzi poprzez tgczenie sie dane] cytokiny ze specyficznym dla nigj
btonowym receptorem. Receptory odznaczajg sie bardzo znaczng czutoscia,
dlatego stezenia cytokin rzedu pikomoli juz wywierajg efekt w komadrkach
docelowych, ktory polega na wplywie poprzez wewnagtrzkomorkowe
mechanizmy sygnatowe na ekspresje pewnych gendéw. Receptory dla cytokin
(5 typow) skiadajg sie z zewnagtrzkomorkowych fragmentow zbudowanych sg
z charakterystycznych domen, ktore odpowiedzialne sg m. in. za swoistosc

wigzania ligandow i majg wptyw na sposob, w jaki przekazywane bedg sygnaty



15

po zwigzaniu cytokiny. Domeny wewnatrzkomorkowe natomiast sg
bezposrednio odpowiedzialne za inicjowanie sygnatdw w komorce. Czesc¢
zewnatrzkomoérkowa jest potgczona z odcinkiem cytoplazmatycznym przez

fragmenty transbtonowe receptora.

Dziatanie sieci cytokin polega rowniez na tym, ze dana cytokina moze wptywaé
na wytwarzanie i dziatanie calego szeregu innych cytokin. Nie kazda komérka
jest w stanie reagowaé¢ na dang cytokine, nie kazda takze moze te cytokine
produkowac. Dziatanie sieci cytokin jest zatem uzaleznione od wielu czynnikow,
bedacych kombinacjg ilosci cytokin, receptoréw dla cytokin i rodzajow komorek.
Nawet drobne zmiany w jednym miejscu sieci cytokinowe] mogg wywotywaé

catkowicie inne reakcje uktadu odpornosciowego [129].

2.1. Wybrane cytokiny prozapalne (IL-1, IL-6, TNF- «a) — znaczenie

w patogenezie zapalenia p echerzyka zéiciowego ( cholecystitis )

Prace na temat roli cytokin w zapaleniu pecherzyka zélciowego mozna podzieli¢
na dwie zasadnicze grupy. Jedna dotyczy oceny tkankowej produkcji cytokin
jako mediatorow stanu zapalnego. Druga grupa (wieksza) ocenia surowicze
stezenia tych rozpuszczalnych czasteczek, indukowanych stanem zapalnym
I urazem operacyjnym (cholecystektomia) [191, 192, 193, 214, 251]. Opisano
komérkowe zrédta cytokin prozapalnych oraz przytaczano korelacje miedzy
wydzielaniem tych mediatoréw a innymi mediatorami stanu zapalnego oraz
danymi klinicznymi w cholecystitis. Dowiedziono udziatu cytokin prozapalnych w
progresji zapalenia pecherzyka zéiciowego, w obnizaniu kurczliwosci jego
miesnidwki i uszkadzaniu wihasciwosci absorpcyjno-sekrecyjnych nabtonka

pecherzyka zotciowego [184].

W modelach zwierzecych z eksperymentalnie wywotywang kamicg pecherzyka
z6lciowego (dieta litogenna), zapalenie narzadu wystepowato wczesnie
I poprzedzato formowanie sie kamieni [191, 193].

Z modelu zwierzecego (szczury) znany jest zwigzek pomiedzy zakazeniem,
stanem zapalnym a wzrostem tréjglicerydéw we krwi po podawaniu cytokin
prozapalnych (TNF-q, IL-1), sugerujgc ze zmiany w metabolizmie lipiddw mogq
odgrywac role w odpowiedzi gospodarza na zakazenie i zapalenie [62]. Zaklada
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sie potencjalny wptyw przewlektego stanu zapalnego (i sttuszczenia sciany pz)
oraz ewentualnej nadekspresji cytokin prozapalnych na mechanizmy

kancerogenezy, cho¢ nie zostato to dokfadnie rozpracowane [250].

Mato prac dotyczy opiséw prob terapii anty-cytokinowej w chorobach
pecherzyka zéiciowego, cho¢ wiadomo, ze blokowanie dziatania cytokin
prozapalnych znaczaco redukuje zachorowalnos¢ i Smiertelnos¢ zwigzang ze

wstrzagsem septycznym i innymi powiklaniami zakazenia i stanu zapalnego [48].
2.1.1. Interleukina-1 (IL-1)

Interleukina 1 zostata opisana po raz pierwszy w latach 40-tych XX wieku jako
cieptochwiejne biatko, a odkryta w ptynie wysiekowym, ktory podany ludziom
lub zwierzetom powodowat gorgczke. Stad oryginalna nazwa IL-1 to endogenny
pirogen [9, 53]. W 1972r. Gery i Waksman oraz Fritz Bach nazwali to biatko
czynnikiem aktywujgcym limfocyty (ang. lymphocyte activating factor, LAF)
[47, 53, 76, 77. Dopiero pbézniej odkryto, ze interleukina ta sktada sie z dwoch
réznych biatek — interleukiny 1a i interleukiny 13 [156]. Oba cDNA IL-1 zostaly
sklonowane w 1984r., IL-1B cDNA z ludzkich monocytow krwi [10], a IL-1a z linii
hodowanych komorek mysich o nazwie P388D [147]. Kolejne badania

uzupetniaty szczegéty genomowej organizacji IL-1 [przeglad tematu: 47].

Aktualnie wiemy, Zze IL-1 i zwigzany z nig system genow jest ukladem
zaangazowanym zaréwno w obrone organizmu przed infekcjg, a takze peni
funkcje regulatora roznicowania i proliferacji komérek. Do uktadu genow IL-1
naleza: interleukina la (IL-la), interleukina 1B (IL-1B), receptor | (IL-1R),
receptor Il (IL-1RIl), antagonista receptorowy (IL-1RA) i konwertaza (ang. ICE-

interleukin-1 converting enzyme) (zwana takze kaspaza 1) [204].

W genomie cziowieka znajdujg sie dwa rézne geny kodujace interleukine: IL-1a
i IL-1B, wywodzace sie od wspodlnego genu (prolL-1), ktére powstaty
prawdopodobnie w wyniku duplikacji [49, 57]. Geny IL-1 sklonowano w 1985r.
i zmapowano na chromosomie 2 (2914;2g21) [261]. Ludzki gen IL-18 zawiera
7,8 kpz, a ludzki gen IL-1a — 10,5 kpz [38, 72]. Kazdy z genow zawiera 7
eksonéw kodujgcych mRNA tej interleukiny. Gen IL-1a nie ma motywu TATA
typowego dla genow indukowanych, natomiast zawiera dwa promotory, blizszy -

200 pz i dalszy -4,2 kpz. Gen IL-1a w odrdznieniu od IL-1 ma motyw TATA,
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a regiony regulatorowe tego genu znajdujg znacznie powyzej miejsca inicjacji
transkrypcji. Biatka kodowane przez obydwa geny sg syntetyzowane jako biatka
prekursorowe o masie 31 kDa, ktére w wyniku dziatania proteaz stajg sie
postaciami dojrzatymi o masie 17 kDa [49]. IL-1a i IL-1B majg tylko 25%
homologii w sekwencji aminokwasoéw, jednakze ich struktura przestrzenna
wykazuje znaczne podobienstwo, a dotyczy to w szczegb6lnosci aminokwasow
odpowiedzialnych za tworzenie struktur wigzacych receptor [49]. Enzymy
odpowiedzialne za aktywacje IL-la i B to odpowiednio kalpaina i ICE

(Rycina 1) .
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Rycina 1. Etapy wydzielania IL-1a z komorki. Czasteczka ProlL-1a w cytoplazmie
(po dotaczeniu kwasu mirystynowego) ulega translokacji do btony komoérkowej, tworzac
forme btonowa. Moze byc¢ takze przeksztatcana w forme dojrzatg przy udziale kalpainy
(proteaza cysteinowa) i jonéw Ca' i uwalniana do przestrzeni pozakomoérkowe.
Wewnatrzkomérkowa ProlL-1a lub proczgsteczka o m. czgst. 16kDa moga sie wigzac

z DNA jadra komoérkowego. Rycina wedtug C.A. Dinarello (1996) [49], zmodyfikowana.
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W przeciwienstwie do IL-1a, druga posta¢ IL-1 musi zosta¢ zaktywowana
w wyniku enzymatycznego dziatania proteazy (ICE) na pierwotny produkt
translacji. Oba biatka majg miejsca glikolizacji, co nie ma wptywu na aktywnos$é
IL-1, ale pemni role przy wigzaniu sie btonowej IL-1 na makrofagach [49, 82].
Po stymulacji ludzkich monocytow przez LPS, 90% wytwarzanej IL-1 to postaé
B. Jest ona gtéwng postacig wydzielang na zewnatrz komorki prawdopodobnie
za pomocg kompleksu kaspazy 1 i proces ten jest Scisle zwigzany z cieciem

proteolitycznym prolL-1( [49].

Wiekszos¢ syntetyzowanej IL-1a pozostaje w cytoplazmie, a niewielka czes$¢
wedruje na powierzchnie komorki, gdzie przeksztatlca sie w postaé blonowg
[28]. Wewnatrzkomorkowy czas péttrwania wynosi dla IL-1a 15 godzin, a dla
IL-18 2,5 godziny. Nalezy doda¢, ze IL-1B jest wydzielana w sposéb ciggly
poczgwszy od 2 godziny syntezy, a wydzielanie IL-1a jest op6znione o okoto 10
godzin [56]. Modyfikacja potranslacyjna IL-1a poprzez dodanie reszty kwasu
mirystynowego do reszty lizynowej (ok. 10-15% IL-1), utatwia transport biatka
na powierzchnie komorki [229, 230, 231]. Ta blonowa posta¢ IL-la jest
biologicznie aktywna i wystepuje przede wszystkim na powierzchni monocytéw
i limfocytbw B po stymulacji in vitro [49]. Pozostata pula IL-1 pozostaje
w cytoplazmie, jest nieoznaczalna w surowicy i w innych ptynach ustrojowych,
Z wyjatkiem ostrych stanow chorobowych, podczas ktorych wystepuje masowa
smier¢ komoérek [259]. Nadekspresja odcinanego N-konca interleukiny 1
(o masie czast. 16 kDa) zawierajgcego sekwencje liderowg kierujgcq biatko do
jadra komorki powoduje transformacje nowotworowg komorek [231],
a obnizenie jego ekspresji w komorkach linii FK 506 hamowato powstawanie
nowotworéw indukowanych antraling [266]. Potencjalna rola blonowej
i/lub cytoplazmatycznej lokalizacji IL-1 jest omawiana w pisSmiennictwie [47, 48,
49]. | tak, lokalizacja wewnatrzkomdrkowa wigzana jest najczesciej z regulacjg
prawidtiowego réznicowania komérkowego, szczegollnie w komodrkach
nabtonkowych i ektodermalnych. Dotyczy to zwilaszcza keratynocytéw zdrowej
ludzkiej skory, gdzie duze ilosci konstytutywnie produkowanej IL-1 zostaty
udokumentowane [91]. Cytokina ta miataby wiasnie wptywac¢ na koncowe

réznicowanie sie tych komorek.
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Jedynie ok. 5% catkowitej prolL-la ma blonowg lokalizacje (postac
glikozylowana i/lub z dotgczonym kwasem mirystynowym) i cho¢ udowodniono,
ze jest to posta¢ aktywna, rola tej formy nadal jest mato znana [49]. Postaé
btonowa IL-la ma oddzialywa¢ gtownie na komorki znajdujgce sie
w najblizszym sasiedztwie [135]. Istnieje rOwniez koncepcja, ze IL-la moze
dziata¢ jako autokrynowy czynnik wzrostu, co wynikac miatoby
z cytoplazmatycznej lokalizacji prolL-1a, wywierania bezposredniego efektu
poprzez wigzanie sie do struktur jgdra komorkowego, tworzenie kompleksow
z IL-1RI i po internalizacji tychze, wspoélnej translokacji do jadra komoérkowego
(podobnie do receptoréw steroidowych) [49].

Na modelach zwierzecych i w badaniach u ludzi wykazano, ze IL-1p3 i IL-18
(Scisle powigzane strukturalnie i czynno$ciowo) uczestniczg w fundamentalnych
procesach zapalnych, ktorych nasilenie zwieksza sie rowniez z wiekiem
pacjenta [52]. Zaleznos¢ zwiekszonej produkcji IL-1 (obu form), jak réwniez
TNF-a i IL-6 wraz z wiekiem pacjenta opisywano juz w latach 90-tych XX wieku
[49, 144].

Genowa ekspresja IL-1 w tkankach zdrowych osobnikéw dotyczy gtéwnie
narzaddéw dokrewnych (podwzgérze, przysadka moézgowa, nadnercza, nerwy
obwodowe, naskorek) [49, 82]. Badania na ten temat nie zawsze byly oparte
o kompleksowe techniki biologii molekularnej (immunocytochemia
I hybrydocytochemia), stad nie zawsze obecnos¢ biatka potwierdzono
obecnoscig jego mMRNA.

Zrozumiate jest zainteresowanie ekspresjg IL-1 w warunkach patologicznych.
Dramatyczny wzrost produkcji tej cytokiny przez roézne typy komorek
obserwowano w odpowiedzi na rézne infekcje i/lub toksyny bakteryjne [49, 82,
113]. IL-1 nie jest wiec tylko ,inter-leuking”, ale cytoking, ktorej wilasciwosci
biologiczne dodatkowo naktadajg sie z wtasciwosciami innych cytokin (np. TNF,
IL-6) [49, 82].

Jak wspomniano IL-1 jest jednym 2z gtéwnych regulatorow odpowiedzi
immunologicznej i zapalnej, oddziatujgc na prawie wszystkie typy komorek
[56, 189]. Produkowana jest gtdwnie przez monocyty i tkankowe makrofagi.

Ponadto jej produkcje wykazano w granulocytach obojetnochtonnych krwi,
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mikrogleju  centralnego ukladu nerwowego, astrocytach, komorkach
endothelium, komdrkach miesniowych gtadkich, fibroblastach, komorkach
pokrywajgcych $ciegna, komdérkach dendrytycznych skoéry, keratynocytach,
komdrkach nabtonka (dzigsto, szyjka macicy), mezangium kiebuszka
nerkowego, limfocytach T i B [2, 47, 172]. Do komoérek produkujgcych IL-1
nalezg takze komaorki nabtonka jelitowego i hepatocyty [47, 117].

Wsérod wiasciwosci immunologicznych IL-1 bardzo wazna jest indukcja
wytwarzania IL-2 i jej receptora. IL-1 pobudza rowniez produkcje IFN-y przez
limfocyty T i IL-6 przez makrofagi, komorki srédbtonka i fibroblasty [82]. Wptywa
takze na proliferacje oraz rdznicowanie limfocytow B. Indukuje wzmozone
wydzielanie neutrofilow i monocytéw, pobudzajac gtownie uwalnianie czynnikow
stymulujgcych kolonizacje: G-CSF, GM-CSF i M-CSF [49, 82]. Cytokina ta
wzmaga rowniez uwalnianie histaminy przez bazofile, degranulacje eozynofilow
I wytwarzanie prostaglandyn pobudzajgc synteze fosfolipazy A2 (uwalniajacej
kwas arachidonowy z fosfolipidow bton komdérkowych). Oddziatujgc na
srodbtonek, wzmaga jego przepuszczalnosé, indukuje  aktywnosc¢
prokoagulacyjng, miedzy innymi przez zwiekszenie syntezy inhibitora
aktywatora plazminogenu, stymuluje wytwarzanie czynnika aktywujgcego ptytki
(PAF), a takze wzmaga przyleganie limfocytéw i neutrofilbw do komorek
srodbtonka [49]. Dziatajgc na makrofagi moze wzmagac¢ autokrynowg swojg

wiasng produkcje [82].

Ciekawe sg wyniki badan pozwalajgce zrozumieé¢ wpltyw uktadu
immunologicznego na produkcjg S$luzu przez zmieniony zapalnie nabtonek
przewodu pokarmowego [40]. Pokazujg one, ze produkowana przez
stymulowane makrofagi IL-1 oraz rekombinowana ludzka IL-18, powoduje
zwiekszone uwalnianie $luzu z komoérek kubkowych nabtonka jelitowego
u myszy [40].

Na modelu szczurzym dowiedziono takze wptywu IL-1 na metabolizm lipidow.
Podobnie jak TNF-q, IL-1 w dawkach wywotujacych goraczke, anoreksje, czy
wzrost sekrecji ACTH, powodowata przejsciowy (17 godzinny) wzrost
trojglicerydow we krwi [62]. W przeciwienstwie do TNF-a (via wzrost watrobowej
syntezy lipidéw), interleukina-1 wywotywata ten efekt poprzez zwiekszenie

lipolizy [62].
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IL-1 wpltywa na osrodkowy ukiad nerwowy, co przejawia sie podwyzszong
temperaturg ciata. Efekt ten wyptywa z pirogennego dziatania cytokiny, obok
TNF, IL-6 i interferonow [39, 51, 53]. Wptywa tez na procesy snu [49].

Przyjmuje sie, ze IL-1 jest syntetyzowana de novo w komorce pod wplywem
indukcji okreslonymi czynnikami biologicznymi [56]. Do czynnikéw indukujacych
wydzielanie IL-1 nalezg przede wszystkim lipopolisacharydy bakterii
Gram-ujemnych [7, 172], inne produkty mikroorganizmow aktywujgce receptory
PRRs (ang. pattern recognition receptors), inne cytokiny (IL-2, interferony, TNF)
oraz fragmenty dopetniacza Cb5a [50, 56]. Bakterie Gram-dodatnie,
a szczegoblnie gronkowce i paciorkowce, wytwarzajgce polipeptydowe
egzotoksyny, rowniez stymulujg produkcje IL-1 i TNF. Induktorami produkcji
IL-1 sg réwniez wirusy oraz syntetyczne adjuwanty ze Scian bakterii. Na
produkcje IL-1 wptywajg takze naturalnie wystepujgce w organizmie substancje,
takie jak: skiladniki dopetniacza, trombina, sole Zzolciowe, metabolity
androgenow i same cytokiny, ktére mogg inicjowac transkrypcje i translacje IL-1
[47, 50, 51].

Tkankowa produkcja IL-1 ma znaczenie w procesach patologicznych, takich jak
widknienie, destrukcja macierzy pozakomérkowej oraz naptyw komérek uktadu

odpornosciowego do miejsc zapalenia [47, 50, 51].

Wzrost surowiczych stezeh IL-1 (gidwnie IL-1B8) opisywano w roznych
schorzeniach u cziowieka, m.in. w zakazeniach: wirusowych (np. HIV-1),
bakteryjnych, grzybiczych, pasozytniczych, w guzach litych i biataczkach,
w chorobie Alzheimera, chorobach autoimmunologicznych, urazach
wielonarzgdowych, u pacjentow hemodializowanych, w chorobie niedokrwiennej
serca, zapaleniach watroby o réznej etiologii, w astmie, po naswietlaniu UV,
zapaleniu trzustki, zapaleniu przyzebia, odrzuceniu przeszczepow, po
zastosowaniu wysokich dawek w terapii IL-2. Nalezy doda¢, ze wzrost
surowiczych stezen IL-1B w rozlegtych oparzenich, czy wstrzasie, jest jednak
nizszy niz wzrost innych cytokin prozapalnych (IL-6, IL-8 i TNF-a) [przeglad
tematu: 49].
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Wykrywanie IL-1a w surowicy krwi jest rzadkie ze wzgledu na przewazajgca
lokalizacje cytoplazmatyczng. Udaje sie to jedynie w wyjgtkowych warunkach
in vitro i in vivo i prawdopodobnie jest skutkiem $mierci komérek [49, 82].

Krétkg charakterystyke molekularng IL-1a przedstawiono w Tabeli 1.

2.1.1.2. Receptory rodziny IL-1

Aktualnie znamy okoto 10 receptoréw dla rodziny IL-1. Receptory dzielimy na
dwie ogodlne grupy: pierwsza obejmuje receptory, ktore zawierajg domeny
immunoglobulinowe na zewnatrz komorki, a druga zawiera receptory z grupy
Toll, ktére w zewnatrzkomérkowej domenie zawierajg powtdrzenia bogate
w leucyne, odpowiedzialne gtdbwnie za odpowiedz na metabolity

mikroorganizmow [82].

Wspblng cechg wszystkich receptoréw IL-1, a takze receptoréw TLR u ssakow,
jest obecnosc¢ cytoplazmatycznej domeny zwanej TIR (ang. Toll-IL-1-receptor
domain, Toll-IL-1R). Zidentyfikowano réwniez biatko cytozolowe majace
domene TIR-MyD88 (ang. myeloid differentiaton antygen 88) oraz tzw. domene
Smierci. Peini ono funkcje adaptorowg w kaskadzie przekazujgcej sygnat

z receptora IL-1 [31] (Rycina 2) .
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Rycina 2. Drogi sygnalowe aktywowane przez receptory IL-1. Cytoplazmatyczne
odcinki receptorow rodziny IL-1 posiadaja domeny TIR (ang. Toll IL-1 receptor).
W bardzo krotkim czasie indukowana jest ekspresja kilkuset gendw.
Rycina wedtug J. Gotab i M. Jakdbisiak (2008) [82], zmodyfikowana.

Najlepiej poznane sg dwa typy receptora IL-1: typ | receptora IL-1 (IL-1R1),
ktory przewodzi sygnaty oraz typ Il (IL-1R2), kt6ry wigze IL-1, ale nie przekazuje
sygnatu wewnatrz komorki [9]. Geny dla obu receptoréw lezg na dlugim
ramieniu chromosomu 2 [189].
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IL-1R1 ma wieksze powinowactwo do IL-1qa, a IL-R2 ma wieksze powinowactwo
do IL-1B. IL-1R1 znajduje sie na wiekszosci komorek odpowiadajacych na IL-1,
natomiast IL-1R2 wystepuje gtéwnie na neutrofilach, monocytach i limfocytach
B [82]. Po zwigzaniu IL-1 z IL-1R1, tworzy sie kompleks biatkowy o wysokiej sile
wigzania przy udziale dodatkowego biatka (IL-1R-AcP) [53]. Heterodimeryzacja
cytozolowej domeny IL-R1 i IL-1R-AcP prawdopodbnie odpowiada za inicjacje
transdukcji sygnatu [49]. W ciggu kilku minut od zwigzania ligandu aktywowane
sq liczne wewnatrzkomorkowe biatka, ktore indukujg ekspresje kilkuset genow,
w tym gendw innych cytokin, m.in. TNF, IL-2, IL-3, IL-6. Aktywowana jest
ekspresja samej IL-1 i jej receptora [49].

Zewnatrzkomérkowe (,rozpuszczalne”) fragmenty IL-1R1 (IL-1sR1) i IL-1R2
(IL-1sR2) krazg we krwi w warunkach zdrowia i choroby, dziatajgc jak naturalne
bufory wigzace IL-1a, IL-1B lub IL-1Ra (antogonista receptora IL-1) [49]. IL-1R2
jak wspomniano nie przewodzi sygnatu i wydaje sie by¢é tak zwanym
receptorem ,wabikiem” dla interleukiny 1, co jest unikalne w biologii cytokin
[9, 82].

Ciekawostkg zwigzang z IL-1 i je] receptorami jest wystepowanie
rozpuszczalnego antagonisty receptora IL-1 (slL-1Ra), produkowanego przez
aktywowane (np. LPS) monocyty krwi obwodowej [8, 57]. IL-1Ra jest
strukturalnie podobny do IL-1a i B (26% homologii) i wigze sie z IL-1R blokujac
receptory IL-1R1 i IL-1R2 [49, 57]. Istniejg proby wykorzystania go, podobnie
jak rozpuszczalnego receptora dla IL-1, do hamowania reakcji zapalnych
w niektorych chorobach [82]. IL-1Ra, podobnie jak rozpuszczalne receptory dla
IL-1, prébuje sie podawaé pacjentom z reumatoidalnym zapaleniem stawow,
colitis  ulcerosa, w niektérych  zapalnych  chorobach  przyzebia,
w hamowaniu reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi, a takze

we wstrzgsie septycznym [49, 82].
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2.1.1.3. Interleukina-1 a kamica zo6tciowa

IL-1a jako wewnatrzkomdrkowa cytokina posiada wlasciwosci zaréwno typowej
czgsteczki o dziataniu prozapalnym, jak i czynnika transkrypcyjnego [51, 52].
Na modelu zwierzecym (Swinka morska) wykazano, ze zapalenie pecherzyka
z06fciowego jest stymulowane bezposrednio IL-1q, jak i via LPS, ktory uwalnia
IL-1a [187]. Eksperymentalnie zademonstrowano znaczacy wzrost aktywnosci
mieloperoksydazy (MPO) i ilosci IL-1 (markery stanu zapalnego) w $cianie
pecherzyka zOiciowego u myszy podczas podawania diety (bogatej
w cholesterol i kwas cholowy) indukujgcej formowanie sie kamieni
cholesterolowych. W czasie 6-tygodniowego okresu obserwowano réwniez
stopniowy wzrost grubosci btony $Sluzowej pecherzyka zotciowego. llos¢ IL-1
wzrosta w tym czasie siedmiokrotnie, a MPO 2-3-krotnie [193]. W innym modelu
in vivo wykazano, iz zaréwno IL-1a, jak i TNF-a wptywajg destrukcyjnie na
whasciwosci absorpcyjne i wydzielnicze nabtonka pecherzyka zotciowego,
CO sprzyja powstawaniu kamieni zotciowych [191]. W pecherzyku zétciowym
psa po zastosowaniu diety litogennej obserwowano wzrost grubosci biony
Sluzowej pz. Towarzyszyt temu rowniez wzrost aktywnosci mieloperoksydazy
i ilosci IL-1a. Podanie zofci od psow z kamieniami barwnikowymi zdrowym
swinkom morskim, powodowato nasilenie stanu zapalnego a ostabiato funkcje
absorpcyjne komorek nabtonka pecherzyka zotciowego u tych drugich zwierzat
[192]. Na mysim modelu cholelithiasis pokazano, ze otylos¢ potaczona
ze spozywaniem duzej ilosci oczyszczonych weglowodanéw powoduje
sttuszczenie Sciany pecherzyka i zwieksza lokalng ekspresje IL-1B i TNF-a
[160]. Dowiedziono zwigzku uwalniania tych cytokin z ostabieniem funkcji
miesni gtadkich pz i wasciwosci absorbcyjnych nabtonka pecherzyka

z6iciowego [184].

Na modelu hodowanych komorek nabtonka pecherzyka zoétciowego chomikéw
wykazano ponadto, ze podawanie cytokin prozapalnych (w tym IL-1), indukuje
syntaze tlenku azotu, ktora zwieksza produkcje tlenku azotu
(ang. nitric oxide, NO) i indukuje uszkodzenia DNA prawidtowych komorek
nabtonka pecherzyka zétciowego. Genotoksyczne whasciwosci NO indukowane
cytokinami prozapalnymi mogg by¢é wilgczone w proces kancerogenezy

w odpowiedzi na przewlekte zapalenie drog zétciowych [124].
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W surowicy krwi pacjentow z kamicg zoétciowg (zaliczonej w tym opracowaniu
do nawracajacych przewlektych schorzen przewodu pokarmowego)
obserwowano zréznicowany w zaleznosci od fazy zapalenia, wzrost stezenia
réznych cytokin prozapalnych [251, 252]. Najwiekszy wzrost cytokin, w tym
IL-13 obserwowano w zaostrzeniu objawdw kamicy pz [251].

Biorgc pod uwage zachowanie sie surowiczych stezen IL-1B [8, 18] oraz IL-1a
[116] zwigzanych z samym zabiegiem operacyjnym (model systemowe]
odpowiedzi zapalnej), wykazywano wyzsze stezenie obu form cytokin po
“otwartej” cholecystektomii w poréwnaniu z zabiegiem laparoskopowym
[116, 138]. Nie wszyscy autorzy obserwowali znaczace réznice w surowiczych
stezeniach IL-13 pomiedzy pacjentami operowanymi laparoskopowo
i klasycznie [18]. Jednak i ci badacze obserwowali znaczacy wzrost stezen
w poréwnaniu z czasem przed operacjg oraz normalizacje stezen tej cytokiny

po 7 dniach od zabiegu [18].

Badano réwniez stezenia surowicze antagonisty receptora IL-1 (IL-1Ra)
u pacjentow operowanych z zastosowaniem laparoskopowej oraz
tzw. “minilaparotomicznej” cholecystektomii, bez uzyskania znaczacych réznic

w obu grupach pacjentow [29].

2.1.2. Interleukina 6 (IL-6)

W latach osiemdziesigtych XX wieku odkryto obecnos¢ czynnika wptywajgcego
na roznicowanie limfocytow B w komorki wydzielajgce immunoglobuliny
I nazwano go czynnikiem 2 stymulujgcym komorki B (BSF2) [167]. W 1986r.
sklonowano jego cDNA [98]. Rownoczes$nie zidentyfikowano biatka, ktore
wykazywaly rézne wiasciwosci biologiczne, np. czynnik wzrostu komorek
hybrydoma i plazmocytoma, czynnik 2 indukujacy réznicowanie prekursorow
mieloidalnych w makrofagi i granulocyty [122, 168, 218]. Okazato sie,
ze wszystkie te bialka sg identyczne i nadano im wspolng nazwe — interleukina
6 [123].

IL-6 jest glikolizowanym polipeptydem zbudowanym ze 184 aminokwasow
0 masie czgst. 21-28 kDa, zbudowanym z 4 dtugich helis a potagczonych petlami
[98]. Gen kodujacy IL-6 znajduje sie na chromosomie 7 (7pl5-p21) i zawiera 5
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egzonow [109]. W promotorze genu sa sekwencje wigzace takie czynniki
transkrypcyjne jak: NF-kB, AP-1, C/EBP i CREB. Regulujg one transkrypcje
genu IL-6 w sposb6b zalezny od typu komorki i czynnika aktywujgcego, przy
czym CREB jest represorem, a pozostate czynniki aktywatorami transkrypcji
[3, 179, 186, 254].

IL-6 jest wytwarzana przede wszystkim przez monocyty i makrofagi, ale takze
przez: fibroblasty, komorki s$rodbtonka, limfocyty T i B, keratynocyty
i chondrocyty [122, 272]. Gtéwnym czynnikiem indukujacym jej wytwarzanie jest
IL-1, a takze interferony, TNF, LPS oraz wirusy DNA i RNA [91, 93, 122].
Cytokina ta dziata na komorki docelowe za posrednictwem receptora klasy |,
bedacego typem receptoréw dla hematopoetyn, nalezgcym do podklasy gp130,
obecnego na komorkach zarowno szeregu limfoidalnego, jak i nielimfoidalnego
[122].

Dziatanie biologiczne IL-6 jest wielokierunkowe, co mozna zauwazy¢ choéby na
podstawie historycznych nazw tej cytokiny i trudno przytoczy¢ precyzyjnie
wszystkie funkcje tej cytokiny. W aspekcie interesujgcego mnie w obecnej pracy
wplywu IL-6 na uklad immunologiczny, mozna ogdlnie poda¢ za
najwazniejszymi badaczami, ze IL-6 wywotuje antygenowo-specyficzne efekty
i bierze udziat w reakcjach zapalnych [123]. Wplywa przede wszystkim na
limfocyty B jako czynnik stymulujacy ich koncowe réznicowanie sie do komérek
produkujgcych immunoglobuliny roéznych klas [166]. Wykazano jej wplyw
rowniez na limfocyty T poprzez pobudzenie do produkcji interleukiny 2 i jej
receptora. Wraz z IL-1 aktywuje takze limfocyty T rozpoznajace antygeny oraz
stymuluje powstawanie i rdéznicowanie limfocytow cytotoksycznych Tc
w obecnosci IL-2. Moze indukowa¢ zarowno limfocyty T aktywowane jak
I spoczynkowe [173, 240, 241]. Wykazano stymulujgcy wptyw tej cytokiny na
aktywacje limfocytow T. IL-6 indukuje $rodbtonkowag ekspresje molekut
adhezyjnych oraz produkcje przez komorki endothelium biatka MCP-1
(ang. monocyte chemoattractant protein-1), chemokiny odpowiedzialnej za
rekrutacje monocytow [198]. Wykazano, ze myszy z nokautem genu IL-6
wykazujg zaburzenia w zakresie akumulacji leukocytow w miejscu zapalenia
[198].
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W zakresie wplywu na hemopoeze, IL-6 wraz z interleuking 3 pobudza
proliferacje i roznicowanie sie pluripotencjalnych komoérek macierzystych
i komoérek progenitorowych  wielu  szeregéw, przede  wszystkim
megakariocytarnego  oraz, W  mniejszym  stopniu,  erytroidalnego
I granulocytarno-makrofagowego [107]. IL-6 nalezy takze do tzw. pozytywnych
regulatorow wzrostu, ktéra wraz z czynnikiem stymulujgcym powstawanie
kolonii GM-CSF, M-CSF, G-CSF, IL-1 oraz IL-3, stymuluje proliferacje
I roznicowanie komorek krwiotworczych, a takze ich apoptoze [122, 123]. IL-6
wywiera wpltyw rowniez na prawidiowy przebieg procesu neoangiogenezy in
vivo [79].

IL-6 jest wczesnym i czutym, ale niespecyficznym wskaznikiem reakciji
zapalnych toczacych sie w organizmie [215]. W stanach zapalnych wzrasta
nawet 100-krotnie. Jest gtdwnym stymulatorem syntezy biatek ostrej fazy
w watrobie, zwtaszcza biatka CRP [122]. Wykazano indukujacy wptyw IL-6
takze na synteze fibrynogenu, a-1l-antychymotrypsyny, a-l-antytrypsyny,
surowiczego amyloidu A i wielu innych bialek ostrej fazy. Biatka te
syntetyzowane sg gtownie przez hepatocyty, ale i inne komorki (Srodbtonek,
fibroblasty, adipocyty) [33, 123]. IL-6 uczestniczy rOwniez w regulacji stezenia
transferyny, ceruloplazminy i haptoglobiny, wptywajac przez to na transport
jonéw zelaza i miedzi w organizmie. Ma réwniez dziatanie pirogenne i wraz z
IL-1, TNF i interferonami podwyzsza temperature ciata, stymulujgc produkcje
prostaglandyn [122]. Indukuje synteze glikokortykosteroidow poprzez wptyw na
wydzielanie kortykotropiny i ACTH. Stymuluje proliferacje komdérek mezangium

w proliferacyjnym mezangialnym kiebuszkowym zapaleniu nerek [122, 123].

Podobnie jak w przypadku innych cytokin prozapalnych, wysokie stezenie IL-6
obserwuje sie we krwi i innych ptynach ustrojowych w zapaleniach, urazach,
rozlegtych oparzeniach, chorobach z towarzyszacym przewleklym procesem
zapalnym lub autoimmunologicznym (RZS, tuszczyca) oraz w nowotworach
[122, 123, 214, 253]. Reakcja ostrej fazy jest elementem odpornosci nieswoistej
i obejmuje zmiany zachodzace najwczesniej w odpowiedzi na uszkodzenie
tkanek [74]. Jak wspomniano stezenie IL-6 zwieksza sie w przypadku oparzen,
posocznicy i choréb tkanki tacznej. Odzwierciedla stopien i rozlegto$¢ oparzen

oraz okres gojenia sie rany. Koreluje z wielkoscig martwicy oraz ze stezeniem
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biatek ostrej fazy. Jest przydatnym markerem w diagnostyce zakazen
bakteryjnych i posocznicy [74], a takze czynnikiem rokowniczym we wczesnym
stadium ostrego zapalenia trzustki [36]. Wykazano réwniez wyrazne
zwiekszenie stezenia IL-6 u pacjentow po transplantacji, zwlaszcza
z powiktaniami zapalnymi [183]. IL-6 odgrywa takze wazng role w patogenezie
i rozwoju nowotworow [153]. Produkcje tej cytokiny wykazano takze w wielu
guzowych liniach komorkowych [12, 139, 148]. Utatwia ona wzrost guza
poprzez hamowanie procesOw apoptozy komorek nowotworowych
oraz indukcje angiogenezy w podscielisku guza. Wykazano jej wplyw na
proliferacje komorek raka jelita grubego i innych nowotworéw, zwitaszcza tych

0 wysokim stopniu zréznicowania [153].

Istniejg badania, ktore udowodnity, ze w wielu schorzeniach zapalnych
I autoimmunologicznych wystepuje nadprodukcja IL-6 [109]. Zwiekszone
stezenie IL-6 stwierdzono u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw [145]
oraz w innych chorobach o podtozu immunologicznym, m.in. chorobie Crohna
[185] i chorobie Castelmana [181]. Scheller i wsp. (2005) potwierdzili udziat
rozpuszczalnej postaci receptora sIL-6R w rozwoju choréb o podtozu zapalnym:
zapaleniu otrzewnej, jelita grubego czy reumatoidalnym zapaleniu stawéw
[211]. Wykazano, ze przeciwciata monoklonalne blokujace IL-6 lub IL-6R mozna
stosowac w leczeniu chorob o podtozu zapalnym i autoimmunologicznym [145,
201].

Charakterystyke molekularng IL-6 przedstawia Tabela 1.

2.1.2.1. Receptory IL-6

System receptorowy IL-6 ma unikalng budowe. Pierwotnie opisano, ze skfada
sie on z dwoch polipeptydowych tancuchow: 80 kDa receptora IL-6 oraz 130
kDa czgsteczki sygnatowej (gp 130) [239]. Aktualnie wiadomo, ze receptory dla
grupy cytokin o podobnym dziataniu (m.in. IL-6, IL-11, rzeskowego czynnika
neutrofowego, kardiotropiny 1), sktadajg sie z r6znych tancuchow a (80 kDa)
wigzacych ligand i identycznego tancucha B (gp 130, CD130), nie wigzgacego
ligandu, ale przenoszacego sygnat do wnetrza komoérki [82]. Pod wzgledem
funkcjonalnym opisuje sie dwa rodzaje receptorow dla tej cytokiny: IL-6R
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o malym powinowactwie, ktdry po zwigzaniu z IL-6 tworzy kompleks z gp130
I zapoczatkowuje aktywacje kinaz tyrozynowych JAK (z rodziny Janus)
oraz rozpuszczalng postac receptora (slL-6R), wigzaca sie z IL-6, a nastepnie
z biatkiem gpl130, co prowadzi do transdukcji sygnatu i przeniesienia go do
wnetrza komorki [113, 123, 211] (Rycina 3) .

Kompleks receptorowy sklada sie z jednego tancucha IL-6R o masie czgst. 80
kDa oraz 2 czgsteczek gpl30. Co ciekawe, IL-6 i jej receptor mogq tworzyé
kompleks sktadajacy sie z 2 czasteczek IL-6 i dwdch czasteczek IL-6R
oraz dwoch czasteczek biatka gp130 [123, 200].

W ciggu kilku minut po stymulacji IL-6, aktywacja kinaz tyrozynowych, indukuje
fosforylacje tyrozyny i rekrutacje biatka STAT3, ktére ulega dimeryzacji
i translokacji do jadra komérkowego, wplywajagc na ekspresje gendw
zwigzanych m.in. z reakcjg ostrej fazy [123].
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Rycina 3. Schemat aktywacji komérek przy udziale IL-6 i jej receptora (IL-6R
i czasteczka gpl30). Dwie zasadnicze sciezki sygnatlowe prowadzg do nasilania
ekspresji biatek ostrej fazy. Rycina wedlug T. Kishimoto i wsp. (1995) [122]
i T. Kishimoto (2006) [123], zmodyfikowana.

U cztowieka gen kodujacy tancuch a dla receptora IL-6 (IL-6R/CD126) znajduje
sie na chromosomie 1, a funkcjonalny gen kodujgcy kompleks gpl30 na

chromosomie 5 [99].
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2.1.2.2. Rola IL-6 w zapaleniu p echerzyka zoétciowego

IL-6 jako cytokine prozapalng cechuje wielokierunkowos$¢ biologicznych dziatan,
w tym indukcja bialek ostrej fazy w watrobie i réznicowanie limfocytow B
w komoérki plazmatyczne, produkujgce immunoglobuliny [123, 214]. Cytokina ta
jest o tyle interesujgca, ze moze by¢ wydzielana (jako jedna z wazniejszych
systemowych alarmowych czasteczek sygnatowych) praktycznie przez komérki

kazdej uszkodzonej tkanki [214].

W kontekscie badan nad udzialem IL-6 w patogenezie kamicy zéiciowej, na
modelu mysim wykazano, ze sama otyloS¢ przyczynia sie do wzrostu lokalnej
produkcji IL-6 (obok wzrostu wolnych kwasow tluszczowych) w pecherzyku
z0kciowym [160]. Dowiedziona jest rola catej rodziny receptorow IL-6
w przewlektych zapalnych chorobach jelit u cziowieka, ktére miatyby promowaé
przejscie fazy ostrej zapalenia w faze przewlekty, utrzymujgc stan chorobowy
[200]. Nie ma dokfadnych danych co do precyzyjnej roli systemu IL-6/IL-6R
w chorobach pecherzyka zoéiciowego u ludzi. Podobnie jak w przypadku IL-13
oraz TNF-a, w surowicy krwi pacjentdw z kamicg zoéiciowg obserwowano
zroznicowany w zaleznosci od fazy zapalenia, wzrost stezenia IL-6 [251, 252].
Wzrost stezenia tej cytokiny dotyczyt gtdwnie wczesnych stadiow choroby [251].
Wyzsze stezenia IL-6 obserwowano ponadto w zaostrzeniach kamicy zotciowe;j.
Stezenie IL-6 w cholelithiasis wahato sie od 30-90 pg/ml i byto istotnie nizsze
niz stezenie TNF-a czy IL-12 [252].

Surowicze stezenia IL-6 badano rowniez w kontekscie urazu (naturalna
tkankowa trauma) wywotanego roznym typem zabiegu chirurgicznego (otwarta
vs. laparoskopowa cholecystektomia) [18, 89, 101, 110, 116, 138, 159, 194,
212]. Wszyscy badacze zgodnie wykazali, ze wyzsze stezenia surowicze IL-6
u operowanych pacjentow dotyczg “otwartej” cholecystektomii w poréwnaniu
z zabiegiem laparoskopowym [89, 110, 138, 159, 212]. Stezenie IL-6 wydawato
sie by¢ nawet czulszym wskaznikiem odpowiedzi organizmu na “uraz” tkankowy
niz systemowe stezenia norepinefryny czy epinefryny [138]. Niektore z wynikow
badan przyniosty dowody na znaczace korelacje pomiedzy skumulowanymi
odpowiedziami IL-1a i IL-6 [116]. Porownywano réwniez stezenia IL-6
u pacjentdw operowanych na kamice z zastosowaniem laparoskopowej oraz

tzw. “mini-laparotomicznej” cholecystektomii (MC), uzyskujgc wiekszy wzrost
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(i bardziej staty) IL-6 u pacjentow operowanych z zastosowaniem metody MC.
Wzrost ten utrzymywat sie do ok. 7 dnia po zabiegu [29].

Inne badania dotyczace potencjalnej roli IL-6 w patogenezie cholelithiasis
mozna taczy¢ z wynikami badan nad tkankowag ekpresjg tej cytokiny
w komorkach nabtonkowych. Nadekspresje IL-6 opisano bowiem w wielu
guzach litych oraz chorobach skoéry [87, 139]. Szczegodlnie duzg ekspresje I1L-6
opisywano w komorkach nabtonka wielowarstwowego ptaskiego (keratynocyty)
zdrowej i uszkodzonej skory [87, 214]. IL-6 uznano nawet za regulator wzrostu
komérek nabtonka i tworzenia potgczen miedzykomoérkowych [139]. Hipoteza,
ze IL-6 moze odgrywa¢ role w zmianach fenotypu komorek nabtonka
pecherzyka zoiciowego i zaburzeniach funkcji absorpcyjnych i sekrecyjnych

tych komorek sprzyjajgcych kamicy zotciowej wymaga dalszych badan.

2.1.3. Czynnik martwicy nowotworow o (TNF-a)

TNF (ang. Tumor Necrosis Factor, czynnik martwicy guza, czynnik nekrozy
nowotworéw, kachektyna), cytokina z nadrodziny TNFSL (ang. TNF superfamily
ligands) ma juz ponad 100 letnig tradycje [149]. Nowojorski chirurg Wiliam
Bradley Coley zaobserwowat zanik miesaka u chorego, u ktérego doszio do
infekcji paciorkowcowej w postaci rozy. Coley zakazat chorych na nowotwory
poczatkowo zywymi szczepami bakterii, a nastepnie stosowat nadsgcz
z hodowli bakterii Streptococcus pyogenes i Serratia marcescens (tzw. toksyna
Coleya). Terapie zastosowat u ponad 1000 chorych, a trwaly efekt leczniczy
osiggnat tylko u ok. 30 z nich. Pozytywne wyniki terapii w stosowaniu tejze
toksyny wynikaly z nasilenia reakcji zapalnej w wyniku wzmozonego
wytwarzania cytokin, w tym TNF [41]. W 1968r. Gale Granger z Uniwersytetu
Kalifornijskiego opisat substancje cytotoksyczng produkowang przez limfocyty
I nazwat jg limfotoksyng [127]. Nastepnie w 1975r. Carswell i wsp. opisali
substancje cytotoksyczng produkowang przez makrofagi i nazwali jg czynnikiem
martwicy nowotworow [32, 130]. W 1984r. zsyntetyzowano limfotoksyne i TNF.
Wtedy okazato sie, ze majg one podobng budowe czasteczkowg [182].
Limfotoksyne nazywa sie obecnie TNF-B (LT-a), w odréznieniu od TNF-a

(zwanego po prostu TNF) [82]. Rownolegle opisywano istnienie kachektyny
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(biatka powodujgcego wyniszczenie), a w 1985r. Bruce A. Beutler i Anthony
Cerami doszli do wniosku, ze TNF i kachektyna sg identyczne i zostaly
nazwane TNF-a [19, 20, 21].

Obecnie wiemy, ze TNFa nalezy do nadrodziny biatek, sktadajacej sie z co
najmniej 22 czasteczek i zidentyfikowano dlan ponad 30 receptorow [82, 146].
W obecnej pracy skoncentruje sie tylko na TNFa, zwlaszcza jego udziale

w procesie zapalnym.

Aktywny TNF-a jest zbudowany =z trzech identycznych tahcuchow
polipeptydowych potaczonych niekowalencyjnie (homotrimeréw) [136, 242].
Prekursor TNF syntetyzowany jest jako biatko przezbtonowe o0 masie
czgsteczkowej 26 kDa (223 aa), a nastepnie w wyniku dziatania
metaloproteinazy, enzymu konwertujgcego TNF-a zwanego TACE (ang. TNF-a
converting enzyme) (lub ADAM17), uwalniany jest w postaci rozpuszczalnej
formy (sTNF-a) do s$rodowiska [24]. Rozpuszczalna forma jest takze
homotrimerem i ma wielkos¢ 17 kD (157 aa) [20, 24] (Rycina 4).
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Rycina 4. Schemat transdukcji sygnatébw przekazywanych przez TNF-a i jego
receptor TNF-R1. Rycina wedtug G. Chen i Goeddel DV (2002) [35], zmodyfikowana.

Z biochemicznego punktu widzenia TNF-a jest glikoproteing ztozong ze 182 aa
bedaca wynikiem obrobki potranslacyjnej 212 aa polipeptydu, kodowanego
przez gen w pozycji 6p21.3. Caly gen TNF obejmuje wielkos¢ 3 kb i zawiera
4 eksony i 3 introny [171, 174]. Istniejg réwniez krétsze lub dtuzsze izoformy
produkowane przez rézne tkanki. Geny dla TNF-a i obu limfotoksyn lezg jako
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jedyne wsrod cytokin w obrebie locus MHC klasy Ill, miedzy HLA-B a HLA-DR
[171].

TNF jest limfoking o wielokierunkowym dziataniu, gtownie jednak zwigzany jest
z transdukcjg sygnatdbw w odpowiedzi immunologicznej i procesie zapalnym,
bedac podobnie jak IL-1 i IL-6, cytoking prozapalng. Ponadto TNF-a dziata jako
pirogen, kiedy stymulowany jest przez IL-1. Moze indukowa¢ $mieré

komodrkowa, zwtaszcza komorek nowotworowych [20].

TNF-a produkowany jest gtownie przez aktywne monocyty i makrofagi oraz
w znacznie mniejszych ilosciach przez inne komorki (adipocyty, keratynocyty,
komorki miesnia sercowego, fibroblasty, neutrofile, mastocyty, limfocyty T i B
oraz hepatocyty) [63, 216]. Obok IL-6, duze ilosci TNF wykazywano
w zmianach tuszczycowych skory oraz po naswietlaniu keratynocytow
promieniami UV [82]. Wykazano indukcje ekspresji mMRNA TNF-a w adipocytach
w 4 réznych modelach otytosci i cukrzycy u szczuréw [102]. Ekspresje TNF-a
w hepatocytach, indukowang zakazeniem wirusami hepatotropowymi (HBV,

HCV) obserwowano zaréwno w modelu in vitro, jak i in vivo [84, 117].

Najsilniejszym bodzcem do wytwarzania TNF-a jest lipopolisacharyd (LPS)
Scian bakteryjnych, w mniejszym stopniu GM-CSF, M-CSF oraz sam TNF.
Na produkcje TNF-a wptywa rowniez IL-1 [1, 50]. LPS dziatajac na makrofagi
trzykrotnie wzmaga ekspresje genu dla TNF-a. Poziom mRNA dla TNF wzrasta
wowczas okoto 100-krotnie, natomiast wydzielanie dojrzatego biatka az 10 000-
krotnie [1, 82]. W wyniku dziatania LPS w przebiegu ciezkich zakazen
bakteryjnych dochodzi do gwaltownego wzrostu wydzielania TNF, co moze
doprowadzi¢ do wstrzasu septycznego, niewydolnosci wielu narzgdow i $mierci.
Natomiast w stanach przewlektych diugotrwate wydzielanie TNF prowadzi do

kacheksji (stad dawna nazwa kacheksyna, kachektyna) [1, 19].

Jak wspomniano, TNF-a jest jedng z gtdbwnych cytokin prozapalnych. Wykazuje
wiele wspolnych efektow biologicznych z IL-1 oraz IL-6. Wiele dziatan
biologicznych TNF-a jest réwniez synergistycznych z innymi cytokinami,
np. IL-1 [50].
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Wplyw na ukifad odpornosciowy wywiera zarébwno bezposrednio, jak i poprzez
indukcje uwolnienia wielu cytokin oraz prostaglandyn i leukotrienéw [50]
(Tabela 1). Wykazano rowniez wptyw TNF na proces angiogenezy, poprzez
stymulacje czynnikébw proangiogennych, takich jak: VEGF, czynnik wzrostu

fibroblastéw (ang. fibroblast growth factor, FGF), IL-8 oraz ich receptorow [22].

W wielu schorzeniach o podiozu zapalnym podjeto préby terapii
z zastosowaniem inhibitorow TNF (przeciwciala monoklonalne anty-TNF,
rozpuszczalne receptory dla tej cytokiny, leki hamujgce wytwarzanie TNF
np. talidomid). W przypadku schorzen autoimmunizacyjnych oraz AIDS stosuje
sie przeciwciata monoklonalne blokujgce TNF (infliksimab, adalimumab)
albo rozpuszczalne receptory dla tej cytokiny (TNFR1, p75) potaczone
z fragmentem Fc przeciwciata 1gG (etanercept, lanercept) [176]. Leczenie
inhibitorami TNF przynosi dobre efekty w leczeniu reumatoidalnego zapalenia
stawéw oraz w chorobie Lesniowskiego-Crohna. Podejmowane sg réwniez
badania kliniczne w zakresie terapii zaawansowanej niewydolnosci krgzenia

oraz w schorzeniu przeszczep przeciwko gospodarzowi [50, 82].

2.1.3.1. Receptory dla TNF i limfotoksyn

TNF-a wywiera wplyw na komorki taczac sie z odpowiednim receptorem
na powierzchni btony komérkowej. Zidentyfikowano dwa typy takich receptoréw
[258]:

- TNFR1 (biatko p55, CD120a, p55/60) — wigze zarowno forme btonowg jak
I rozpuszczalng TNF;

- TNFR2 (biatko p75, CD120b, p75/80) - wigze gtéwnie forme btonowg TNF.

Gen kodujgcy TNFR1 u cziowieka zostat zlokalizowany na chromosomie 12p13,
a dla TNFR2 na chromosomie 1p36 [14]. Receptor ten znaleziono na

powierzchni niemal kazdej komorki jadrzaste).
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Natomiast receptory TNFR2 wykazujg ekspresje gtownie na leukocytach
i komorkach srodbtonka. Niektore komorki (limfocyty, fibroblasty, komorki
srodbtonka) majg na swojej powierzchni oba receptory dla TNF [258]. Z reguly
nie obserwuje sie korelacji miedzy liczbg receptorow obecnych na komorce i jej
odpowiedzig na TNF. Dziatanie obu receptorow TNF skutkuje translokacjg
czynnika transkrypcyjnego NF-kB do jadra komérkowego, gdzie wigze sie on do
regiondbw promotorowych réznych gendéw. Podobne geny via NF-kB sg

aktywowane takze w wyniku potgczenia IL-1 ze swoim receptorem [35, 50].

Wewnatrzkomorkowa czes¢ TNFR1 (p55) zawiera okoto 70-aa domene
okreslang jako domena smierci, rekrutujgcg powstanie biatka zwanego MORT-1
[50]. Domena smierci jest rowniez obecna w wewnatrzkomoérkowych odcinkach
innych receptoréw dla czgsteczek nadrodziny TNF indukujgcych apoptoze.
Domena smierci TNFR1 jest odpowiedzialna za aktywacje dwoch niezaleznych
I przeciwstawnych szlakow w komorce — jeden prowadzi do apoptozy, a drugi
do aktywacji NF-kB i indukcji ekspresji kilkudziesieciu gendéw [50, 258].
Cytoplazmatyczna forma  TNFR1  (p55) rekrutuje takze rodzine
wewnatrzkomaorkowych biatek zwigzanych z domeng Smierci
(ang. TNFR-associated death domains, TRADDS), ktdre inicjujg aktywacje
kaspaz (cysteinowe proteazy), etap istotny w drodze sygnalowe] procesu

programowanej smierci komorki [35, 50, 258].

Unikalnych dla nadrodziny TNF domen $mierci nie wykryto w receptorach
innych cytokin, np. IL-1RI oraz IL-1R-AcP, czy receptora IL-6 [50, 122].

Czes¢ cytoplazmatyczna receptora typu Il TNF (TNFR2, p75) ktory, jak
wspomniano, znajduje sie gtownie na komorkach uktadu limfatycznego, wigze
sie bezposrednio z TRAF1 (ang. TNF-R-associated factor)-1 i TRAF2. Biatka te
nie majg zadnej aktywnosci enzymatycznej (biatka adaptorowe) i wigzg sie
z réznymi biatkami uczestniczacymi w przekazywaniu sygnatéw [108]. Wykrycie
kolejnych biatek z rodziny TRAF (TRAF3, TRAF4, TRAF5 i TRAF6), przyczynito
sie do ujawnienia molekularnych mechanizméw drog sygnatowych calej
nadrodziny TNFR oraz rodziny receptora Toll/Interleukina-1 (Toll/IL-1R) [108].
TRAF2, TRAF5 i TRAF6 stluzg jako biatka adaptorowe, ktore wigzg sie do

btonowych receptoréw i uczestniczg w drogach sygnatowych z udzialem kinaz
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biatkowych A i C, prowadzac m. in. do aktywacji czynnikow transkrypcyjnych
NF-kB i AP-1 [108].

Poréwnujac receptory dla TNF i IL-1, nalezy doda¢, ze cho¢ sg one zupetnie
inne pod wzgledem budowy molekularnej, po-receptorowa kaskada wydarzen
jest zdumiewajgco podobna. Nie dziwi wiec fakt, ze zarbwno TNF, jak i IL-1

aktywujg ten sam (lub bardzo podobny) zestaw gendw [50].

Charakterystyke molekularng TNF-a przedstawiono w Tabeli 1.

2.1.3.2. TNF-a a kamica p echerzyka zétciowego

W mechanizmach litogenezy podkresla sie role zaburzen funkcji absorpcyjnych
komérek nabtonka pecherzyka zoéiciowego, wywotanych przez infekcje
bakteryjne (gtébwnie E. coli, Klebsiella, Streptococcus, Pseudomonas)
I towarzyszacy im proces zapalny [191]. Wykazano, ze ekspozycja hodowanych
komoérek nabtonka pecherzyka Zoélciowego na cytokiny prozapalne
(w tym TNF-a) prowadzi réwniez do uposledzenia absorpcyjno-sekrecyjnych
funkcji tych komorek [191]. Autorzy konkludujg, ze podobnie jak LPS czy PGE2,
takze cytokiny takie jak: IL-1a i TNF-a wplywajg bezposrednio destrukcyjnie na
funkcje komdrek nabtonka pecherzyka zoétciowego [191]. Po stymulacji LPS
obserwowano wzrost syntezy i wydzielania TNF-a (biatko i mRNA) przez
hodowane komoérki nabtonka pecherzyka zo6tciowego myszy [210]. Powstawanie
MRNA TNF-a (ale nie biatka) wykazywano rowniez w komérkach nabtonka bez
stymulacji antygenem bakteryjnym. Badania te wskazywaty, ze TNF-a moze na
drodze parakrynowej/autokrynowej posredniczy¢ w funkcjach sekrecyjnych
komérek nabtonka pz, a jego nasilona synteza moze mie¢ miejsce w warunkach
stanu zapalnego i/lub sepsy [210]. Nalezy dodaé, ze stymulacja komérek
nabtonkowych pz LPS, powodowata wzrost ekspresji nie tylko TNF-a, ale
réwniez IL-1B i IL-6, oraz wielu innych biatek biorgcych udziat w procesach
zapalnych [210].

Przenoszac wyniki tych badah na warunki in vivo w przypadku chorob drog

zOfciowych i pecherzyka Zzoéiciowego, mozna sadzi¢ ze infekcja bakteryjna
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(czy produkty bakterii, jak LPS) odgrywa istotng role w patogenezie stanu
zapalnego drog zotciowych i w konsekwencji moze sprzyja¢ litogenezie.
Komorki nabtonka obok funkcji protekcyjnej, mogg wiec ,odpowiadaé” na
obecnos$¢ antygendw bakteryjnych wiasnie produkcjg (czy nadprodukcja)
cytokin (w tym TNF-a) i chemokin [210].

Doktadniejsza koncepcja udziatu cytokin w patogenezie kamicy zoiciowe]
bazowala na obserwacji pozytywnej zaleznosci pomiedzy zakazeniem
bakteryjnym (oraz TNF-a) a nadprodukcjg mucyn przez komorki nabtonka drog
z06fciowych [64, 270].

Uszkadzajgcy wptyw samego TNF-a na funkcje (sekrecyjng w tym przypadku)
komorek nabtonkowych drég zoétciowych podkreslano w wielu badaniach dos¢
wczesnie [37, 226]. | tak, badania Choi i wsp. (1999) wykazaly, ze LPS moze
stymulowa¢ sekrecje mucyn w komoérkach nabtonka pecherzyka zoiciowego
[37]. Nastepne badania wykazaly, ze LPS nasila wzrost produkcji mucyn
w mysich prawidtowych komérkach nabtonka drég zétciowych (ang. murine-
derived cultured biliary epithelial cells, BECs), a dotyczy on mucyn: MUC2
i MUC5AC. Ten sam antygen bakteryjny powodowat réwniez wzrost produkcji
TNF-a przez komorki nabtonkowe i uwalnianie go do podtoza hodowlanego.
Sam TNF-a réwniez indukowat produkcje obu wspomnianych mucyn.
Nadekspresje mucyn hamowat inhibitor kinazy biatkowej C (PKC) (calphostin C)
[270]. Zdolnos¢ do indukowania nadprodukcji mucyn pokazaty rowniez badania
Finzi i wsp. (2006) na ludzkich hodowanych komérkach pecherzyka zétciowego.
TNF-a indukowat w nich nadekspresje receptora EGF (EGF-R). Ligandy dla
EGF-R (EGF oraz transformujgcy czynnik wzrostu, TGF-a) w obecnosci TNF-q,
powodowaty znaczacy wzrost w produkcji glikoproteiny MUCS5AC (biatko
i MRNA), a nie zmienialy ekspresji innych mucyn (MUC1, MUC3, MUC5B) [64].

Wzrost ekspresji TNF-a (i IL-1B) w pecherzykach zoéiciowych otytych myszy na
diecie bogatej w weglowodany potwierdzity badania Mathur i wsp. (2008).
Autorzy dowodzg, ze otylos¢ w potagczeniu z dietg wysokoweglowodanowg
powoduje wzrost grubosci pecherzyka zétciowego oraz zwieksza w jego Scianie
zawartosc¢ trojglicerydow i cholesterolu oraz produkcje wspomnianych cytokin
[160].
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Kontynuujgc ten watek, nalezy podkresli¢ role TNF-a produkowanego przez
adipocyty. Na 4 r6znych modelach otytosci i cukrzycy u szczurow wykazano
indukcje ekspresji mMRNA TNF-a i biatka w tych komorkach [102]. Badania te
wskazywa¢ mialy na role TNF-a w otytosci, a takze insulinoopornosci
i cukrzycy, ktore towarzyszg otytosci [102]. Wiadomo, ze wiasnie otylosc
(zwtaszcza u pici zenskiej) oraz insulinoopornos¢ nalezg do kluczowych

czynnikow ryzyka kamicy zo6tciowej [160, 213].

Na modelu hodowanych komorek nabtonka pecherzyka zoétciowego chomikéw
wykazano, ze podawanie cytokin prozapalnych (w tym TNF-a obok IL-1pB),
indukuje produkcje tlenku azotu (ang. nitric oxide, NO), ktory indukuje
uszkodzenia DNA prawidtowych komorek nabtonka pecherzyka Zzoéiciowego.
Genotoksyczne witasciwosci NO indukowane cytokinami prozapalnymi mogg
by¢ wiaczone w proces kancerogenezy w odpowiedzi na przewlekie zapalenie
drég zoétciowych [124]. Badania immunocytochemiczne i z uzyciem hybrydyzacji
in situ potwierdzity ekspresje TNF i jego receptora w kamiczym pz i tkance
nowotworowej pecherzyka zotciowego. Obserwowano wzrost ekspresji TNF
w zaleznosci od etapdéw rozwoju nowotworu pecherzyka zéiciowego (od
hiperplazji, poprzez dysplazje do raka). Wzrost ekspresji genowej tej cytokiny
korelowat takze z zaawansowaniem guza [220]. Ekspresja TNFR obecna byta
w komaorkach endothelium oraz komaorkach jednojadrzastych podscieliska guza,
a negatywna w komérkach nabtonka pz i komérkach samego guza. Odkrycie to
sugeruje, ze TNF bierze udziat w patogenezie raka pecherzyka zoitciowego
wywotanego przez obecnos¢ kamieni zofciowych, a ekspresjia TNF
w komoérkach raka moze stuzy¢ jako marker zaawansowania nowotworu [220,
221].

W surowicy krwi pacjentow z przewlektymi progresywnymi chorobami ukfadu
pokarmowego (w tym z kamicg zéiciowg), obserwowano znaczacy wzrost
surowiczych stezen cytokin, w tym TNF-qa, ktory znacznie przewyzszat poziomy
np. IL-1a czy IL-6 (150-370 pg/ml vs. 30-80 pg/ml) [251, 252]. Wzrost stezenia
TNF-a autorzy ci obserwowali zwlaszcza w pdzniejszych stadiach choroby
[251].
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Kolejng grupe badan, publikowanych szczegdlnie licznie pod koniec lat 90-tych
XX wieku, stanowi okreslanie systemowej odpowiedzi zapalnej u pacjentow
w zaleznosci od wielkosci naturalnej tkankowej traumy zwigzanej z usunieciem
pecherzyka zotciowego (cholecystektomia) [29, 34, 89, 101, 138, 190].

Po operacji usuniecia pecherzyka zotciowego generalnie obserwowano wieksze
stezenia TNF-a w przypadku konwencjonalnej (otwartej) cholecystektomii
w poréwnaniu z laparoskopowg [34, 89, 101, 138,], cho¢ w 4 dniu po operacji
wzrost TNF-a zasadniczo nie réznit sie pomiedzy grupami operowanych osob
[194]. Niektorzy z autoréw nie notowali roznic w stezeniu TNF-a w zaleznosci
od rodzaju zabiegu operacyjnego, cho¢ sam zabieg operacyjny powodowat
znaczacy wzrost stezenia tej cytokiny w porownaniu z wartoscig sprzed operacji
[18]. Najwyzsze stezenia mediatoréw zapalenia (w tym TNF-a) obserwowano
z reguty w pierwszym dniu po operacji, wieksze po zabiegu konwencjonalnym
w poréwnaniu z zabiegiem laparoskopowym [34]. Niektérzy z badaczy drugi pik
w pooperacyjnych stezeniach cytokin prozapalnych, w tym TNF widzieli w 3
dniu [194]. Inni obserwowali z kolei obnizenie stezenia cytokin w 3 dniu po
operacji (jednak stezenia wcigz wyzsze niz w kontroli) [34]. Nie obserwowano
korelacji pomiedzy stezeniem cytokin (w tym TNF-a) a CRP [194] i r6znic
w stezeniu kortyzolu, czy CRP pomiedzy grupami [190]. Podsumowujgc wyniki
wszystkich powyzszych badahn w przypadku leczenia kamicy, wiekszo$¢ prac
rekomenduje stosowanie w pierwszym rzedzie cholecystektomii laparoskopowe]

jako metody operacyjne;.

Jesdli chodzi o nieoperacyjne leczenie nawracajgcych przewlektych chordb
przewodu pokarmowego podejmowano préby terapii monoklonalnymi
przeciwciatami anty-TNFa, co wigzalo sie z przejsciowymi widocznymi
zmianami stezenia cytokin we krwi obwodowej [252]. Nie znaleziono jednak

doktadniejszych opracowan na ten temat w kamicy pecherzyka zétciowego.
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3. Biatka z rodziny S100

Biatka S100 nalezg do rodziny liczacej 25 przedstawicieli i charakteryzujg sie
wysoka homologig, tkankowo-specyficzng ekspresjg oraz w wiekszosci niskg
masg czasteczkowg (9-14 kDa) [55, 75, 95, 157, 227]. 21 z ludzkich genow
S100 jest rozmieszczonych w regionie chromosomu 1921, regionu, ktéry czesto
ulega delecji, translokacji lub duplikacji w guzach, wskazujagc na ich potencjalng
role w kancerogenezie [227].

Najwczesnie] opisano biatka S100A1 (zwane uprzednio S100/S100a)
oraz S100B (wczesniej zwane S100B). Grupa biatek S100 obejmuje biatka o
bardzo zblizonej budowie pierwszorzedowej, podlegajace modyfikacjom

potranslacyjnym.

Biatka S100 wigzg dwa jony Ca®* z réznym powinowactwem za pomoca tzw.
motywow EF-hand [54, 55]. Niektdre z tych biatek wigza réwniez jony Zn** oraz
jony Cu®* [94].

Biatka S100 wplywajg m.in. na aktywnos¢ enzymow, fosforylacje biatek,
transkrypcje genow, reorganizacje wszystkich sktadnikéw cytoszkieletu oraz
regulacie homeostazy wapniowej. Mogq by¢ wydzielane takze na zewnatrz
komorki i uczestniczy¢ w procesach komunikacji miedzykomérkowej [54].
Charakterystyczng cechg biatek S100, jak wspomniano, jest ich wystepowanie
w okreslonych typach komorek i tkanek. Wykazano, ze nasilenie i miejsce
ekspresji bialek S100 moze zmienia¢ sie w czasie rozwoju organizmu oraz
w stanach chorobowych [112]. Biatka z grupy S100 uwazane sg za marker
réznicowania glejowego [46]. W normalnych tkankach, biatko S100B najbardziej
obficie wystepuje w komorkach glejowych centralnego i obwodowego uktadu
nerwowego, w melanocytach, chondrocytach i komorkach ttuszczowych. Biatko
S100B jest typowym biatkiem wydzielniczym astrocytow i uwalniane do
przestrzeni pozakomorkowej, moze wywiera¢ zarowno efekt troficzny, jak
i toksyczny (w zaleznosci od stezenia) na komorki  nerwowe
i glejowe [217, 243]. Ze wzgledu na swoje funkcje nazwane zostato
C-reaktywnym biatkiem mozgu (,CRP” mdzgu) [217]. Podwyzszone stezenia
S100B zostaly wykazane m.in. u pacjentow z chorobg Alzheimera, w zespole
Downa, schizofrenii, depresji oraz pourazowych uszkodzeniach moézgu [243].
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Nadmierna produkcja tego biatka przez astrocyty jest by¢ moze odpowiedzialna
za zespoty neurodegeneracyjne u cziowieka [243]. Natomiast biatko S100A1
najliczniej reprezentowane jest w kardiomiocytach, komérkach miesni
szkieletowych oraz komorkach nabtonkowych $Slinianek i nerek. Istnieje cata
lista tkanek patologicznych, w ktorych wykazano ekspresje biatek S100,
obejmujgca takze wiele nowotworéw u cztowieka [175, 227, 249].

W komorce biatka S100 wystepujg najczesciej w postaci niekonwalencyjnych
dimerdéw. | tak np. S100B tworzy heterodimer z S100A11, S100A1 z S100B,
S100A8 z S100A9, co ma prawdopodobnie znaczenie w ich aktywnosci
biologicznej [75, 112].

Ws$rod biatek S100 znajduje sie podgrupa biatek (S100A12, S100A8 i S100A9)
scisle zwigzana z regulacjg czynnosci uktadu immunologicznego, ktorych
ekspresja wystepuje w ostrych i/lub przewlektych schorzeniach zapalnych [65]
oraz roznych nowotworach u cztowieka [86, 249]. Ze wzgledu na witasciwosci
wigzania jonOw wapnia oraz wysokg ekspresje w granulocytach, podgrupe te
nazywa sie takze kalgranulinami. Rola tych biatek w procesach zapalnych
pomimo intensywnych badan, prowadzonych w ostatnich latach, pozostaje
niejasna. Najczesciej uwaza sie, ze nie jest to jedynie dziatanie prozapalne, ale
efekt tych biatek jest raczej plejotropowy [11, 75, 86, 94]. Tak wiec podobne do
cytokin dziatanie tej grupy biatek S100 w zapaleniach, sugeruje ich role takze
w kancerogenezie na tle zapalenia [75]. Badania ostatnich lat na modelu mysim
przypisujg biatkom S100A8/S100A9 role w otytosci i chorobach ukladu krgzenia
oraz miazdzycy. Kompleks ten moduluje w réznorodny sposob odpowiedz
zapalng komorek szpikowych. | tak, w przypadku neutrofilow wywotuje efekt
prozapalny, ktérego nie obserwuje sie w przypadku makrofagéw, efekt
przeciwzapalny wykazano natomiast w przypadku komérek dendrytycznych
[11]. Dalszych badan wymaga peine zrozumienie roli tych biatek
produkowanych przez rézne populacje komérkowe u czlowieka, zwlaszcza

w kontekscie zastosowan terapeutycznych.
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3.1. Ekspresja genowa S100A8 i S100A9

Geny dla ludzkich biatek S100A8 i S100A9 znajdujg sie na chromosomie 1g21,
tacznie z innymi genami dla catej grupy biatek S100 [75, 86]. ChoC biatka
S100A8 i S100A9 moga wystepowac jako homodimery podobnie jak wiekszos¢
biatek S100 [86, 227], to preferencyjnie tworzg one heterodimery S100A8/A9
[86]. Moga takze tworzyé tetramery indukowane jonami Ca*? [227]. Heterodimer
znany takze pod nazwg kalprotektyna (inne nazwy: biatko szpikowo-zalezne,
MRP8/14) zostat oryginalnie odkryty jako immunogenne biatko, o m. czgst. 36
kDa wydzielane przez neutrofile i posiadajgcy wiasciwosci antybakteryjne
[45, 67, 228]. Dos¢ wczesnie konstytutywng ekspresje kalprotektyny wykazano
nie tylko w neutrofilach, ale takze komdrkach dendrytycznych pochodzenia
szpikowego, ptytkach krwi, osteoklastach, hipertroficznych chondrocytach
oraz trofoblastach [86]. Nastepne badania wykazaty, ze wysokie stezenia tych
biatek cechujg niektore stany zapalne. Mogg one dziata¢ jak czynniki
chemotaktyczne i sg konstytutywnie produkowane obok neutrofiléw, takze przez
aktywowane monocyty i makrofagi [65, 203, 206]. Biatka S100A8 i S100A9
nazywane sg, jak podano wczesniej, takze kalgranulinami, choé¢ nie wszyscy
autorzy uznajg te nazwe za prawidtowg [66]. Kalgranuling A nazywano biatko
S100A8 (inna nazwa: myeloid-related protein 8, MRPS8), kalgranuling B —
S100A9 (zwana takze MRP14) i kalgranuling C — biatko S10012 (extracellular
newly identified RAGE binding protein, EN-RAGE) [66, 104]. Pod wptywem
stymulacji antygenowej, biatka S100A8/A9 mogg by¢ produkowane takze przez
wiele innych typéw komoérek ludzkich i zwierzecych (komérki srédbtonka
mikronaczyn, fibroblasty, keratynocyty) [86]. Sugeruje sie, ze S100A8 i S100A9
produkowane przez aktywowane komorki srodbtonka, fibroblasty i keratynocyty
petnig gtownie role wewnatrzkomérkowa, w odrdznieniu od stymulowanych
monocytow/makrofagéw, ktére uwalniajg te kalgranuliny na zewnatrz komaorki
[86].

Jak wspomniano, heterodimer S100A8/A9 szczegdlnie obficie wystepuje
w neutrofilach i stanowi ok. 40%-50% rozpuszczalnej frakcji cytozolu [45]. Oba
biatka ulegajg translokacji do cytoszkieletu i btony komdrkowej w momencie
podwyzszonego wewnatrzkomérkowego stezenia jonow wapnia [202].
Wykazano, ze kalprotektyna reguluje aktywnos$¢ kinaz kazeinowych 1 i II,
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a takze RNA-polimeraz | i Il. Ekspresja S100A8 i S100A9 oraz regulacja
wspomnianych  kinaz  kazeinowych zachodzi tylko w makrofagach
w odpowiednim stadium funkcjonalnym, co jest prawdopodobnie zwigzane
z odpowiedzig na stany zapalne [112]. Genowa indukcja S100A8
w makrofagach jest zalezna od IL-10 i wzmacniania przez czynniki

immmunosupresyjne [86].

Kompleks S100A8/A9 odpowiada za wrodzong odpornos¢ i rekrutacje
leukocytow do miejsc zapalenia. Odpowiada za adhezje i transmigracje
leukocytow przez s$rodbtonki naczyh. Jest waznym mediatorem roznych
proceséw w przewlektej fazie zapalenia [65, 66, 67]. Ze wzgledu na funkcje we
wrodzonej odpornosci i produkcje w odpowiedzi na uszkodzenie tkanki (stres
komodrkowy), biatka S100A8 i S100A9 zwane sg roéwniez ,endokinami”,
-alarminami” lub biatkami DAMP (ang. damage associated molecular pattern
proteins). Wydzielane sg przez aktywowane lub uszkodzone komoérki, a swoje
efekty prozapalne wywotujg poprzez interakcje z czgsteczkami receptorowymi
PRRs [67]. Wykazano, ze efekt prozapalny in vitro wywotujg w tych samych
stezeniach, jakie znajdowano w miejscach zapalenia [66]. Biatka S100A8
i S100A9, procz fosforylacji, mogq ulegac oksydacji oraz mie¢ dotgczane grupy
siarkowe i nitrozylowe (SNO). Taka forma biatka (S100A8-SNO) hamuje
aktywacje komorek tucznych i ogranicza samo zapalenie, regulujgc napiecie

miesnidwki naczyh w miejscach zapalenia tkankowego [86].

W warunkach in vitro wykazano bezposrednie dziatanie antybakteryjne
I przeciwgrzybicze ,wolnych” kalgranulin i to w stosunku do wielu patogendw,
m.in. E. coli, Staphylococcus aureus, S. epidermis, Borrelia burgdorferi, Listeria
monocytogenes i Candida albicans [104]. Sugerowane mechanizmy
zewnatrzkomoérkowego dziatania ludzkiego biatka S100A8 obejmujg: nasilanie
chemotaksji (neutrofilow, monocytow) i ekspresji integryn, zwiekszanie
komérkowego metabolizmu oraz proceséw oksydacyjnych [86]. Biatko S100A9
dodatkowo (procz podanych wczesnie)) ma wplywaé na migracje fagocytow,
indukowanie  bolu spowodowanego zapaleniem, wywolywanie zmian
miazdzcowych, potegowanie funkcji makrofagow. Caty heterodimer S100A8/A9

obejmuje wszystkie powyzsze funkcje oraz dodatkowo bierze udziat w migracji



47

makrofagéw, transporcie kwasu arachidonowego, procesach apoptozy,
nasilaniu odktadania sie amyloidu oraz aktywacji komérek srodbtonka [86].

Jesli chodzi o procesy zapalne, kalprotektyna moze zaréwno propagowac
zapalenie, jak i wykazywaé dziatanie przeciwzapalne. To ostatnie dziatanie
wykazano u szczurow [86]. W antybakteryjnym dziataniu kalgranulin

z pewnoscig odgrywa role takze sekwestracja Zn*? i Mn*? przez te biatka [104].

Nadekspresja biatek S100A8/A9 zostata opisana w wielu schorzeniach u ludzi
i to zarbwno chorobach o etiologii zapalnej i autoimmunologicznej
(mukowiscydoza, reumatoidalne zapalenie stawOw, przewlekie zapalenie
oskrzeli, przewlekie choroby zapalne jelit, toczeh ukiadowy, stwardnienie
rozsiane, uogolniona miazdzyca), jak i w nowotworach (raki piersi, ptuc,
zotadka, jelita grubego, trzustki, i prostaty) [67, 75, 112, 234]. SzczegOllnie Scisty
zwigzek dotyczy¢ ma ekspresji biatka S100A9 i nowotworéw o charakterze
gruczotowym (piersi, ptuc i tarczycy) [przeglad tematu: 75]. Obecnos$¢ wysokich
stezen obu biatek w surowicy krwi chorych z zapaleniami, sugeruje ze biatka
S100A8/A9 mogq stanowi¢ potencjalne biomarkery zapalenia, stuzy¢ do
monitorowania aktywnosci choroby i badania odpowiedzi na leczenie [65].
Szczegoblnie istotne jest réwniez podkreslenie roli  obu kalgranulin
w patogenezie nowotworow u cziowieka, ktére rozwijajg sie na podiozu

przewlektego stanu zapalnego [75].

Obserwowano indukcje ekspresji S100A8/A9 w warunkach eksperymentalnych
in vitro w mysich komérkach srodbtonka mikronaczyn i makrofagach wywotang
przez podanie TNF-a oraz IL-1 [265, 268]. Z drugiej strony wykazano rowniez,
ze biatka S100A8/A9 nasilajg ekspresje TNF-a w komaorkach srodbtonka naczyn
u ludzi [255]. Ponadto wykazano, ze TNF-a aktywuje ekspresje S100A8
i S100A9 w keratynocytach naskérka [17]. W pisSmiennictwie opisano rowniez,
ze S100A8/A9-pozytywne makrofagi produkujg i wydzielajg TNF-a [120].
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3.2. Receptory dla biatek S100A8 i S100A9

Kalgranuliny wydzielane sg przez komérki z pominieciem siateczki
endoplazmatycznej i aparatu Golgiego, gdyz nie posiadajg sygnatowego
peptydu. Uwalnianie to moze by¢é stymulowane bodzcami prozapalnymi,
poprzez aktywacje kinazy biatkowej C (PKC) lub wzrost wewngtrzkomorkowego
stezenia jonow wapnia po kontakcie z aktywowanymi komérkami srodbtonka.
Bakteryjny LPS i czasteczka C5a powoduje szybkie wydzielanie S100A8
i S100A9 z neutrofilbw i monocytow w procesie zaleznym od komorkowej
tubuliny [104]. Sugeruje sie, ze ludzkie S100A8 i S100A9 uwalniane sg do

przestrzeni pozakomoékrowej w wyniku $mierci komorki [256].

Heterodimer S100A8/S100A9 i inne biatka z rodziny S100 (S100B, S100A12,
S100P) posiadajg na btonach komoérek docelowych wiele potencjalnych
receptorow i/lub  koreceptorbw. W badaniach in vitro wykazano,
ze S100A8/S100A9 taczg sie z siarczanem heparanu oraz karoboksylowanymi
glikanami [197]. Ponadto czgsteczka CD36 i receptor dla kohcowych produktow
glikozylacji (ang. receptor of advanced glycation end products, RAGE) wydajg
sie by¢ dwoma innymi potencjalnymi receptorami dla obu kalgranulin [75].
Biatka S100A8 i S100A9 sg prawdopodobnie ligandami takze dla TLR-4
(ang. toll-like receptor 4). Na modelu mysim wykazano interakcje pomiedzy
S100A8 i rekombinowanym TLR4 [257] (Rycina 5) .
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karboksylowane siarczan RAGE CD36 TLR4 ?
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Rycina 5. Model dziatania biatek z rodziny S100 i ich receptoréw w ostrym
i przewleklym zapaleniu, inwazji guzéw oraz wrodzonej odpornosci.
Rycina wedtug C. Gebhardt i wsp. (2006) [75], zmodyfikowana.
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3.3. Rola biatek S100A8/A9 w chorobach przewodu pok  armowego

Biatka S100A8 i S100A9 sg wytwarzane gtownie przez komorki naciekdw
zapalnych. Stezenia tych biatlek w krgzeniu sg podwyzszone szczegOlnie
w stanach zapalnych, przebiegajgcych z infiltracjg neutrofilami i/lub
aktywowanymi monocytami/makrofagami [86, 233]. Cho¢ wzrost surowiczych
stezen kalgranulin nie pozwala na diagnostyke konkretnej jednostki chorobowej,
niektérzy z autoréw sugerujg, ze mogq by¢é one niespecyficznymi markerami
aktywacji fagocytow [65, 66]. Badanie stezen kalgranulin pochodzacych
z lokalnych zrédet zapalenia (np. stolec, plwocina) moze by¢ pomocne
w diagnozowaniu takich jednostek chorobowych, jak stany zapalne jelit czy
astma oskrzelowa [67, 68, 86]. Kompleks S100A8/A9 obecny w stolcu (,katowa”
kalprotektyna) zaproponowany zostat jako marker standw zapalnych jelita
[67, 131]. Rozpuszczalna forma kalprotektyny (w odréznieniu od postaci
btonowej) wywiera efekt bakteriostatyczny i wykazuje szereg wiasciwosci

cytokinopodobnych w lokalnym mikrosrodowisku [233].

Jak wspomniano, uwaza sie, ze kalgranuliny sg uwalniane z cytoplazmy
Lumierajgcych” badz obumartych neutrofilow do ptynnej zawartosci ropnia [126].
Okreslono nawet pozytywng korelacje pomiedzy zewngtrzkomorkowym
stezeniem kalgranulin, gestoscig neutrofilow i utratg witalnosci tych komérek
[104].

Zademonstrowano immunocytochemiczng ekspresje bialek S100A8/S100A9
w fagocytach naciekow zapalnych jelita cienkiego [150].

W przewlektych chorobach jelit (aktywna choroba Crohna, wrzodziejgce
zapalenie jelita grubego) oraz tkankach jelita z objawami nadwrazliwosci,
wykazano wzrost wydzielania gtownie biatka S10012, w mniejszym stopniu
biatek S100A8/A9 [67]. Ujawniono, ze wiece] bialek pochodzito ze zmian
zapalnych jelita grubego w poréwnaniu z cienkim. Jest to dyskutowane przez
autorow pracy. Ponadto wszystkie badane biatka S100 indukowaly wzrost
sekrecji czasteczek adhezyjnych i chemokin przez hodowane komorki
srodbtonka mikronaczyn (ang. intestinal microvascular endothelial cells,
HIMECSs), izolowane z prawidiowe] tkanki jelita grubego [67]. Badania te
wskazujg, ze bezposrednie uwalnianie biatlek S100 z fagocytow w miejscach
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zapalenia, odzwierciedla sekrecje tychze z naciekowych neutrofilow (S100A12)
oraz monocytow lub komérek nabtonkowych (MRP8/14) [67].

Obserwowano wzrost zaréwno surowiczych, jak i tkankowych poziomow biatek
S100 (kalprotektyny i S100A12) takze w chorobach zapalnych jelita grubego
u dzieci [143]. Obserwowano korelacje stezenia S100A12 w bionie Sluzowej
z aktywnoscig zapalng jelit. Ekspresja S100A8, S100A9 oraz S100A12 byta
obfita w calej zapalnie zmienionej btonie Sluzowej (lamina propria i nabtonek)
w poréwnaniu z ekspresjg dotyczgca tylko komérek lamina propria w materiale
kontrolnym [143]. Obecnos¢ biatek S100A8/A9 oraz S100A12 wykazano
rowniez w bilonie $luzowej zotagdka z zakazeniem Helicobacter pylori u dzieci,
a nie byto ekspresji tychze w kontrolnej btonie sluzowej [142]. Sugeruje sie,
ze biatka te dzialajg jako wrodzone antybakteryjne proteiny ograniczajgce

zakazenie w btonach sluzowych $ciany jelita.

Wykazano takze zwiekszong ekspresje biatka S100B na poziomie mRNA
i biatka u pacjentéw z nieleczong chorobg trzewna. Zrodiem komérkowym tego
biatka w dwunastnicy byly jelitowe komorki zwojowe. Dowiedziono roli tego
przedstawiciela rodziny S100 w indukowaniu produkcji syntazy tlenku azotu
i produkcji azotynu. Ekspozycja na gliadyne znaczaco zwiekszata produkcje

biatka S100B, syntazy tlenku azotu i produkcje azotynu [59].

Zwiekszong ekspresje S100A9 i S100A8 w porownaniu z kontrolg, wykazano
takze u 70% pacjentow z rakiem jelita grubego. Badanie immunocytochemiczne
pozwolito na udokumentowanie kolokalizacji S100A8 i S100A9 w komorkach
(makrofagi i neutrofile) wzdtuz inwazyjnego marginesu tkanki nowotworowe;j
[234].

Rola biatek S100 produkowanych przez fagocyty w patogenezie cholelithiasis
jest stabo poznana i brakuje danych w dostepnym pismiennictwie. Jedno
z bialek S100 (S100A4) uznano za czynnik gorszej prognozy w raku
pecherzyka zoOilciowego. Obserwowano krotszy czas przezycia pacjentéw
z pozytywng ekspresjg S100A4. Biatko to scharakteryzowane zostalo jako
czgsteczka indukujgca przerzuty, regulujgca ruchliwosc¢ i nasilajgca inwazyjnosc¢

komédrek nowotworowych [169].
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Podsumowujgc, biatka S100A8 i S100A9 pelnig gtéwnie role prozapalna.
Doktadne funkcje (w tym przeciwzapalne) mogg wynika¢ z posttranslacyjnych
modyfikacji bialek w warunkach oksydacyjnych srodowiska. By¢ moze zalezg
takze od aktywnosci proteaz uwalnianych z aktywowanych fagocytow, wigzania
jonéw cynku, konkretnych komorek produkujgcych te biatka oraz innych blizej
nieznanych czynnikéw [86].
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ZALOZENIA | CELE PRACY

Mechanizmy powstawania kamieni zotciowych u cztowieka sg tylko czesciowo
poznane. Istnieje réwniez wiele hipotez dotyczacych udzialu samej reakcji
zapalnej w patogenezie kamicy zétciowej.

Nieliczne dane literaturowe wskazujg na zwiekszone surowicze stezenia cytokin
prozapalnych w zaleznosci od fazy =zapalenia pecherzyka Zzofciowego
u pacjentow z objawowg kamicag. Z badan tych nie wynika jednoznacznie jakie
jest nasilenie ekspresji tych biatek w blonie sluzowej pecherzyka zéiciowego
objetego procesem zapalnym, gdyz nie wszystkie cytokiny produkowane przez
komorki w lokalnym nacieku zapalnym, muszg by¢ uwalniane do krwi czy do

z0tci.

Brakuje badan na temat roli biatek z rodziny S100, produkowanych przez
fagocyty naciekdw zapalnych pecherzyka Zzoiciowego w litogenezie i/lub
przebiegu reakcji zapalnej. Nie wiadomo réwniez czy podobnie jak w innych
chorobach przewodu pokarmowego, biatka S100A8 i S100A9 moga byc

markerami nasilenia zmian zapalnych w cholecystitis.

Podstawowym celem badan byta ocena komorkowej ekspresji cytokin
prozapalnych oraz biatek z rodziny S100 w zapalnie zmienionych pecherzykach
zélciowych u pacjentdw z kamicg z0iciowa, ze szczegdlnym uwzglednieniem
obszaru btony sluzowej, ktéra stanowi element pierwotnego ukfadu odpornosci

w Scianie przewodu pokarmowego.

Szczegotowe cele pracy obejmuja;

1. Histopatologiczng ocene zmian morfologicznych oraz aktywnosci zapalnej
(grading) w pecherzyku zotciowym u pacjentdw z ostrym i przewlektym

zapaleniem narzadu,

2. Immunocytochemiczng analize komorkowej ekspresji klasycznych cytokin
prozapalnych (IL-1a, TNF-a i IL-6) oraz biatek z rodziny S100 (S100B,
S100A8 i S100A9) w btonie Sluzowej pecherzyka zo6tciowego u pacjentéw
z ostrym i przewleklym kamiczym zapaleniem pecherzyka zétciowego,
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Immunocytochemiczng ocene fenotypu komoérek naciekéw zapalnych

w pecherzyku zo6tciowym w kamiczym zapaleniu narzadu,

Analize porownawczg oraz korelacje pomiedzy tkankowg ekspresjg cytokin
prozapalnych i biatek z rodziny S100 a wybranymi danymi klinicznymi w obu
grupach chorych, z uwzglednieniem grupy najmtodszych pacjentéw (ponizej

25 roku zycia) z objawowg kamicg zétciowa.
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MATERIAL | METODY

1. Pacjenci

Badane grupy pacjentow podzielono na dwie zasadnicze grupy: 16 pacjentow
z ostrym zapaleniem pecherzyka zoétciowego (ACC, ang. acute calculous
cholecystitis) i 55 chorych z przewlektym zapaleniem narzadu (CCC, ang.
chronic calculous cholecystitis). W grupie CCC wyrdzniono dwie podgrupy — 35
pacjentow mtodszych (do 25 r.z.) oraz 20 pacjentow starszych (Srednia wieku
okoto 50 lat).

Rozpoznanie ostrego | przewleklego zapalenia pecherzyka Zzoétciowego
w przebiegu objawowej kamicy zoilciowej postawiono zaréwno na podstawie
objawow klinicznych, jak i zmian morfologicznych usunietego pecherzyka

z0fciowego.

Wszyscy pacjenci zostali poddani cholecystektomii  (w  wiekszosci
laparoskopowej) w Szpitalu im. T. Chatubinskiego w Ostrowie Wielkopolskim
w latach 2003-2007. Podgrupe miodych pacjentéow z CCC (n=35) stanowig
wszyscy pacjenci < 25 roku zycia, ktérych udato sie zebra¢ w latach 2003-2007.
Czas trwania objawow kamicy zotciowej w grupie z przewlektym cholecystitis

(CCC) wynosit od po6t roku do 1 roku.

Z badanych grup chorych wykluczono pacjentéw, ktorzy przechodzili jakies inne
operacje brzuszne przed cholecystektomia, chorych z ukladowymi chorobami
tkanki tacznej, pacjentow naduzywajacych alkohol oraz stosujacych przewlekle
leki przeciwzapalne oraz inne, ktére mogtyby zmienia¢ proces gojenia ran czy

sam proces zapalny.

Kamica pecherzyka zolciowego zostala zdiagnozowana na podstawie
klasycznych objawéw klinicznych, badan laboratoryjnych, a rozpoznania
histopatologiczne postawione na podstawie oceny skrawkow parafinowych
usunietych pecherzykéw Zzo6iciowych (rutynowe barwienie hematoksyling
I eozyng, H+E). U wszystkich chorych przed zabiegiem operacyjnym wykonano

badanie przedmiotowe i obrazowe metodg USG.

Dla obecnego opracowania wykorzystano podstawowe wyniki badan

laboratoryjnych (biochemia, hematologia) oraz dane kliniczne dotyczace wieku,
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pici, masy ciata i wzrostu pacjenta oraz innych towarzyszacych schorzen

(nadcisnienie, cukrzyca).

U wiekszosci pacjentbw nie  wykonywano  standardowo  badan
bakteriologicznych tresci, pobieranej $rodoperacyjnie, stad poza dwoma
przypadkami (w jednym posiew tlenowy jatowy, w drugim — wyhodowano
bakterie E. coli), niemozliwe bylo wykorzystanie takich informacji do badania

ewentualnych zaleznosci.

Liczbe ztogéw/kamieni zétciowych usunietych w czasie zabiegu oszacowano
w nastepujacej skali potilosciowej: 1 - obecnos¢ jednego kamienia niezaleznie
od wielkosci; 2 - 2-20 kamieni; 3 - >20-100 kamieni; 4 - >100 kamieni. Wskaznik
masy ciatla (ang. Body Mass Index, BMI) obliczano na podstawie wzoru

BMI=masa ciata (kg)/wzrost (m?), przyjmujac za otylo$¢ wartosé >30.

Rozpoznania histopatologiczne: cholecystitis chronica i/lub cholecystitis acuta
ustalone zostaly w oparciu o ocene morfologii pecherzykéw zoiciowych
w barwieniu hematoksyling 1 eozyng, wykonang w ramach badan
diagnostycznych w Pracowni Patomorfologii Szpitala im. T. Chatubinskiego

w Ostrowie Wielkopolskim.

W ramach rozprawy doktorskiej preparaty histologiczne zostaly poddane
ponownym badaniom swietlnomikroskopowym (mikroskop Oympus BH-2)
I potilosciowej ocenie nasilenia zmian zapalnych (grading) oraz liczby komorek
naciekbw zapalnych, mozliwych do oceny w rutynowym barwieniu
histologicznym (H+E). To powtdrne badanie w barwieniu H+E miato réwniez na
celu kwalifikacje reprezentatywnego materialu do badan z zastosowaniem
technik immunocytochemicznych. Szczegdlng uwage zwracano na morfologie
struktur btony Sluzowej pecherzyka zoiciowego, a mianowicie nabtonek

I blaszke wiasciwg btony Sluzowej (lamina propria).

2. Materiat tkankowy, stosowane odczynniki oraz met  odyka bada n

2.1. Podstawowy materiat do badan stanowity bloczki parafinowe, zawierajgce
archiwalny materiat pooperacyjny od chorych z kamicg zétciowg (n=16 z grupy
ACC oraz n=55 z grupy CCC), utrwalony w 4% roztworze zbuforowanej
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formaliny przez 24 godziny, a nastepnie zatapiony w parafinie. Seryjne skrawki

0 grubosci okoto 5 um skrojone zostaty na szkietka SuperFrost/Plus.

2.2. Kontrole pozytywng stanowit rowniez materiat tkankowy utrwalony w 4%
zbuforowanej formalinie i zatapiony w parafinie. Dysponowano fragmentami
dzigset od pacjentow =z przewleklym zapaleniem przyzebia (n=6)
oraz fragmentami odczynowych wezidw chtonnych (n=6). Wyniki uzyskane
w materiale kontrolnym pozytywnym stuzyty jedynie do weryfikacji stosowanych
w pracy przeciwciat na wykrywanie cytokin prozapalnych, biatek z rodziny S100
oraz markerow komoérek naciekow zapalnych (czasteczki CD, tryptaza). Nie

zostaly poddane analizie ilosciowe).

Materiat kontrolny pochodzit z Prywatnej Praktyki Stomatologicznej (fragmenty
dzigset z przewleklym zapaleniem przyzebia) oraz Katedry Patomorfologii

Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (odczynowe wezty chionne).
Catos¢ badan z wykorzystaniem skrawkow parafinowych obejmowata:
1. Barwienie z zastosowaniem hematoksyliny i eozyny (H+E),

2. Reakcje immunocytochemiczne z uzyciem przeciwciat mono-
lub poliklonalnych na obecnos¢ zaréwno fenotypow komorek naciekow
zapalnych, jak i cytokin prozapalnych oraz biatek z rodziny S100
(Tabela 2).
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Tabela 2. Charakterystyka przeciwciat zastosowanych w pracy.

Przeciwciato

Klon, kod lub nr
biatka w atlasie
biatek

Producent przeciwciat,

zastosowane rozcie nczenie i typ przeciwciat

Anty-S100 code No: DAKO, 1:400, krolicze poliklonalne anty-

Anty-S100A8 HPA024372 SIC_;MA-ALDRICH; 1:5QOO; krolicze
poliklonalne anty-ludzkie

Anty-S100A9 HPA004193 SIQMA-ALDRICH; 1:5900; krélicze
poliklonalne anty-ludzkie

Anty-IL-1 o klon 4414 R&D Systems, 1:100, mysie monoklonalne
anty-ludzkie

Anty-IL-6 klon 6708.111 R&D Systems, 1:100, mysie monoklonalne
anty-ludzkie

Anty-TNF- o klon 2C8 R&D Systgms, 1:50, mysie monoklonalne
anty-ludzkie

Anty-CD68 klon PG-M1 DAKO, 1:100, mysie monoklonalne anty-
ludzkie

Antv-trvptase klon AA1 DAKOCytomation, 1:400, mysie

yyp monoklonalne anty-ludzkie

Anty-CD3 klon LN10 Novocastra Labs; 1:500, mysie
monoklonalne anty-ludzkie

Anty-CD8 klon C8/144B DAKOCytqmatlon; 1:1; mysie monoklonalne
anty-ludzkie

Anty-CD4 klon 4B12 DAKO; 1:80; mysie monoklonalne anty-
ludzkie

Anty-CD20 klon LN10 Novocastra Labs; 1:200, mysie

monoklonalne anty-ludzkie

2.3. Barwienie z zastosowaniem hematoksyliny i eozy

ny (H+E)

Barwienie preparatow rutynowg technikg H+E wykonano zgodnie z klasyczng

procedurg opisang w podrecznikach dotyczacych technik histologicznych [30].
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Klasycznej analizie histopatologicznej w mikroskopie $wietinym poddano
wszystkie struktury obecne w preparacie, ze szczegOlnym uwzglednieniem
elementow strukturalnych btony $luzowej. Szczegdlng uwage zwracano na
budowe nabtonka pz oraz na obecnos¢ wewnagtrznabtonkowych komorek
nacieku zapalnego (m. in. komorki tuczne, makrofagi, granulocyty
obojetnochtonne). W lamina propria oceniano rozmieszczenie nacieku
zapalnego (ogniskowy, rozlany) i typ budujgcych go komoérek (limfocyty,
neutrofile, komorki tuczne, monocyty/makrofagi, eozynofile, inne), co dokladniej

weryfikowaty badania immunocytochemiczne.

2.3.1. Ocena intensywno sci nacieku zapalnego ( grading) w $cianie
pecherzyka zéiciowego

Intensywnos¢ nacieku zapalnego okreslono w 4-stopniowej skali potilosciowej,
gdzie 3 punkty — oznaczaly intensywny, w tym najczesciej rozlany naciek
zapalny

oraz obecnos¢ grudek chtonnych samotnych lub liczniejszych; 2 punkty -
Srednio intensywny, ale takze rozlany naciek zapalny; 1 punkt - pojedyncze
rozproszone komorki naciekOow zapalnych lub utozone ogniskowo komorki
nacieku; 0 punktow — tkanka pz, w ktorych nie stwierdzano widocznych
w mikroskopie swietinym komérek naciekéw zapalnych. Intensywnosé nacieku
zapalnego oceniono osobno w samej lamina propria i okreslono go jako G1
(grading 1; 0-3) oraz w warstwie miesniowej i surowiczej, ktory okreslono jako
G2 (grading 2; 0-3). Sumg G1+G2 oznaczono catkowite nasilenie zmian

zapalnych w $cianie pecherzyka zétciowego.

2.3.2. Ocena potilo sciowa liczby eozynofilbw w scianie p echerzyka

z0tciowego

W rutynowym barwieniu H+E szczegdlnie charakterystyczne i niekiedy bardzo
liczne byly eozynofile w naciekach zapalnych $ciany pecherzyka zétciowego
I stad poddano je analizie potilosciowej z zastosowaniem arbitralnie przyjetej

skali:

0 - brak widocznych eozynofilow; 1 — do 10% komorek; 2 — 11-50 % komorek;
3 — 51-80% komorek; 4 — powyzej 80% komodrek wystepujacych w obrebie
naciekoéw zapalnych w catej Scianie pz.
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Oceny grading oraz liczby eozynofilow w $cianie pecherzyka zotciowego

pacjentow dokonano w mikroskopie Olympus BH-2 (pow. obiektywu 20x i 40x).

2.4. Technika immunocytochemiczna ABC

Do wykrywania i badania komorkowej lokalizacji biatek markerowych komorek
nacieku zapalnego, cytokin prozapalnych i bialek S100 w btonie Sluzowej
pecherzykdéw  zolciowych  wykorzystano  klasyczng  technike  ABC
(strept(awidyna)-biotynylowana peroksydaza) wedtug opisu Hsu i wsp. [103].
Etapy reakcji immunocytochemicznej ABC byly nastepujgce: (1)
odparafinowanie i nawodnienie preparatow w ksylenie i szeregu alkoholi o
malejagcym stezeniu (2x100%, 90%, 85%, 80%, 70%), ptukanie w wodzie
biezacej - 10 min.; (2) blokowanie aktywnosci endogennej peroksydazy za
pomocyg 1% H,O, w H,O destylowanej - 30 min. i ptukanie w wodzie biezacej -
10 min. oraz w wodzie destylowanej - 10 min.; (3) inkubacja w normalnej
surowicy koziej (1:20, DAKO) - 30 min.; (4) inkubacja ze swoistymi
przeciwciatami - 18 godz. w temperaturze 4°C, a nastepnie przez jedna godzine
w temperaturze pokojowej; (5) ptukanie w roztworze soli fizjologicznej
zbuforowanej fosforanami (PBS) - 3x3 min.; (6) inkubacja z biotynylowanymi
przeciwciatami (LSAB2, DAKO) - 20 min. i ptukanie w PBS - 3x3 min.; (7)
inkubacja z kompleksem streptawidyna - biotynylowana peroksydaza (LSAB2,
DAKO) - 20 min. i plukanie w PBS - 3x3 min.; (8) inkubacja z 3-3’
diaminobenzydyng (DAB, DAKO) - 7 min., ptukanie w wodzie biezgcej - 10 min.
I w wodzie destylowanej - 10 min.; (9) odwodnienie w szeregu alkoholi
0 wzrastajgcym stezeniu (70%, 85%, 90%, 95%, 2x100%) i ksylenie; (10)
zamkniecie preparatbw za pomocg balsamu kanadyjskiego i szkietek
nakrywkowych. Wybrane preparaty podbarwiano hematoksyling (2 minuty),
nastepnie ptukano w wodzie biezacej i destylowanej (10 minut) jako etap
poprzedzajacy odwodnienie preparatow. Za kazdym razem przeprowadzano
rowniez kontrole negatywng polegajaca na zastgpieniu swoistych przeciwciat
przez surowice odpowiedniego gatunku w 0,05M Tris-HCI, pH~7,6 z dodatkiem
0,1% albumin bydlecych (BSA) i 15mM azydku sodu.

Wiekszos¢ stosowanych w pracy swoistych przeciwciat (z wyjatkiem anty-

S100B oraz anty-IL-la) wymagata dodatkowego odstaniania determinant
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antygenowych. Polegato to na tym, ze po odparafinowaniu i nawodnieniu,
preparaty gotowano w 10mM buforze cytrynianowym w kuchence mikrofalowe;j
o mocy 700W przez 18 min., ptukano w PBS, a nastepnie przeprowadzano

reakcje wedtug standardowej procedury.

Podobnie jak obrazy preparatow histologicznych w barwieniu H+E, preparaty
z uzyskang reakcjg przy uzyciu metody immunocytochemicznej ABC, oceniano
przy pomocy mikroskopu optycznego Olympus BH-2 z wbudowang kamerg
cyfrowg. Rejestrowano i archiwizowano kolorowe obrazy mikroskopowe
w powiekszeniu obiektywu 40x (co najmniej 10 pdl z kazdego preparatu
histologicznego danego pacjenta) o wielkosci 2560x1920 pikseli przy uzyciu
programu komputerowego LUCIA Image 5 0, zapisujgc je w formacie jpg. na
dysku twardym komputera. W przypadku ekspresji immunocytochemicznej
cytokin prozapalnych (IL-a, IL-6, TNF-a), badanych biatek z rodziny S100,
tryptazo-dodatnich komorek tucznych i CD68-dodatnich makrofagdéw (reakcja
cytoplazmatyczna), dokumentowano obrazy mikroskopowe w obszarze btony

Sluzowej (nabtonek i lamina propria).

Ekspresja markerow fenotypowych komorek naciekéw zapalnych (CD20, CD3,
CD8, CD4) (reakcja btonowa) oceniana byla w miejscach najwiekszych nasileh
tych komorek (,hot spot”) w Scianie catego pecherzyka zoiciowego, jednak
wykluczano z oceny ilosciowej reakcje w samotnych grudkach chtonnych.
W  przypadku oceny ilosciowej tych komoérek, ostateczny wynik
z zastosowaniem techniki wizualizacji przestrzennej dotyczy takze $redniej z 10

pol widzenia pod powiekszeniem obiektywu mikroskopu 40x.

Ocenie ilosciowej poddano kolorowe obrazy z pozytywng reakcjg
immunocytochemiczng (metoda ABC). W sumie analizie ilosciowej
z zastosowaniem metody wizualizacji przestrzennej poddano 6490 obrazow.
W$rod tych obrazéw mikroskopowych, 4990 obejmowalty obszar lamina propria
Z pozytywng cytoplazmatyczng reakcjg na wykrywanie trzech cytokin
prozapalnych, biatek z rodziny S100, tryptazy oraz czasteczki CD68. Kolejne
1500 obrazow dotyczyto pozytywnej reakcji blonowej na wykrywanie markeréw
limfocytow (CD20, CD3, CD8 i CD4) w catej Scianie pz. W razie nieobecnosci

danego markera w  materiale tkankowym  (negatywna  reakcja
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iImmunocytochemiczna), nie wykonywano dokumentacji fotograficznej, a do
analizy statystycznej podawano wartosci zerowe dla takich chorych. Obrazy o
wielkosci 2560x1920 pikseli wykonane oryginalnie w programie LUCIA Image

5 0 zostatly skonwertowane do wielkosci 640x480 pikseli do dalszej ,,obrobki”.

2.4.1. Analiza ilo sciowa reakcji immunocytochemicznej z zastosowaniem
metody wizualizacji przestrzennej

Analiza morfometryczna zostata wykonana dzieki wspotpracy z Zakladem
Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klinicznej
Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. med. Elzbieta
Kaczmarek) z zastosowaniem metody opartej na wizualizacji przestrzennej
ekspresji immunocytochemicznej markerow na obrazach mikroskopowych,
opracowanej i wdrazanej do programu komputerowego  A4D
zaprogramowanego w jezyku C++ przez Strzelczyka [114]. Zastosowanie
metodyki wizualizacji przestrzennej do obrazow mikroskopowych spowodowato
zmiane ptaskiego obrazu na trojwymiarowy z wykorzystaniem jego jasnosci jako
trzeciej wspoitrzednej (wspoétrzednej przestrzennej). Na utworzonych w ten
sposOb obrazach przestrzennych, oprocz badanych obiektow, znajduje sie
wiele innych elementow, ktore nalezato usung¢ do poziomu tta. W tym celu
zastosowano trzy filtry: (1) filtr jasno $ci, wybierajacy te elementy obrazu,
ktérych poziom jasnosci nie przekracza wyznaczonej wartosci progowej
z histogramu jasnosci, charakterystycznej dla analizowanej reakcji; (2) filtr
barwny , w ktérym barwa zakodowana jest jako kat o wartosci od 0-360 stopni,
zmieniajgc sie od barwy czerwonej poprzez zielong i niebieskg, ponownie do
czerwieni. Pozwala to wydzieli¢ z obrazu reakcje barwng w odpowiednim
kolorze, ktory jest mieszaning trzech podstawowych kolorow w przetwarzaniu
obrazow: czerwonego, zielonego i niebieskiego; (3) filtr nasycenia , ktéry
pozwala usungé¢ szare tlo z obrazow kolorowych. Filtry te nie zmieniajg
zawartosci oryginalnego obrazu, lecz jedynie maskujg niepotrzebne elementy,
np. artefakty powstate na preparacie mikroskopowym. Dodatkowo za pomocag
filtru wygtadzajgcego mediany, zostaly usuniete szumy wprowadzone przez
niedoskonatos¢ przetwornika kamery CCD uzywanej do rejestracji obrazow
mikroskopowych.
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W programie A4D obliczono w kolejnosci:

1. Srednie pole powierzchni calej btony $luzowej na zarejestrowanym

obrazie (w pikselach i pm?) u kazdego pacjenta i catej grupy pacjentéw,

2. Srednie pole reakcji immunocytochemiczne] konkretnego markera
przypadajgce na pole powierzchni catej btony Sluzowej (w pikselach

i um?) u kazdego pacjenta i catej grupy pacjentéw,

3. Srednie pole reakcji immunocytochemicznej konkretnego markera
przypadajgce na pole powierzchni catej btony Sluzowej u kazdego
pacjenta i calej grupy pacjentow, przeliczano i okreslano takze
w procentach (%) (Rycina 6) .

Wyniki uzyskane za pomocg programu wizualizacji przestrzennej A4D
poréwnano z wynikami progowania kolorow w przestrzeni HSI uzyskanymi
programem ImageJ (public domain, NHI, Bethesda, MD) zastosowanym do tych
samych zdje¢. W tym celu zainstalowano do wersji podstawowej programu
ImageJ wtyczke Color Thresholder, dostepng na stronie internetowej
http://rsb.info.nih.gov/ij . Btad metody pomiaru  ekspresji  reakcji
immunocytochemicznej szacowano na  podstawie  wartosci  btedu
standardowego réznic miedzy pomiarami wykonanymi na tych samych 250
obrazach mikroskopowych, ale dwoma réznymi technikami (A4D i ImageJ).
Btad standardowy sredniej wartosci pomiaréw wynosi 97 pikseli, co stanowi
0,97% wartosci sredniego pola powierzchni ekspresji reakcji wyznaczonego
metodg wizualizacji przestrzennej. Mozna wiec przyjac¢, ze btad metody nie

przekracza 1%.
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Rycina 6. Okna robocze programu A4D. Segmentacja progowa barwnej reakcji
immunocytochemicznej (brgzowy kolor) na przykladzie ekspresji biatka
S100A8 w blonie Sluzowej pecherzyka zoélciowego u pacjenta z objawowg
kamica zéiciowa.

A — obraz uzyskany w mikroskopie swietlnym potgczonym z kamerg cyfrowa.
Powiekszenie obiektywu 40x. Technika ABC, podbarwienie jader
komorkowych hematoksyling.

B — ,uprzestrzennienie” ptaskiego obrazu mikroskopowego (A)

C - wyodrebnienie (segmentacja) reakcji immunocytochemicznej na
wykrywanie biatka S100A8 z przestrzennego obrazu (C)

D — projekcja ,uprzestrzennionej” reakcji na ptaszczyzne jako ostateczny wynik
automatycznej segmentacji obrazu immunocytochemicznego biatka S100A8
do pomiaru jego powierzchni oraz udzialu procentowego w polu btony

sluzowej pecherzyka zétciowego.
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Wyniki uzyskane w obu programach analizy obrazéw (LUCIA Image 5 0 oraz
A4D) eksportowano do formatu programu Microsoft Excel, ktory jest
kompatybilny z programem Statistica PL v. 9, w celu przeprowadzenia analizy
statystyczne,j.

W rozdziale ,Wyniki” tej pracy przedstawiono wartosci sredniej ekspres;ji
immunocytochemicznej danego markera wyrazone w % reakcji na catg btone

Sluzowa.

3. Metody statystyczne

Obliczenia statystyczne wykonano dzieki wspotpracy z Zakladem Bioinformatyki
i Biologii Obliczeniowej Katedry Patomorfologii Klinicznej Uniwersytetu

Medycznego w Poznaniu (kierownik: prof. dr hab. med. Elzbieta Kaczmarek).

W pierwszym etapie analizy statystycznej weryfikowano zgodnosé wszystkich
uzyskanych wynikow z rozkladem Gauss’a przy pomocy testu Shapiro-Wilka..
Nastepnie obliczono parametry statystyki opisowej (Srednig arytmetyczna,
odchylenie standardowe, mediane oraz warto§¢ minimalng i maksymalng).
Wyniki porownywano w grupach ACC i CCC oraz podgrupach: mtodzi vs. starsi
pacjenci (zmienne niepowigzane) z zastosowaniem testu Manna-Whitneya (test
nieparametryczny dla zmiennych niepowigzanych dla dwoch grup). W
przypadku zmiennych powigzanych zastosowano test Wilcoxona. Korelacje
Pearsona i rang Spearmana zastosowano do skojarzenia wartosci zmiennych.
Testem dla dwoch wskaznikow struktury oceniano réznice miedzy procentowg
wykrywalnoscig wybranych cech miedzy grupami. Wyniki uznano za istotne
statystycznie na poziomie istotnosci p<0,05.

Analize statystyczng przeprowadzono przy pomocy programu Statistica PL v. 9.

4. Zagadnienia etyczne

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetyczne] przy
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu (21/09) z dnia 8 stycznia 2009 roku.
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WYNIKI

1. Analiza wybranych danych klinicznych

Wiek pacjentdéw z ostrym zapaleniem narzadu (ACC) wahat sie od 18 do 76 lat
(Srednia 58,06+17,65 lat), a grupy CCC od 16 do 51 lat (Srednia 31,6+13,52 lat)
(réznica statystycznie istotna). W grupie ACC zaréwno kobiety, jak i mezczyzni
byli starsi od pacjentéw obojga pici w grupie CCC (Tabela 3). W obrebie grupy
CCC - pacjenci do 25 r.z. mieli $rednig wieku 21,60+2,5, a pacjenci starsi -

49,10+1,21, co takze dawalo réznice statystycznie istotng (p=0,0001).

W grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka zoiciowego liczba pacjentow
z otytoscig (BMI=30) wynosita 6 (38%), w grupie z CCC natomiast 15 (27%).
Nie byla to znaczgca réznica (p=0,3957). Wartos¢ BMI takze nie roznita sie
istotnie pomiedzy pacjentami obu grup (ACC vs. CCC). Natomiast u pacjentéw
z przewleklym zapaleniem pz, istotnie wieksze BMI wykazano u pacjentow
starszych w poréwnaniu z miodszymi (Rycina 7). Nie byto réznic piciowych
w obrebie kazdej z grup pacjentow w zakresie wartosci indeksu masy ciata
(Tabela 3).

W grupie pacjentéw z przewleklym zapaleniem pz dominowaty kobiety (80%).
W grupie ACC byto 7 kobiet i 9 mezczyzn. Wiecej pacjentow z grupy ACC
w porownaniu z CCC miato nadcisnienie tetnicze jako chorobe wspotistniejacq
(44% vs. 33%), ale nie byta to r6znica znamienna. Trzech pacjentéw z grupy

CCC, a 2 pacjentow z grupy ACC chorowato na cukrzyce (Tabela 3).

W grupie miodych chorych (do 25 r.z.) z grupy CCC, u ktérych stwierdzano
nadwage i/lub otyto$¢ rowniez wystepowato nadcisnienie tetnicze (poza jednym
pacjentem). Nie bylo przypadkow nadmiernego odchudzania sie czy

niedozywienia pacjenta, jako innych czynnikdw ryzyka kamicy zotciowej.

Srednia liczba krwinek biatych (WBC), wykonywana przed cholecystektomia
W grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka z6lciowego (13,84+4,48x10%1) byta
istotnie wyzsza w poréwnaniu ze srednig liczhg WBC pacjentow z CCC
(9,05+3,85x10%/). Poréwnujac $rednig warto$é WBC u pacjentéw miodszych
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i starszych z CCC, rowniez wiekszg liczbe WBC mieli pacjenci starsi
w poréwnaniu z mtodszymi (Tabela 4, Rycina 8) .

Srednia grubo$¢ $ciany pecherzyka z6éiciowego u pacjentéw z CCC i ACC byta
podobna. Nie bylo réwniez roznic piciowych w grubosci Sciany pecherzyka
z0fciowego w obrebie kazdej z grup ACC i CCC (Tabela 3). Podobnie nie byto
réznic istotnych w grubosci $ciany pz w obu podgrupach pacjentow (miodsi
I starsi) w grupie CCC (Tabela 4).

Pacjenci z przewlektym zapaleniem pecherzyka zétciowego mieli istotnie wiecej
kamieni zofciowych w poréwnaniu z pacjentami z grupy ACC. Nie wykazano
takich réznic pomiedzy miodszymi i starszymi pacjentami z podgrupy CCC
(p=0,1824) (Tabela 4, Rycina 9) . Nie wykazano istotnych roznic w liczbie
zlogbéw zéitciowych pomiedzy kobietami i mezczyznami w obreb grup (ACC
i CCC) (Tabela 3).
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Tabela 3. Porownanie wybranych danych Kklinicznych  pacjentow
(kobiety/mezczyzni) z ostrym (ACC) i przewleklym (CCC) zapaleniem

pecherzyka zo6tciowego.

Cecha statystyczna Grupa ACC Grupa CCC p testu
(n=16) (n=55)
Wiek catej grupy (lata) | 58,06+17,65 31,6+13,52 0,0001
Q 7 (44%) 44 (80%) 0,0048
Liczba 3 9 (56%) 11 (20%) 0,0048
pacjentéw
Q 51,57+23,71 30,98+13,20 0,0488
Wiek (lata) 34 163,11+9,87 ¥ | 34,09+15,14"° | 0,0001
Q 27,96+4,01 26,4244 ,43 0,3901
BMI (kg/m?) 3 127,96£2,84"° | 27,04+4,22N° | 05811
Liczba pacjentéw z cukrzyca 2 (12,5%) 3 (0,05%) 0,0193
w calej grupie
Liczba pacjentow 7 (44%) 18 (33%) 0,4183
z nadci$nieniem tetniczym
w calej grupie
Liczba ztogéw Q 1,86+0,69 2,27+1,09 0,4765
z0lciowych*
3 1,44+0,53™ | 2,18+0,87"° 0,0674
Grubos¢ Sciany Q 5,86+1,42 5,61+2,01 0,4765
pecherzyka
z6lciowego (mm)| & 6,11+1,24N> | 550+2,21 ™ 0,1119
Q 2,71+0,49 1,43+0,66 0,0001
Grading 1 (G1)* d 1,89+0,78** 1,55+0,69 ° 0,3702
Q 2,86+0,38 1,82+0,69 0,0008
Grading 2 (G2)* [ 7 2,56+0,53™ | 2,09+0,54" | 0,1308
Liczba Q 1,71+0,95 0,5740,73 0,0046
eozynofilow
o 3 1,67+0,87™ | 1,00+1,10 "> 0,1754
(skala potilosciowa)

Objasnienia: W Tabeli podano wartosci srednich+SD (odchylenie standardowe)
i/lub parametry wyrazone liczbg przypadkéw z odsetkiem w nawiasie; p — poziom
istotnos$ci; * - parametry ocenione w skalach poétilosciowych (Materiat i Metody); ** -
p=0,040 pomiedzy G1 u kobiet i mezczyzn w grupie ACC; NS — roznica nieistotna
statystycznie pomiedzy wartoscig u kobiet i mezczyzn
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Tabela 4. Wybrane dane Kliniczne i liczba eozynofilow w naciekach zapalnych
u pacjentow z ostrym zapaleniem pecherzyka zotciowego (ACC)
i przewleklym zapaleniem narzadu (CCC).

Cecha Grupa n |Srednia | SD Min. | Max. |p testu
ACC 16 | 27,96 | 3,28 | 22,49 | 33,44
BMI CCC 55 | 26,54 | 4,35 | 18,53 | 34,19 | 02314
(kg/m?) miodzi | 35 | 2504 | 3,84 | 18,53 | 32,41
starsi | 20 | 29,17 | 4,01 | 19,85 | 34,19 | 0.0004
ACC 16 | 1384 | 4,48 | 850 | 26,50
Leukocyty CCC 55 9,05 | 3,85 | 4,20 | 18,40 | 0:0001
(WBC; x10°/1)
miodzi | 34 | 7,83 | 2,78 | 4,20 | 16,30
starsi | 20 | 11,11 | 455 | 520 | 18,40 | 0.0079
ACC 16 | 600 | 1,28 | 450 | 8,80
ccC 55 559 | 2,03 | 3,00 | 11,50 | 90975
O e | modzi| 35 | 563 | 2,07 | 3,00 | 1150
2otciowego (mm) starsi | 20 | 551 | 2,02 | 3,00 | 10,00 | 08692
ACC 16 | 163 | 0,62 | 1,00 | 3,00
Liczbakamieni | "“ccc | 55 | 225 | 1,04 | 1,00 | 4,00 | 00460
20iciowych” miodzi | 35 | 2,43 | 1,12 | 1,00 | 4,00
starsi | 20 1,95 | 0,83 | 1,00 | 4,00 | 01824
ACC 16 | 169 | 0,87 | 0,00 | 3,00
eo;;%zt;ﬁ‘éw ccc 55 | 065 | 0,82 | 0,00 | 3,00 | 00002
Wzgggilfl';"g‘ﬁh miodzi | 35 | 0,86 | 0,91 | 0,00 | 3,00
Lpulpiine starsi | 20 | 0,30 | 0,47 | 0,00 | 1,00 | 00373

Objasnienia: p — poziom istotnosci; *
czcionka wyboldowang zaznaczono réznice statystycznie istotne

- ocena w skali potilosciowej (Materiat i Metody);
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BMI (kg

Rycina 7. Poréwnanie wartosci BMI u pacjentow z ostrym (ACC) i przewleklym
zapaleniem pecherzyka zotciowego (CCC) oraz w grupie pacjentéw do 25 r.z.
(A) i 50-latkéw (B) z przewleklym zapaleniem pecherzyka zétciowego (CCC);
**%_n=0,0004

* &

WERC (x1071)

ACC cee A B

Rycina 8. Poréwnanie liczby leukocytow (WBC) we krwi w chwili przyjecia do szpitala
u pacjentbw z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem pecherzyka
zé6lciowego (CCC) oraz w grupie pacjentow do 25 r.z. (A) i 50-latkbw (B)
z przewleklym zapaleniem pecherzyka zéiciowego (CCC); **- p=0,0079; ***-
p=0,0001.

liczba kamieni Zélciowych
(skala pohlosciowa)
]

ACC cce A B

Rycina 9. Poréwnanie liczby ztogéw zo6iciowych u pacjentdw z ostrym (ACC)
i przewleklym zapaleniem pecherzyka zoéiciowego (CCC) oraz w grupie
pacjentbw do 25 r.z. (A) i 50-latkow (B) z przewleklym zapaleniem
pecherzyka zo6tciowego (CCC); *- p=0,0460
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2. Badanie histopatologiczne

2.1. Zmiany morfologiczne w ostrym zapaleniu p  echerzyka zoiciowego
(grupa ACC)

W grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka zélciowego, analizowanej w ramach
obecnej pracy zebrano 16 pacjentéw. Wsréd pacjentdw miodych do 25 r.z.
rozpoznanie ostrego zapalenia pecherzyka zolciowego postawiono tylko
u dwoch pacjentek. U jednej z nich rozpoznano ropne, u drugiej — zgorzelinowe
cholecystitis. U pozostatych pacjentéw z grupy ACC, u 8/14 pacjentow
rozpoznano cholecystitis gangrenosa, u 3/14 cholecystitis partim gangrenosa,
u 3/14 -cechy cholecystitis purulenta (u 2 z nich — cholecystitis partim

purulenta).

Zmiany histologiczne w pecherzykach zoéiciowych u pacjentow z grupy ACC

przedstawiono na mikrofotografiach (A-H) zebranych w Tablic e 1.

W btonie Sluzowej pecherzyka zoétciowego u tych pacjentow obserwowano
zmiany zarobwno w samym nabtonku, jak i w strukturach blaszki wtasciwej btony
Sluzowej (lamina propria). Btona sluzowa czesto byta obrzeknieta z widocznymi
strawionymi przez neutrofile komdorkami nabtonka i/lub obfitymi naciekami z tych
komorek zlokalizowanymi tuz pod nabtonkiem (A). Cho¢ nie mozna byto
potwierdzi¢ tego we wszystkich przypadkach w rutynowym barwieniu H+E,
uszkodzenia dotyczyly najprawdopodobniej takze btony podstawnej. Odczyny
regeneracyjne nabtonka byly réwniez widoczne i w wiekszosci bardzo nasilone
(B). Poza neutrofilami pomiedzy komorkami nabtonka obserwowano takze inne
komoérki ,zapalenia”, takie jak: monocyty/makrofagi, komérki dendrytyczne,
komorki tuczne oraz pojedyncze limfocyty (C).

Blaszke wiasciwg btony sluzowej cechowat rozrost komorek zrebu, co dawato
poszerzenia zrebu ,kosmkowatych” uwypuklen btony $Sluzowej. ,Kosmkowate”
uwypuklenia btony $luzowej czesto byly bardzo dobrze unaczynione,
Z obecnoscig licznych wylewdéw krwawych. Co ciekawe u niektérych pacjentow,
lamina propria byta nacieczona takze limfocytami (C) oraz licznymi eozynofilami
(D). Miedzy tymi komorkami obserwowano takze duze monocyty i proliferujgce

fibroblasty. Eozynofile jako komoérki naciekow zapalnych wystepowaty



Tablica 1.

Zmiany morfologiczne w ostrym kamiczym zapaleniu
pecherzyka zoétciowego (grupa ACC).

Rutynowe barwienie histologiczne (H+E).
Powiekszenie obiektywu x40 (A-G), x20 (H).

Fragment obrzeknietej blony Sluzowej pecherzyka zoiciowego
Zz czesciowo strawionymi przez neutrofile komdrkami nabtonka (A).
Obfite nacieki zapalne leukocytarne i martwica w lamina propria (B).
Oprocz neutrofildw, makrofagéw (A, B), limfocytéw (C), obecne takze
liczne eozynofile (D). W btonie miesniowej i surowiczej nacieki zapalne
zlozone gtéwnie z neutrofilow i limfocytow, czesto
w poblizu naczyn (E). Obecne takze fragmenty znacznie uszkodzonego
nabtonka pecherzyka zétciowego, niekiedy z oderwanymi komaorkami.
Cechy proliferacji drobnych naczyn (F). Liczne naczynia krwionosne,
cechy przekrwienia i krwinkotoki w lamina propria (B, E-G). Samotne
grudki chtonne, obecne zarébwno w lamina propria, jak i w gtebszych

warstwach $ciany pz (H).
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w zréznicowanej liczbie w zaleznosci od pacjenta, od pojedynczych do bardzo
licznych, najczesciej potozonych ogniskowo (D). W bionie miesniowe]
I surowiczej — nacieki zapalne ztozone byly gtdbwnie z neutrofiléw i ogniskowo
potozonych limfocytow (E). Nacieki zapalne obecne byly czesto w okolicy
naczyn krwionosnych, podobne co do skladu komorkowego do tych w lamina
propria, cho¢ rzadziej wsérod nich obserwowano neutrofile i/lub eozynofile.
Naczynia zylne o cechach zylek pozawlosowatych z wysokim srodbtonkiem
(ang. high endothelial venules, HEVs) w catym zebranym materiale tkankowym
z ACC nie byly zbyt liczne. Nieliczne HEVs obecne byly niekiedy tuz pod
nabtonkiem pecherzyka zoiciowego, cho¢ czesciej w glebszych warstwach

sciany pz.

W pz z cechami cholecystitis gangraenosa obserwowano fragmenty znacznie
uszkodzonego nabtonka pecherzykow Zzétciowych, niekiedy z oderwanymi
komadrkami (F) i nasilonym odczynem regeneracyjnym w obrebie tych komorek
(G). Widoczne byly rowniez duze pola martwicy w obrzeknietej btonie sluzowej
wraz z obfitymi naciekami leukocytarnymi. W $cianie pecherzyka zétciowego
obserwowano takze tworzace sie mikroropnie lub tworzace bardziej nasilone
ogniska ropne. Obserwowano proliferacje licznych drobnych naczyn
krwionosnych i krwinkotoki (G). Tkanka tgczna blony surowiczej rowniez
wykazywata cechy przekrwienia i wylewow krwawych. Z krwinek biatych,
w Swietle naczyn najczesciej widoczne byly neutrofile. Obserwowano takze
samotne grudki chionnne, zarébwno w lamina propria, jak i w glebszych

warstwach $ciany pz (H).

Srednia liczba eozynofiléw w grupie pacjentéw z ACC wynosita 1,69+0,87 i byla
ona istotnie wyzsza w poréwnaniu z pacjentami z przewleklym zapaleniem
narzadu (0,65+0,82) (Tabela 4, Rycina 10). Okreslajac roznice piciowe
w liczbie eozynofilow w obu grupach chorych, nie obserwowano réznic
ilosciowych w liczbie eozynofilbw pomiedzy kobietami i mezczyznami.
Natomiast istotnie wiecej tych komoérek wykazano u kobiet z grupy ACC
(1,7+0,95) w porownaniu z kobietami z grupy CCC (0,57+0,73) (p=0,0046). Nie
bylo takich roznic pomiedzy odpowiednimi grupami mezczyzn (Tabela 3).

W samej grupie CCC, istotnie wiecej eozynofilbw wykazano u pacjentéw do 25
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r.z. (0,86+0,91) w poréwnaniu z grupg 50-latkbw (0,30+0,47) (p=0,0373)
(Tabela 4, Rycina 10) .

L

2
*

= 1,5

—

liczba eozynofilow
(skala polilosciowa)

0.5

==

ACC ccc A B

Rycina 10. Poréwnanie liczby eozynofilbw w $cianie pecherzyka zétciowego
u pacjentow z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem pecherzyka
z6iciowego (CCC) oraz w grupie pacjentow do 25 r.z. (A) i 50-latkéw (B)
z przewleklym zapaleniem pecherzyka zofciowego (CCC); *- p=0,0373;
***. p=0,0002

2.2. Zmiany morfologiczne p echerzyka zo6iciowego w przewleklym

zapaleniu p echerzyka zotciowego (grupa CCC)

Reprezentatywne zmiany histologiczne w  pecherzykach  Zzéiciowych
u pacjentdow z obu podgrup CCC pokazano na mikrofotografiach (A-H)

zebranych w Tablic e 2.

2.2.1. Pacjenci do 25 roku zycia

U 35 pacjentow z tej podgrupy chorych w rutynowym barwnieniu H+E materiatu
pooperacyjnego pz rozpoznano przewlekie zapalenie pecherzyka zoétciowego
(cholecystitis chronica, CCC), ktére potwierdzono w ramach obecnej pracy.

(przyktadowe mikrofotografie: A-C).

U wiekszosci pacjentbw obserwowano niezmieniony (morfologicznie

prawidtowy) nabtonek jednowarstwowy walcowaty, pokrywajacy blaszke
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wlasciwg blony Sluzowej pecherzyka zotciowego (A). Cata bitona sSluzowa
tworzyta charakterystyczne dla pecherzyka zotciowego, uwypuklenia do swiatta
narzadu. Nabtonek fragmentarycznie pokryty byt $luzem, a jedynie
w pojedynczych przypadkach obserwowano ztuszczanie sie komorek do swiatta
pecherzyka zoéiciowego. U jednego pacjenta pici meskiej w obrebie nabtonka
obserwowano pojedyncze komorki kubkowe (cechy metaplazji jelitowej) oraz
kilka ognisk hiperplazji gruczotéw cewkowo-pecherzykowych (cechy metaplaz;ji
oddzwiernikowej) z wnikaniem ich w glebsze warstwy Sciany pz pomiedzy
miesniowke (rozrost gruczotowo-miesniowy). Komorki nabtonka spoczywaty
z reguly na niezmienionych btonach podstawnych, cho¢ doktadna ocena tych
struktur nie byta mozliwa na poziomie mikroskopu sSwietlnego i rutynowego
barwienia. Obserwowano pojedyncze komorki nablonka o Kksztalcie
szeSciennym lub ptaskim. Cechy te uznano za wzmozony odczyn
regeneracyjny nabtonka. Nie obserwowano typowych cech dysplazji nabtonka

w zadnym pecherzyku zétciowym tej grupy pacjentow.

Zachytki Rokitansky’ego-Aschoffa z wgtebieniami do blony miesniowej,

obserwowane byty u 9/35 (26%) chorych.

Tkanka fgczna lamina propria tworzyta z reguly silnie unaczyniony zrgb
.kosmkowy” pod nabtonkiem, w nielicznych przypadkach z rozrostem komérek
wiasciwych tkanki tgcznej. Miata typowg budowe dla tego typu tkanki tgcznej
niekiedy z silnie rozbudowang siecig naczyn krwionosnych. Niektore z naczyn
odpowiadaty w strukturze zytkom postkapilarnym z wysokim $rédbtonkiem

(HEVS), jednak nie byly one zbyt liczne.

W lamina propria obserwowano zmienne w liczbie i rodzaju komorki naciekow
zapalnych. Najczesciej byly to limfocyty, komorki tuczne, eozynofile
i monocyty/makrofagi. Widoczne byly réwniez pojedyncze granulocyty
obojetnochtonne (B).

U 7/35 (20%) pacjentow w Scianie pz wystepowaty samotne grudki chtonne, ale
u pieciu pacjentébw z tej grupy lokalizowaly sie w samej lamina propria,
a u dwoéch pozostatych w gtebszych warstwach sciany pz. U 10/35 pacjentow
(28%) zaobserwowano eozynofile jako dominujacy typ komorek nacieku
zapalnego (=80% komérek w nacieku zapalnym, 4 punkty w skali potilosciowej)
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(C). U dwoch chorych w lamina propria obserwowano nieliczne komorki
ksantomatyczne z jasng cytoplazmg, bedace makrofagami obtadowanymi
lipidami (cholesterolem) tzw. lipofagi (ang. foamy cells), ktére zlokalizowane
byly tuz pod nabtonkiem. Nacieki zapalne o podobnym skiadzie komorkowym
jak w lamina propria, obecne byly takze w pozostatych warstwach $Sciany
pecherzyka zoéiciowego, szczegOlnie w blonie miesniowej. Czesto

zlokalizowane byty okotonaczyniowo.

W lamina propria obserwowano takze pojedyncze gruczoty sluzowe cewkowo-
pecherzykowe (jasnokomoérkowe) u 15/35 badanych (43% badanych). Przerost
tych gruczotéw z tzw. rozrostem gruczotowo-miesniowym obecny byt u dwoch
pacjentow z tej podgrupy (5,7%), w tym u jednego z jednoczesng obecnoscig
komodrek kubkowych w nabtonku pz.

Jak wspomniano pacjenci do 25 r.z. mieli istotnie wiekszg liczbe eozynofilow
w naciekach zapalnych w S$cianie pecherzyka Zzoiciowego w porownaniu

Z pacjentami starszymi (Rycina 10) .

2.2.2. Pacjenci starsi ( srednia wieku okoto 50 lat)

Analiza w ramach obecnej pracy potwierdzita rozpoznanie histopatologiczne
przewlektego zapalenia pecherzyka zoiciowego (CCC) u wszystkich 20
pacjentow z tej podgrupy. Zmiany morfologiczne w pz tej podgrupy chorych
przedstawiono na mikrofotografiach D-H zebranych w Tablic e 2.

Cho¢ w wiekszosci przypadkow nabtonek pecherzyka zétciowego miat typowg
morfologie i skltadat sie z jednej warstwy komorek walcowatych, czesciej niz
u miodych pacjentéw, obserwowano fragmenty atroficznego i/lub
regeneracyjnego nabtonka. U 4/20 pacjentow (20%) obserwowano cechy
metaplazji jelitowej nabtonka (obecnos¢ zmiennej liczby komérek kubkowych)
(D). Czesciej w poréwnaniu z grupg miodych pacjentow, obserwowano
ogniskowe odwarstwienia komoérek nabtonka i ich ziluszczanie do Swiatla
pecherzyka  zoOlciowego. Wewnatrznabtonkowe nacieki z  komorek

jednojadrzastych (gtéwnie neutrofilbw oraz limfocytéw) obserwowano dosc



Tablica 2.

Zmiany morfologiczne w przewleklym kamiczym zapalen iu

pecherzyka zotciowego (grupa CCC).

Rutynowe barwienie histologiczne (H+E).

Powiekszenie obiektywu x40.

(A-C) Fragmenty pecherzyka zétciowego u pacjentéw do 25 r.z.
(D-H) Fragmenty pecherzyka zo6tciowego u pacjentéw ok. 50 r.z.

Morfologicznie  prawidiowy nabtonek jednowarstwowy walcowaty
pokrywajacy blaszke wtasciwg btony sluzowej pecherzyka zétciowego (A).
Nacieki zapalne (limfocyty, monocyty/makrofagi, komorki tuczne
i eozynofile) w lamina propria (B). Eozynofile jako dominujacy typ komdérek
nacieku zapalnego (C). Cechy metaplazji jelitowej nabtonka pecherzyka
z6lciowego (obecnos¢ komorek kubkowych) (D). Pogtebione zachyiki
Rokitansky’ego-Aschoffa i cienka lamina propria (E). Naczynia tetnicze
0 matej srednicy z wyraznie pogrubiatg sciang (zmiany miazdzycowe) (F).
Podnabtonkowe pole zbudowane z makrofagow obtadowanych lipidami

(komorki piankowate, ang. foamy cells) (G).
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rzadko. Niezmienione komorki nabtonka oraz te z widocznymi cechami

patologii, spoczywaty z reguty na prawidtowych btonach podstawnych.

Pogtebione zachyiki Rokitansky’ego-Aschoffa obserwowane byly u wszystkich,

Z wyjatkiem dwdch pacjentéw (90%) (E).

Tkanka tgczna lamina propria tworzyta pod nabtonkiem silnie unaczyniony zrab.
Fragment ten cechowata znaczna fibroplazja i/lub obrzek. Rozbudowana byta
sie€¢ naczyn krwionosnych réznego kalibru. Naczynia wlosowate cechowaly sie
z reguly prawidtowg budowa. Czeste byly naczynia tetnicze o malej Srednicy
z wyraznie pogrubiatg $ciang (zmiany miazdzycowe). Odpowiadaly one
naczyniom typowym dla przewlektych proceséw zapalnych i wystepowaty
u wiekszosci chorych. Cecha ta byta najbardziej charakterystyczng cechg
morfologiczng dotyczacg zmian w unaczynieniu lamina propria tej grupy
pacjentow (F). Pojedyncze z tych naczyh mialy zamkniete swiatto (w tym przez
zakrzepy), co dawato obszary niedokrwienia. Kilku pacjentow miato wszystkie
naczynia tetnicze w lamina propria nieprawidiowe, z ewidentnie pogrubiatg
Sciang i widoczng ich kolagenizacjg. Czes¢ z naczyn krwionosnych stanowity
HEVs, ktore obserwowano u 4/20 pacjentéw (20%).

Cechg lamina propria duzej grupy pacjentdbw starszych byly nacieki
z makrofagéw obtadowanymi lipidami (cholesterolem) (ang. foamy cells),
tworzace niekiedy cale pola pod nabtonkiem (cholesteroloza pecherzyka
z6lciowego) (G). Szczegolnie obfite nacieki zbudowane 2z makrofagow
(tworzgce tzw. polipy cholesterolowe) obserwowano u 6/20 pacjentéw (30%).
Limfocyty jako komorki nacieku zapalnego (rzadsze niz makrofagi)
zlokalizowane byly zaréwno pod nabtonkiem, jak i w glebiej potozonych
warstwach lamina propria, czesto takze dookota naczyh krwionosnych (H).
Samotne grudki chionne obserwowano w btonie Sluzowej u 8/20 (40%)
pacjentow. W odroznieniu od grupy poprzedniej, u pacjentow starszych
obserwowano raczej pojedyncze eozynofile w sktadzie naciekow zapalnych
(poza jednym pacjentem). Nacieki zapalne zbudowane w przewadze
z limfocytow i monocytéw, podobnie jak u miodych chorych, obserwowano
takze w pozostatych warstwach sciany pecherzyka zétciowego. Widoczna byta

rowniez proliferacja komorek tkanki ftgcznej i cechy neoangiogenezy
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z proliferacjg komorek endothelium. U 45% pacjentow w lamina propria
obserwowano w wiekszosci pojedyncze gruczolty S$luzowe cewkowo-
pecherzykowe. U pieciu pacjentdw (25%) obserwowano cechy hiperplazji
gruczotéw jasnokomorkowych w lamina propria, wsrdd ktérych u dwoch z nich
mozna byto uwidoczni¢ cechy rozrostu gruczotowomiesniowego (ogniska
metaplazji nabtonka typu odzwiernikowego) z jednoczesng obecnoscig ognisk

licznych komorek kubkowych w nabtonku pz (metaplazja jelitowa).

Zarbwno u miodych pacjentow, jak i u 50-latkbw z kamicg zolciowg
obserwowano niekiedy ztogi zoiciowe w Swietle pecherzyka lub w obrebie

zachytkéw Rokitansky’ego-Aschoffa.
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2.3. Analiza pétilo sciowa nasilenia zmian zapalnych ( grading ) w s$cianie

pecherzyka zétciowego

2.3.1. Poréwnanie aktywno $ci zapalnej u pacjentéw z grupy ACC i CCC

Srednie nasilenie zmian zapalnych (grading) w lamina propria (G1) u pacjentow

z ACC bylo istotnie wyzsze w poréwnaniu z grupg CCC. Obserwowano takze

istotne réznice w nasileniu zmian zapalnych w gtebszych warstwach $ciany

pecherzyka zéiciowego (G2) oraz sumarycznym grading (G1+G2) pomiedzy

grupami (wieksze w grupie z ostrym cholecystitis) (Tabela 5, Rycina 11) .

Tabela 5. Analiza porownawcza nasilenia zmian zapalnych (grading) w grupie

ACC i CCC (test Manna-Whitneya).

Sredni

Cecha Grup | n SD | Median | Mod | Liczno$ | Min | Max | p
a a a a ¢ mody testu
statystyczn
a
ACC 1| 2,25 | 0,7 2 3 7 1 3 | 0,001
6 7 0
Grading 1
GY)*  |ccc|s] 1,45 [06] 1 1 29 0] 3
5 6
ACC 1| 269 |04 3 3 11 2 3 | 0,000
6 8 1
Grading 2
(G2  [ccc|5] 1,87 06| 2 2 30 1| 3
5 7
ACC 1] 494 |10 5 6 6 3 6 | 0,000
6 6 1
Catkowity
Grading [ccc|5| 333 [1,0| 3 3 21 2 | 6
(G1+G2)* 5 7

Objasnienia : * - parametry oceniane w skali pétilosciowej (patrz Materiat i Metody); p — poziom
istotnosci; SD — odchylenie standardowe; n — liczba pacjentow; czcionka wyboldowang
zaznaczono réznice statystycznie istotne
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« I

3.5

1.5
14
0.5
0
ACC

Rycina 11. Poréwnanie aktywnosci zapalnej (grading, G) w btonie $luzowej
pecherzyka zo6tciowego (G1l) oraz w glebszych warstwach sciany pz (G2)
u pacjentbw z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem pecherzyka

zélciowego (CCC).

bt

(skala pohilosciowa)

fe % R
ccc ACC CCC

2.3.2. Poréwnanie warto $ci grading u pacjentbw miodszych i starszych

w obr ebie grupy CCC
Poréwnujgc nasilenie zmian zapalnych w obrebie samej grupy CCC pomiedzy
miodszymi i starszymi pacjentami, nie wykazano istotnych réznic w aktywnosci
zapalnej (grading) ani w samej btonie Sluzowej, ani w gtebszych warstwach

sciany pecherzyka zétciowego (Tabela 6).
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Tabela 6. Analiza porbwnawcza nasilenia zmian zapalnych (grading) w grupie

miodszych (do 25 r.z) i starszych pacjentow z CCC
(test Manna-Whitneya).
Cecha Grupa Liczno $¢
statystyczna CCC | n | Srednia | SD | Mediana | Moda mody Min. | Max. | p testu
miodsi|35| 1,40 |0,60 1 1 20 0 3 10,5039
Grading1  Fgtarsi [20] 1,55 [0,76] 1,5 1 9 0| 3
(GI)*
miodsi|35| 1,80 |0,68 2 2 18 1 3 |0,3346
Grading 2 i 120
(G2)* starsi 2,00 |0,65 2 2 12 1 3
miodsi|35| 3,20 |0,96 3 3 14 2 5 10,3802
Catkowity  giarsi [20] 3,55 [1,23] 3 3 7 2 | 6
Grading
(G1+G2)*

Objasnienia : * - parametry oceniane w skali potilosciowej (patrz Materiat i Metody); p — poziom

istotnosci; SD — odchylenie standardowe; n — liczba pacjentéw

Biorgc pod uwage roznice piciowe w aktywnosci zapalnej (grading) réznych

warstw $ciany pecherzyka zoétciowego, wieksze nasilenie zmian zapalnych

w btonie sluzowej (parametr G1) wykazano u kobiet z grupy ACC w poréwnaniu

z kobietami z grupy CCC. Podobnie istotnie wieksza byta aktywnos$¢ zapalna

w gtebszych warstwach

sciany pecherzyka zotciowego

(miesnidwka,

surowicowka) (G2) u kobiet z ostrym zapaleniem pecherzyka zotciowego

w porownaniu z przewleklym zapaleniem narzadu (Tabela 3).
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3. Analiza komorkowej ekspresji wybranych cytokin p rozapalnych

Przedstawione wyniki badan nad ekspresjg trzech cytokin prozapalnych
uzyskano przy uzyciu klasycznej immunocytochemicznej techniki ABC.
Dodatkowo odstaniano determinanty antygenowe poprzez wczesniejsze
gotowanie preparatow w kuchence mikrofalowej w roztworze buforu
cytrynianowego. Preparaty oceniano bezposrednio w mikroskopie $Swietlnym
OLYMPUS BH2, w powiekszeniu obiektywu 40x i oszacowano ilosciowo

z wykorzystaniem techniki wizualizacji przestrzennej (Materiat i Metody).

Dla poréwnania jakosciowych odczynow immunocytochemicznych na badane
cytokiny prozapalne, wykonano badania kontrolne w materiale tkankowym
uzyskanym z dzigset pacjentow z przewleklym zapaleniem przyzebia

oraz odczynowych weztéw chtonnych (kontrola pozytywna).

3.1. Lokalizacja komorkowa interleukiny 1 a (IL-1a)

Komorkowg ekspresje IL-la analizowano w btonie S$luzowej pecherzyka
z6iciowego od 16 pacjentow z grupy ACC i 55 pacjentéw z grupy CCC.
Wykazano pozytywng ekspresje o zmiennym nasileniu u wszystkich pacjentow

(100%) niezaleznie od grupy chorych.

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg

interleukiny 1a przedstawiono w Tablicy 3 .

Ekspresja dotyczyta cytoplazmy komorek i manifestowata sie reakcjg barwng
0 zroznicowanym nasileniu. Komorkami immunopozytywnymi bylty zaréwno
komorki nabtonka pecherzyka zétciowego (A), jak i komorki nacieku zapalnego
zlokalizowane w lamina propria, niekiedy tuz pod nabtonkiem (B). Ekspresja
IL-la w blaszce wihasciwej blony Sluzowej dotyczyta  gldwnie
monocytow/makrofagéw, ale najprawdopodobniej réwniez limfocytow (C) oraz
komodrek endothelium naczyn (D). Szczegdlnie nasilona reakcja dotyczyta
makrofagow, rozsianych w lamina propria pecherzyka zoétciowego lub
skupionych pod nabtonkiem pod postacig foamy cells u kilku pacjentéw z grupy

CCC (E). W obu grupach pacjentéw dominowata jednak obecnosc tej cytokiny



Tablica 3.

Immunocytochemiczna lokalizacja IL-1 o w kamiczym

zapaleniu pecherzyka zotciowego.

Technika  immunocytochemiczna  ABC. Kontrast interferencyjny

Nomarskiego. Powiekszenie obiektywu x40.

(A-F) Fragmenty pecherzyka zotciowego pacjentow z grupy ACC i CCC;
(G, H) Kontrola pozytywna. Fragment nabtonka dzigsta z przewleklym

zapaleniem przyzebia (G); Fragment odczynowego wezta chtonnego (H).

Obserwowano zarowno immunopozytywne komorki nabtonka pecherzyka
z06fciowego (A), jak i komorki nacieku zapalnego zlokalizowane w lamina
propria, niekiedy tuz pod nabtonkiem (B). Ekspresja IL-la w blaszce
wiasciwe] btony Sluzowej dotyczyla gtdwnie monocytéw/makrofagow (C)
oraz komorek endothelium naczyn (D). Szczegdlnie nasilona reakcja
dotyczyta takze komoérek piankowatych (foamy cells) u kilku pacjentow
z grupy CCC (E). Ekspresja IL-la obecna rowniez w czesciach
przypodstawnych nabtonka gruczotow cewkowo-pecherzykowych (F).
Komorkowa ekspresja IL-1la w keratynocytach nabtonka dzigsta (G).

Intensywna reakcja w odczynowych weztach chtonnych (H).
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w cytoplazmie komodrek nabtonka jednowarstwowego walcowatego (A).
Wykazano rowniez ekspresje IL-la w czesciach przypodstawnych nabtonka

gruczotow cewkowo-pecherzykowych (tzw. jasnokomorkowych) (F).

W dzigstach pacjentow z przewleklym zapaleniem przyzebia oraz odczynowymi
weztami chtonnymi (kontrola pozytywna) komorkowa ekspresja IL-1a dotyczyta
zar6wno keratynocytéw nabtonka dzigsta (G), jak i monocytéw/makrofagdw
i limfocytébw naciekow zapalnych. W odczynowych weztach chtonnych
obserwowano rozlang pozytywng reakcje immunocytochemiczng na to biatko
w czesciach centralnych i obwodowych grudek chionnych tych narzadow
limfatycznych (H). Nasilenie ekspresji IL-1la w kontroli pozytywnej nie byto
poddane analizie ilosciowej, a badanie to stuzyto do oceny jakosci stosowanych

przeciwciat do wykrywania i lokalizacji cytokiny.

3.1.1. Analiza ilo $ciowa immunocytochemicznej ekspresjiIL-1  a

Srednia ekspresja IL-1a u pacjentdw z ACC wynosita 5,26+4,32%, a w grupie
z CCC - 5,07+6,22% (réznica nieistotna statystycznie) (Rycina, Tabela 7) .

Poréwnanie ekspresji IL-la w obrebie grupy CCC pomiedzy miodszymi
I starszymi pacjentami réwniez wykazato zblizong ekspresje tej cytokiny w obu

podgrupach pacjentéw (p=0,3897) (Rycina 12, Tabela 7) .

IL-1e (%oreakcji)

AcCc cce A B

Rycina 12 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji IL-1la w btonie $luzowej pecherzyka
z0lciowego u pacjentbw z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem
pecherzyka zoéiciowego (CCC) oraz pomiedzy pacjentami miodszymi (A)
oraz starszymi (B) z przewlektym zapaleniem pecherzyka zotciowego.
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3.2. Lokalizacja komorkowa interleukiny 6 (IL-6)

Komérkowg ekspresje IL-6 analizowano w parafinowych skrawkach
pecherzykéw zéitciowych od 16 pacjentéw z grupy ACC i 43 pacjentow z grupy
CCC. Wykazano pozytywng ekspresje o zmiennym nasileniu u 8/16 pacjentow
z grupy ACC (50%) oraz 26/43 (60%) pacjentow z grupy CCC.

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg
interleukiny 6 przedstawiono w Tablicy 4 .

Pozytywna reakcja immunocytochemiczna (z reguty o stabym nasileniu i z matg
liczbg komérek immunopozytywnych) dotyczyta gtéwnie komorek nabtonka
pecherzyka zoétciowego i rowniez ta cytokina zlokalizowana byta w cytoplazmie
I bocznych czesciach bton komdérkowych (A-F). Wykazano takze pojedyncze
komorki endothelium matych naczyhn krwionosnych z ekspresjg IL-6 (D) oraz
zaledwie pojedyncze komoérki naciekdéw zapalnych (E).

W materiale kontrolnym potwierdzono obecno$¢ ekspresji tej cytokiny
w keratynocytach dzigsta pacjenta z przewleklym zapaleniem przyzebia (G)
oraz intensywny odczyn barwny w nacieku zapalnym dzigsta z chronic
periodontitis (H).

Nasilenie ekspresji IL-6 w kontroli pozytywnej nie bylo poddane analizie
ilosciowej, a badanie to stuzyto do oceny jakosci stosowanych przeciwciat do

wykrywania i lokalizacji cytokiny.

3.2.1. Analiza ilo $ciowa immunocytochemicznej ekspres;ji IL-6

Srednia ekspresja IL-6 u pacjentéw z ACC wynosita 1,02+1,67%, a w grupie
z CCC - 1,85+2,58%, co nie dato znamiennych rdéznic pomiedzy grupami
(Rycina 13, Tabela 7).

Poréwnanie ekspresji IL-6 w obrebie grupy CCC pomiedzy miodszymi
I starszymi pacjentami rowniez nie wykazato istotnych roznic w komorkowej
ekspresji tej cytokiny w obu podgrupach pacjentéw (p=0,4870) (Rycina 13,
Tabela 7).



Tablica 4.

Immunocytochemiczna lokalizacja IL-6 w kamiczym

zapaleniu pecherzyka zoiciowego.

Technika  immunocytochemiczna  ABC. Kontrast interferencyjny

Nomarskiego. Powiekszenie obiektywu x40 (B-H), x20 (A).

(A-F) Fragmenty pecherzyka zotciowego pacjentow z grupy ACC i CCC;
(G, H) Kontrola pozytywna. Fragment nabtonka dzigsta z przewleklym

zapaleniem przyzebia (G); Fragment odczynowego wezta chtonnego (H).

Pozytywna reakcja immunocytochemiczna dotyczyta gtéwnie komorek
nabtonka pecherzyka zoOiciowego (A-F). Cytokina zlokalizowana byta
w cytoplazmie komorek i powierzchniach bocznych bton komérkowych (B-
D). Wykazano pojedyncze komérki endothelium malych naczyn
krwionosnych z ekspresjg IL-6 (D) oraz zaledwie pojedyncze komorki
naciekow zapalnych (E). Komorkowa ekspresja IL-1a w keratynocytach
nabtonka dzigsta (G). Intensywna reakcja w nacieku zapalnym dzigsta

Z przewlektym zapaleniem przyzebia (H).
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IL-6 (%oreakcyi)

ACC cce A B

Rycina 13. Poréwnanie ilosciowej ekspresji IL-6 w btonie $luzowej pecherzyka
zOlciowego u pacjentbw z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem
pecherzyka zoélciowego (CCC) oraz pomiedzy pacjentami miodszymi (A)
oraz starszymi (B) z przewlektym zapaleniem pecherzyka zotciowego.

3.3. Analiza komorkowej ekspresji czynnika martwicy nowotworéw (TNF-

a)

Ekspresje TNF-a oceniano w 15 pecherzykach zotciowych pacjentéw z grupy
ACC oraz 33 z grupy CCC. U wszystkich pacjentow, niezaleznie od grupy
wykazano obecnosc¢ tej cytokiny. Tak wiec wykrywalnosc tego biatka wynosita
100%.

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg TNF-a

przedstawiono w Tablicy 5 .

Immunocytochemiczna ekspresja obecna byta w cytoplazmie duzego spektrum
komorek btony Sluzowej pecherzyka zoétciowego. W wiekszosci przypadkow
obserwowano liczne komorki z pozytywng reakcjg barwng zlokalizowang
zardbwno w komorkach nabtonka jednowarstwowego walcowatego (A, D), jak
i komorkach naciekow zapalnych w lamina propria (B). Z komorek w lamina
propria ekspresja tej cytokiny dotyczyta gtdwnie monocytow i makrofagéw
(CD68-pozytywnych) oraz pojedynczych komorek endothelium drobnych
naczyn (B). Pozytywna reakcje na te cytokine wykazano réwniez w komoérkach
piankowatych (foamy cells) obecnych w lamina propria (C, D) oraz

w komorkach gruczotow cewkowo-pecherzykowych (E, F).



Tablica 5.

Immunocytochemiczna lokalizacja TNF- a w kamiczym

zapaleniu pecherzyka zodtciowego.

Technika  immunocytochemiczna  ABC. Kontrast interferencyjny

Nomarskiego. Powiekszenie obiektywu x40.

(A-F) Fragmenty pecherzyka zétciowego pacjentéw z grupy ACC i CCC;
(G, H) Fragmenty odczynowych weztow chtonnych (kontrola pozytywna).

limmunopozytywne komorki nabtonka pecherzyka zoéiciowego (A), a takze
lokalizacja TNF-a w komérkach nacieku zapalnego w lamina propria (B).
Ekspresja TNF-a w blaszce witasciwej btony Sluzowej dotyczyta gtownie
monocytow/makrofagéw (B) w tym takze licznych komorek piankowatych
(foamy cells) (C, D). Ekspresja TNF-a obecna réwniez w nabtonku
gruczotéw cewkowo-pecherzykowych (E, F). Intensywna komorkowa
ekspresja TNF-a w centralnych i obwodowych czesciach odczynowych

weztow chtonnych (H).
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W odczynowych weztach chtonnych (kontrola pozytywna) TNF-a wykazano
zarowno w komorkach czesci centralnych, jak i obwodowych grudek chtonnych,
budujacych narzad limfatyczny (G, H). Nasilenie ekspresji TNF-a w kontroli
pozytywnej nie byto poddane analizie ilosciowej, a badanie to stuzyto do oceny

jakosci stosowanych przeciwciat do wykrywania i lokalizacji cytokiny.

3.3.1. Analiza ilo sciowa immunocytochemicznej ekspresji TNF- «

Srednia ekspresja TNF-a u pacjentéw z ACC wynosita 6,89+8,65%, a w grupie
z CCC - 13,1349,94%. Poréwnanie catkowitej komorkowej ekspresji TNF-a
w grupie ACC i CCC wykazalto statystycznie istotng réznice na korzysé grupy
CCC (Rycina 14, Tabela 7).

Natomiast poréwnanie ekspresji TNF-a w obrebie samej grupy CCC pomiedzy
miodszymi (12,30+10,30%) i starszymi pacjentami (13,74+8,04%) nie wykazato
istotnych réznic w komorkowej ekspresji tej cytokiny (p=0,5056) (Rycina 14,
Tabela 7).

TNF-a (“oreakcy)

ACC CcCcC A B

Rycina 14 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji TNF-a w btonie $luzowej pecherzyka
zOlciowego u pacjentbw z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem
pecherzyka zoiciowego (CCC) oraz pomiedzy pacjentami miodszymi (A)
oraz starszymi (B) z przewleklym zapaleniem pecherzyka Zzoétciowego;
**. n=0,0061
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Tabela 7. Poréwnanie ilosciowe] ekspresji cytokin prozapalnych (IL-la, IL-6
i TNF-a) w badanych grupach pacjentbw z ostrym (ACC)
i przewleklym (CCC) kamiczym zapaleniem pecherzyka zétciowego
(test Manna-Whitney’a).

CYTOKINA Grupa n Srednia SD Min. Max. |p testu

ACC 16 5,26 4,32 0,87 | 16,60

CcC 55 | 507 | 6,22 | 037 | 32,77 | 03493

IL-1a miodzi | 35 5,45 7,39 0,38 | 32,77

starsi [ 20 4,41 340 | 0,37 | 12,36 | 0:3897

ACC 16 1,02 1,67 0,00 6,73

CCC | 43 | 1,85 | 2,58 | 0,00 | 9,73 | 05045

IL-6 miodzi | 25 | 2,04 | 2,62 | 0,00 | 9,73

starsi | 18 1,58 258 | 0,00 | 8,38 | 04870

ACC 15 6,89 8,65 0,41 | 32,74

cccC 33 | 13,13 | 8,94 | 0,54 | 31,12 | 0006l

TNF-a miodzi | 14 12,30 | 10,30 | 0,54 | 29,80

starsi | 19 13,74 | 8,04 | 2,46 | 31,12 | 05056

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; n — liczba pacjentow;
czcionka wyboldowang zaznaczono réznice statystycznie istotne

3.4. Ekspresja cytokin prozapalnych w zale  znosci od pici pacjenta

Poréwnujac ekspresje cytokin prozapalnych w obrebie kazdej z grup pacjentow
w zaleznosci od pici nie wykazano istotnych roznic piciowych w ekspres;ji
cytokin, poza ekspresjg IL-la, ktéra przewazata u mezczyzn w porownaniu

z kobietami z grupy ACC.

Natomiast porownujac ekspresje cytokin pomiedzy pacjentami obojga pici
w dwdch zadaniczych grupach pacjentéw (ACC vs. CCC) wykazano istotnie
wiekszg komoérkowg ekspresje TNF-a u kobiet z grupy CCC w poréwnaniu
z kobietami z grupy ACC (Tabela 8).
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Tabela 8. Poréwnanie ekspresji cytokin prozapalnych (IL-1a, IL-6, TNF-a)
w obu grupach pacjentébw z objawowym kamiczym zapaleniem
pecherzyka zoiciowego w zaleznosci od pici pacjenta (test Manna-
Whitney’a, t-Studenta i/lub Leven’a).

Cytokina nl Grupa ACC n2 Grupa CCC p testu

Q 7 3,83+1,98 | 44 | 5,1846,75 0,5460

IL-1a 3 9 | 6,3845,37* | 11 | 4,62+3,67 > | 1,0000
Q 7 1,724235 | 35 | 2,12+2,76 0,9474

IL-6 3 9 |0,47+058" | 8 | 0,65+1,00"° | 0,8884
Q 454+298 | 26 | 13,80+9,41 | 0,0162

TNF-a a3 8,46%0,89 7 110,63+6,96 > | 0,1738

Objasnienia: W Tabeli podano warto$ci srednich=SD (odchylenie standardowe); p — poziom
istotnosci; nl- liczba chorych w grupie ACC; n2- liczba chorych w grupie CCC; * - p=0,0209
w tescie Leven'a pomiedzy ekspresjg IL-1a u kobiet i mezczyzn w grupie ACC; NS — rdznica
nieistotna statystycznie pomiedzy wartoscig ekspres;ji cytokin u kobiet i mezczyzn

3.5. Poréwnanie wzajemnej ekspresji cytokin prozapa Inych w obr ebie
kazdej z grup pacjentéw

W grupie pacjentow z ACC wykazano zblizone wartosci $redniej ekspresji IL-1a
i TNF-a, natomiast istotnie wiekszg ekspresje czynnika martwicy nowotworéw
w poréwnaniu z ekspresjg IL-6. Ekspresja IL-1a byla wieksza niz IL-6 w tej
grupie chorych (Rycina 15, Tabela 9).

Badanie wzajemnej ekspresji tych cytokin w grupie pacjentéw z przewleklym
zapaleniem pecherzyka zo6iciowego (CCC), wykazato najwiekszg ekspresje
TNF-a i to zarbwno w poréwnaniu z ekspresjg IL-1a, jak i IL-6. Natomiast
podobnie jak w grupie ACC, ekspresja IL-1a byla wieksza niz IL-6 w tej grupie
chorych (Rycina 15, Tabela 9).
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grupa ACC grupa CCC

(Yareaken)
r
(" reale)l)

I-1a IL-6 TNF-u IL-1a 1L-6 TNF-u

Rycina 15. Poréwnanie wzajemnej ekspresji cytokin prozapalnych w bfonie
Sluzowej pecherzyka zo6lciowego u pacjentéw z grupy ACC i CCC (test
Wilcoxona).

**. p=0,0022 pomiedzy IL-1a i IL-6; p=0,0064 pomiedzy TNF-a i IL-6 w grupie ACC;
** - p=0,0023 pomiedzy IL-1a i IL-6; ***- p=0,0001 pomiedzy TNF-a i IL-6 w grupie CCC

Tabela 9. Poréwnanie wzajemnej ekspresji cytokin prozapalnych w btonie
Sluzowej pecherzyka zoOlciowego u pacjentow z obu grup
(test Wilcoxona).

Cytokina | Grupa | Srednia ekspresja | Cytokina | Srednia ekspresja
w bionie sluzowej w bfonie sluzowej | p testu
+SD +SD
IL-6 1,02+1,76 0,0022
ACC 5,2614,32 TNF-a 6,8918,65 0,4955
IL-1a IL-6 1,85+2,58 0,0023
ccCC 5,0716,22 TNF-a 13,13+8,94 0,0001
ACC 1,02+1,76 TNF-a 6,8918,65 0,0064
IL-6 cccC 1,85£2,58 TNF-a 13,13+8,94 0,0001

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; czcionkg wyboldowang
zaznaczono roznice statystycznie istotne
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4. Ekspresja biatek z rodziny S100
4.1. Lokalizacja komorkowa biatka S100 (S100B)

Przeciwciala zastosowane do te] czesci badan immunocytochemicznych
wykrywaly przede wszystkim biatko S100B, w mniejszych ilosciach (stabszy
sygnat) takze S100A1 i S100A6 (kalcyklina).

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg biatka
S100 (S100B) przedstawiono w Tablicy 6 .

Biatko to wykazano w pecherzykach zoéiciowych u wszystkich pacjentow,
niezaleznie od grupy czy podgrupy chorych (100% wykrywalnosci).

Komorki S100-pozytywne wystepowaly przede wszystkim w lamina propria (A,
B, C). Byly to gtébwnie komorki dendrytyczne, utozone ogniskowo (B) lub
rozproszone pomiedzy innymi komorkami nacieku zapalnego (C). Pozytywng
cytoplazmatyczno-jgdrowg reakcje na to biatko obserwowano takze
w komoérkach nabtonka gruczotowego (D). Liczne S100B-pozytywne komorki
wykazywano takze pomiedzy komérkami piankowatymi (foamy cells) (E) oraz
w komorkach zwojowych (F) i w pniach nerwowych w gtebszych warstwach
pecherzyka zoiciowego (G), szczegOlnie w grupie CCC. Analizie ilosciowej
w ramach obecnej pracy poddano wylacznie ekspresje tego biatka w btonie
Sluzowej (nabtonek, lamina propria).

Pozytywng reakcje na biatko S100 wykazywano takze w komdérkach
dendrytycznych (i/lub makrofagach) odczynowych weztéw chionnych (H)
(kontrola pozytywna). Nasilenie reakcji w narzadach kontrolnych nie byto

poddane analizie ilosciowej.

4.1.1. Analiza ilo sciowa ekspresji komorkowej S100 (S100B)

Srednia ekspresja biatka S100 (S100B) byla istotnie wieksza w grupie
z przewleklym zapaleniem pecherzyka zoiciowego (CCC) w poréwnaniu
Z ostrym zapaleniem narzadu (p=0,0001). Nie roznita sie natomiast iloSciowo
w obrebie podgrup (miodzi vs. starsi pacjenci) przewlekliego zapalenia
pecherzyka zo6tciowego (CCC) (p=0,3994) (Rycina 16, Tabela 10) .



Tablica 6.

Immunocytochemiczna lokalizacja biatka S100 (S100B)

w kamiczym zapaleniu pecherzyka zoétciowego.

Technika  immunocytochemiczna  ABC. Kontrast interferencyjny

Nomarskiego. Powiekszenie obiektywu x40.

(A-G) Fragmenty pecherzyka zétciowego pacjentow z grupy ACC i CCC;
(H) Fragment odczynowego wezta chtonnego (kontrola pozytywna).

S100B-pozytywne komorki dendrytyczne w lamina propria pod nabtonkiem
(A), utozone ogniskowo (B) lub rozproszone pomiedzy innymi komorkami
nacieku zapalnego (C). Cytoplazmatyczno-jadrowa reakcja w komaorkach
nabtonka gruczotowego (D). Liczne S100B-pozytywne komorki pomiedzy
komorkami piankowatymi (foamy cells) (E) oraz w komérkach zwojowych
(F) i pniach nerwowych w glebszych warstwach $ciany pecherzyka
z6lciowego (G). Pozytywna reakcja na biatko S100B w komorkach

dendrytycznych (i/lub makrofagach) odczynowych weziéw chtonnych (H).
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s100 (s100B) (°6 reakcy)

ACC ceco A B

Rycina 16 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji biatka S100 (S100B) w btonie $luzowej
pecherzyka zoiciowego u pacjentbw z ostrym (ACC) i przewleklym
zapaleniem pecherzyka zoiciowego (CCC) oraz pomiedzy pacjentami
miodszymi (A) oraz starszymi (B) z przewleklym zapaleniem pecherzyka
z06lciowego; *- p=0,0001

4.2. Lokalizacja komorkowa biatka S100A8

Biatko S100A8 wykrywano rowniez we wszystkich badanych skrawkach

pecherzykéw zotciowych pacjentbéw, niezaleznie od grupy.

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg biatka

S100A8 przedstawiono w Tablicy 7 .

Cytoplazmatyczna lokalizacja tego biatka dotyczyta zarowno komérek w obrebie
naciekéw zapalnych (gtéwnie neutrofile), jak i komoérek nabtonka pecherzyka
z6iciowego (A-D) oraz komoérek endothelium naczyh (E). Optycznie wiecej
komodrek immunopozytywnych uwidoczniono w pecherzykach zotciowych grupy
ACC (A-D) w poréwnaniu z grupg CCC (E-G). Zardbwno u pacjentow z grupy
ACC, jak i CCC, ekspresja tego biatka widoczna byta zarbwno w komaorkach
usytuowanych wewnatrznabtonkowo (por. B i F), jak i w komorkach nacieku
zapalnego  (gtébwnie  neutrofile, ale takze monocyty, makrofagi).
Immunopozytywne komoérki (leukocyty) widoczne byly réwniez w Swietle naczyn
krwionosnych (E). Obserwowano pozytywnag reakcje takze w komorkach
zlokalizowanych w lamina propria pomiedzy gruczotami cewkowo-

pecherzykowymi (G).



Tablica 7.

Immunocytochemiczna lokalizacja biatka S100A8

w kamiczym zapaleniu pecherzyka zoétciowego.

Technika  immunocytochemiczna  ABC. Kontrast interferencyjny

Nomarskiego. Powiekszenie obiektywu x40.

(A-G) Fragmenty pecherzyka zétciowego pacjentow z grupy ACC i CCC;
(H) Fragment odczynowego wezta chtonnego (kontrola pozytywna).

Cytoplazmatyczna lokalizacja biatka S100A8 w komorkach naciekow
zapalnych w lamina propria (gtdownie neutrofile i makrofagi) (A-D),
w nabtonku pecherzyka zoiciowego (B, C, F) oraz w komorkach
endothelium naczyn (E). Immunopozytywne komorki (leukocyty) widoczne
rowniez w Swietle naczyn krwionosnych (E). Rozproszone komorki
S100A8-pozytywne takze w lamina propria pomiedzy gruczotami

cewkowo-pecherzykowymi (G).

Pozytywna reakcja na biatko S100A8 w pojedynczych komdrkach
odczynowego wezta chtonnego (H).
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W odczynowym wezle chionnym, uwidoczniono pojedyncze komorki
z pozytywng reakcjg na to biatko (H).

4.2.1. Analiza ilo sciowa ekspresji biatka S100A8

Srednia ekspresja biatka S100A8 byla istotnie wieksza w grupie z ostrym
zapaleniem pecherzyka zoiciowego (ACC) w poréwnaniu z przewleklym
zapaleniem narzadu (p=0,0001). Wiekszg ekspresje tego biatka wykazano

rowniez u starszych pacjentow w poréownaniu z mtodymi w obrebie podgrupy

CCC (p=0,0096) (Rycina 17, Tabela 10) .
§ . -
ACC oce :

Rycina 17 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji biatka S100A8 oraz biatka S100A9
w blonie Sluzowej pecherzyka zotciowego u pacjentow z ostrym (ACC)
i przewlektym zapaleniem pecherzyka zoéiciowego (CCC) oraz pomiedzy
pacjentami miodszymi (A) oraz starszymi (B) z przewleklym zapaleniem
pecherzyka zétciowego;

o
- =
2 ko

—_
=1

s100A8 (%6 reakeii)
4
sT00A9 (Yareakeji)

** -p=0,0096; ***- p=0,0001 — w przypadku biatka S100AS;
*** _n=0,0001 — w przypadku biatka S100A9

4.3. Lokalizacja komoérkowa biatka S100A9

Biatko S100A9, podobnie jak S100A8 wykryto rowniez we wszystkich badanych
pecherzykach zo6tciowych pacjentdéw, niezaleznie od grupy (100% czestosé

wystepowania).

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg biatka
S100A9 ujete zostaty w Tablicy 8 .

Cytoplazmatyczna lokalizacja tego biatka dotyczyta zarowno komorek w obrebie
naciekdw zapalnych (neutrofilbw, monocytow/makrofagéw), jak i komorek

nabtonka jednowarstwowego walcowatego pecherzyka zoéiciowego (A-C).



Tablica 8.

Immunocytochemiczna lokalizacja biatka S100A9

w kamiczym zapaleniu pecherzyka zoétciowego.

Technika  immunocytochemiczna  ABC. Kontrast interferencyjny

Nomarskiego. Powiekszenie obiektywu x40.

(A-G) Fragmenty pecherzyka zétciowego pacjentow z grupy ACC i CCC;
(H) Fragment odczynowego wezta chtonnego (kontrola pozytywna).

Cytoplazmatyczna lokalizacja biatka w komadrkach naciekéw zapalnych
(neutrofile, monocyty/makrofagi) w lamina propria (A-G) i w obrebie
nabtonka jednowarstwowego walcowatego pecherzyka zotciowego (A, D,
E). Wewnatrznabtonkowe S100A9-pozytywne komorki widoczne zaréwno
w grupie ACC (A), jak i CCC (D, E). Lokalizacja biatka S100A9
w nielicznych komodrkach piankowatych (foamy cells) w obrebie lamina
propria (F) oraz w komérkach endothelium i w swietle naczyn (G).

Pozytywna reakcja na biatko S100A9 w pojedynczych komorkach (komorki
dendrytyczne i/lub makrofagi) odczynowego wezta chtonnego (H).
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Wewnatrznabtonkowe S100A9-pozytywne komorki widoczne byly zar6éwno
w grupie ACC (A), jak i CCC (D, E). W grupie z CCC biatko S100A9
zlokalizowane byto takze w nielicznych komérkach piankowatych (foamy cells)
w obrebie lamina propria (F) oraz w komorkach endothelium i w $wietle naczyn
(G). Z reguly intensywna reakcja immunocytochemiczna dotyczyta gtéwnie
cytoplazmy komorek ,zapalenia”, cho¢ nie da sie wykluczy¢ takze pojedynczych
jader komorkowych z pozytywng reakcjg (A).

W odczynowych weztach chionnych (kontrola pozytywna) produkt reakcji
obecny byt w cytoplazmie powiekszonych komérek (komérki dendrytyczne i/lub

makrofagi), rozsianych w grudce chionnej pomiedzy komérkami limfoidalnymi

(H).
4.3.1. Analiza ilo sciowa ekspresji biatka S100A9

Srednia ekspresja biatka S100A9, podobnie jak biatka S100A8 byta istotnie
wieksza w grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka zoéiciowego (ACC)
w poréwnaniu z przewleklym zapaleniem narzgadu (p=0,0001). Nie byto
natomiast roznic ilosciowych w ekspresji tego biatka w podgrupie pacjentow
z CCC (miodsi vs. starsi) (p=0,8094) (Rycina 17, Tabela 10) .

4.4. Ekspresja biatek z rodziny S100 w zale znosci od pici pacjenta

Nie wykazano istotnych roznic statystycznych w nasileniu ekspresji zadnego
z badanych biatek z rodziny S100 (S100B, S100A8 i S100A9) w zaleznosci od
pici pacjenta w obrebie grup (ACC i CCC).

Poréwnanie tej ekspresji pomiedzy grupami (ACC vs. CCC), wykazato
natomiast istotnie wiekszg ekspresje biatka S100 (S100B) u kobiet
i u mezczyzn z przewleklym zapaleniem pecherzyka zo6tciowego w poréwnaniu
z analogiczng plcig pacjentow z grupy ACC.

W przypadku biatka S100A8 i S100A9 ekspresja obu biatlek byla wieksza
u kobiet z grupy ACC w poréwnaniu z kobietami z grupy CCC.

Mezczyzni z grupy ACC mieli znamiennie wiekszg jedynie ekspresje biatka
S100A9 w poréwnaniu z mezczyznami z grupy CCC (Tabela 11).
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Tabela 10. Poréwnanie ilosciowej ekspresiji biatek z rodziny S100 w badanych
I przewleklym (CCC)
kamiczym zapaleniem pecherzyka zotciowego oraz w podgrupie

grupach pacjentow z ostrym (ACC)

miodzi vs. starsi pacjenci z CCC (test Manna-Whitney’a).

Biatko z Grupa n Srednia SD Min. Max. |ptestu
rodziny S100
ACC 16 1,18 | 0,74 | 013 | 2,78
S100 cccC 55 | 325 | 2,33 | 023 | 9,05 | 00001
(S100B, S100A1 miodzi | 35 3,47 2,44 0,63 9,05
i S100A6)
starsi | 20 285 | 2,14 | 0,23 | 7,86 | 03994
ACC 16 | 513 | 2,63 | 090 | 10,84
ccC 50 1,92 | 317 | 0,12 | 20,64 | 00001
S100A8 miodzi | 31 1,29 | 1,56 | 0,12 | 6,50
starsi | 19 295 | 464 | 0,39 | 20,64 | 0009
ACC 16 | 957 | 539 | 1,63 | 20,70
ccC 51 | 3,29 | 353 | 025 | 18,78 | 0:0001
S100A9 miodzi [ 32 | 3,00 | 3,40 | 0,25 | 18,78
starsi | 19 376 | 3,78 | 0,49 | 12,32 | 0.8094

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; n — liczba pacjentow;

czcionkg wyboldowang zaznaczono réznice statystycznie istotne
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Tabela 11. Porownanie ekspresji biatek z rodziny S100 w obu grupach
pacjentbw z objawowym kamiczym zapaleniem pecherzyka
z6tciowego w zaleznosci od pici pacjenta (test Manna-Whitney'a).

Biatko z rodziny S100 nl Grupa ACC n2 Grupa CCC p testu

S100 Q 7 1,34+0,60 | 44 | 3,29+2,46 0,0119
(S100B) 3 9 |1,06+0,84™ | 11 | 3,08+1,85 ¥ | 0,0023
Q 7 5,80+2,49 | 41 1,79+3,31 0,0001

S100A8 3 9 |4,60+2,77" | 9 | 2,51+2,51™ | 0,0939
Q 10,90+4,42 | 41 | 3,19+2,96 0,0001

S100A9 a3 9 |8,53+6,08"° | 10 | 3,69+4,47™ | 0,0220

Objasnienia: W Tabeli podano wartosci srednich+SD (odchylenie standardowe); p — poziom
istotnosci; nl- liczba chorych w grupie ACC; n2- liczba chorych w grupie CCC; NS — réznica
nieistotna statystycznie pomiedzy wartoscig ekspres;ji biatek z rodziny S100 u kobiet i mezczyzn

4.5. Poréwnanie wzajemnej ekspresji biatek z rodzin  y S100 w obu grupach
pacjentow

U pacjentow z grupy ACC najnizsza ekspresja dotyczyta markera komorek
dendrytycznych - biatka S100 (S100B) i to zarowno w poréwnaniu z ekspresjg
biatka S100A8, jak i S100A9. Wykazano istotnie wiekszg ekspresje biatka
S100A9 niz biatka S100A8 (Rycina 18, Tabela 12) .

W grupie z przewleklym zapaleniem pecherzyka zéiciowego (CCC) wykazano
zblizong ekspresje biatek: S100B i S100A9. Ekspresja obu tych biatek byta
istotnie wieksza w poréwnaniu z ekspresjg S100A8 (Rycina 18, Tabela 12).
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Rycina 18 . Poréwnanie wzajemnej ekspres;ji biatek z rodziny S100 w btonie $luzowej
pecherzyka zotciowego w obrebie grupy ACC i CCC (test Wilcoxona).

***_ n=0,0004 pomiedzy S100A8 i S100B oraz p=0,0004 pomiedzy S100A9 i S100B w grupie
ACC; ** - p=0,0060 pomiedzy S100B i S100A8; ***- p=0,0001 pomiedzy S100A9 i S100A8

w grupie CCC

Tabela 12. Poréwnanie wzajemnej ekspresji biatek z rodziny S100 w btonie

Sluzowej
(test Wilcoxona).

pecherzyka zoOlciowego u pacjentow z obu grup

Biatko Grupa Srednia ekspresja | Biatko Srednia ekspresja
z rodziny w blonie $luzowej | z  rodziny | w blonie $luzowej P
S100 +SD S100 +SD
S100A8 5,13+2,63 0,0004
S100 ACC 1,1840,74 S100A9 9,57+5,39 0,0004
(S1008B) S100A8 1,92+3,17 0,0060
CCC 3,25+2,33 S100A9 3,2943,53 0,6460
S100A8 ACC 5,13+2,63 S100A9 9,57+45,39 0,0023
CCC 1,92+3,17 S100A9 3,2943,53 0,0001

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; czcionkg wyboldowang

zaznaczono roznice statystycznie istotne
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5. Analiza fenotypdw komorek naciekébw zapalnych w p  echerzyku

z6tciowym pacjentow z kamiczym zapaleniem narz ~ gdu

Przyktadowe mikrofotografie (A-H) z immunocytochemiczng lokalizacjg biatek

markerowych limfocytow (czasteczki CD) ujete zostaty w Tablic e 9.

Ekspresja btonowa czasteczek markerowych limfocytow B (CD20)
oraz limfocytow T (CD3) oraz ich subpopulacji (CD8 i CD4) byta zr6znicowana
ilosciowo, tak w obu badanych grupach pacjentéw, jak i u indywidualnych
chorych (A-E).

Najwyrazniejszg reakcje immunocytochemiczng obserwowano w przypadku
markera limfocytbw B (CD20) (A, B) oraz limfocytow T cytotoksycznych,
tj. czasteczki CD8 (D), a najstabszg — markera limfocytow T pomocniczych
- czgsteczki CD4 (E).

Nie wlaczono do obliczen ilosciowych intensywnej reakcji obserwowanej
w samotnych grudkach chtonnych, a wystepujgcych gtownie u pacjentow
z CCC.

W odczynowych weztach chionnych (kontrola pozytywna) szczegdlnie
intensywng reakcje wykazano dla limfocytow B (czgsteczka CD20) (F).
Na obwodzie grudek chtonnych liczne byly takze limfocyty CD3+ (G) oraz
limfocyty CD8-pozytywne (H). Obserwacja pozytywnej reakcji w narzadach
limfatycznych stuzyta jedynie potwierdzeniu jakosci stosowanych przeciwciat
I nie byla poddana analizie ilosciowej.

5.1. Czesto$¢ wyst epowania cz gsteczek markerowych limfocytow B i T
w grupie ACC

Pozytywng reakcje immunocytochemiczng na CD20 (marker limfocytow B)
w $cianie catego pecherzyka zotciowego wykazano u 15/16 pacjentoéw z grupy
ACC (94%). Wykrywalnos¢ ogodlnego markera limfocytow T (CD3) wynosita
88% (14/16 pacjentow). Pozytywng ekspresje markera limfocytow T
cytotoksycznych (CD8) wykazano u 100% chorych (16 oséb), a limfocytow T
pomocniczych (CD4) — u 13/16 (78%) badanych pacjentéw (Tabela 13).
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5.2. Czesto$¢ wyst epowania cz gsteczek markerowych limfocytéow B i T
w grupie CCC i jej podgrupach (miodzi i starsi pacj enci)

Pozytywng reakcje immunocytochemiczng na CD20 (marker limfocytow B)
wykazano u 13/35 pacjentow z catej grupy CCC (37%) i byto to istotnie mniej
w porownaniu z grupg z ostrym zapaleniem pecherzyka zétciowego (grupa ACC
- 94%) (Tabela 13). Wykrywalno$¢ ogolnego markera limfocytow T (CD3)
wynosita 72% (38/53 pacjentow z CCC). Pozytywng ekspresje limfocytow T
cytotoksycznych (CD8) wykazano u 100% chorych oséb z CCC (34 osoby),
a CD4 — jedynie u 9/31 (29%) badanych tej grupy pacjentow. Podobnie jak
wykrywalnos¢ czasteczki CD20, réwniez czestos¢ wykrywania pozytywnej
ekspresji CD4 byta nizsza w catej grupie CCC w poréwnaniu z ACC (p=0,0007)
(Tabela 13).

Poréwnujgc dwie podgrupy pacjentdéw z CCC, ekspresje CD20 wykazano u
9/16 (56%) pacjentow miodych, a jedynie u 4/19 (21%) pacjentow starszych,
jednak nie byla to rdznica statystycznie istotna (p=0,2034). Ekspresja CD3
wystepowala istotnie czesciej u chorych ponizej 25 r.z. (20/33 pacjentow)
w poréwnaniu z 50-latkami (18/20 chorych). Z subpopulacji limfocytow T —
ekspresje CD8 wykazano w 100% badanych miodych i starszych pacjentéw,
a ekspresje CD4 — jedynie u 9/17 (53%) pacjentéw starszych. Nie wykazano
ekspresji CD4 w pecherzyku zétciowym u zadnego pacjenta miodego z grupy
CCC (Tabela 13).



Tabela 13. Poréwnanie czestosci wystepowania czgsteczek markerowych
limfocytéw B i T u pacjentow z objawowym kamiczym zapaleniem
pecherzyka zo6tciowego.
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Czasteczka Grupa ACC Grupa CCC p testu
fenotypowa

limfocytow miodzi starsi

56% (n=16) 21% (n=19) 0,2034

CD20 94% (n=16) 37% (n=35) 0,0001

60% (n=33) | 90% (n=20) 0,0192

CD3 88% (n=16) 72% (n=53) 0,1909

100% (n=16) | 100% (n=18) 1,000

CD8 100% (n=16) 100% (n=34) 1,000

0% (n=14) 53% (n=17) 0,0012

CD4 81% (n=16) 29% (n=31) 0,0007

Objasnienia: W Tabeli podano parametry wyrazone odsetkiem z liczbg przypadkéw
W nawiasie; p — poziom istotnosci; - wyboldowang czcionkg zaznaczono rdznice statystycznie

istotne

Poréwnanie ilosciowej ekspresji biatek markerowych dla limfocytbw w grupie

pacjentow z ACC i CCC przedstawia Rycina 19 i Tabela 14 .
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Rycina 19 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji czasteczek markerowych limfocytow
B i T w $cianie pecherzyka zofciowego u pacjentow z ostrym (ACC)
i przewlektym zapaleniem pecherzyka zo6iciowego (CCC); *- p=0,0351;
**- p=0,0040; ***- p=0,0001
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Tabela 14. Porownanie ilosciowej ekspresji markeréw fenotypowych limfocytow
B (CD20) i limfocytow T (CD3, CD8 i CD4) w badanych grupach
pacjentow z ostrym (ACC) i przewleklym (CCC) kamiczym zapaleniem
pecherzyka zétciowego oraz w podgrupach mtodzi vs. starsi pacjenci
z CCC (test Manna-Whitney’a).

Czasteczka Grupa n Srednia SD Min. Max. |p testu
markerowa
limfocytow
ACC 16 319 | 3,70 | 0,00 | 10,62
CcccC 35 0,28 | 046 | 0,00 | 1,46 | 0,0001
miodzi | 16 0,28 | 045 | 0,00 | 1,45
cb20 starsi | 19 0,27 0,48 | 0,00 | 1,46 | 0,2173
ACC 16 056 | 053 | 0,00 | 1,62
CcccC 53 0,3 | 081 | 0,00 | 546 | 00351
miodzi | 33 029 | 042 | 0,00 | 1,32
cb3 starsi | 20 0,47 1,21 | 0,00 | 5,46 | 0,5300
ACC 16 1,09 | 1,11 | 0,10 | 3,80
CCC 34 0,99 1,03 | 0,14 | 5,12 | 08774
miodzi | 16 048 | 026 | 014 | 1,12
cbs starsi | 18 1,44 | 1,24 | 0,17 | 5,12 | 0.0001
ACC 16 0,18 | 0,25 | 0,00 | 0,94
CcccC 31 0,08 | 0,34 | 0,00 | 1,88 | 0,0040
miodzi | 14 0,00 | 0,00 | 0,00 | 0,00
CD4 .
starsi | 17 0,14 | 045 | 0,00 | 1,88 | 0,0261
ACC 16 0,24 | 0,00 | 1,92 | 0,46
CD4/CD8 Cccc 31 0,02 | 0,00 | 0,37 | 0,07 |0,0024

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; n — liczba pacjentow;
czcionka wyboldowang zaznaczono réznice statystycznie istotne
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5.3. Poréwnanie wzajemnej ekspresji markeréw fenoty  powych limfocytow

w obr ebie badanych grup pacjentow

U pacjentow z grupy ACC najwieksza ekspresja dotyczyta markera limfocytow
B, tj. czasteczki CD20 i to w poréwnaniu z ekspresjg ogolnego markera
limfocytow T (CD3) oraz subpopulacji limfocytow T (CD8 i CD4). Z subpopulacji
limfocytow T, istotnie przewazata ekspresja markera limfocytow T
cytotoksycznych (CD8) nad ekspresjg markera limfocytébw pomocniczych (CD4)
(Rycina 20, Tabela 15).

W grupie z CCC, ekspresja CD20 byta istotnie nizsza od ekspresji markerow
poszczegoblnych subpopulacji limfocytow T, t. CD8 i CD4, a podobna do
ekspresji ogélnego markera limfocytow T (CD3). Podobnie jak w grupie ACC,
takze u pacjentow tej grupy wieksza byta ekspresja CD8 w poréwnaniu z CD4
(Rycina 20, Tabela 15) . Wskaznik CD4/CD8 byt réwniez istotnie wyzszy
w grupie ACC w poréwnaniu z CCC (Tabela 14).
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Rycina 20 . Poréwnanie wzajemnej ekspresji czasteczek markerowych limfocytéw
B i T w naciekach zapalnych pecherzyka zotciowego u pacjentéw z obu grup
(test Wilcoxona).

*- p=0,0061 pomiedzy CD20 i CD3 oraz p=0,0479 miedzy CD3 i CD4,; **- p=0,0494 pomiedzy
CD20 i CD8; ***- p=0,0008 pomiedzy CD20 i CD4 w obrebie grupy ACC;

*- p=0,0249 pomiedzy CD20 i CD4; **- p=0,0015 pomiedzy CD8 i CD3; ***p=0,0002 pomiedzy
CD8 i CD20, p=0,0001 miedzy CD8 i CD4 oraz p=0,0001 pomiedzy CD8 i CD4;
p=0,0003 pomiedzy CD3 i CD4 w obrebie grupy CCC
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Tabela 15. Porownanie wzajemnej ekspresji czasteczek markerowych
limfocytow B i T w naciekach zapalnych pecherzyka zétciowego
u pacjentéw z obu grup (test Wilcoxona).

Marker Grupa Srednia ekspresja | Marker Srednia ekspresja
limfocytéw w btonie $luzowej | limfocytdw | w blonie $luzowej P
*SD +SD
testu
CD3 0,56+0,53 0,0061
ACC 3,1943,70 CD8 1,09+1,11 0,0494
CD4 0,18+0,25 0,0008
CD20 CD3 0,3620,81 0,6638
CCC 0,28+0,46 CD8 0,99+1,03 0,0002
CD4 0,08+0,34 0,0249
CD8 1,09+1,11 0,1089
ACC 0,56+0,53 CD4 0,18+0,25 0,0479
CD3 CD8 0,99+1,03 0,0015
CCC 0,36+0,81 CD4 0,08+0,34 0,0003
ACC 1,09+1,11 CD4 0,18+0,25 0,0008
CD8 CCC 0,99+1,03 CDh4 0,08+0,34 0,0001

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; czcionkg wyboldowang
zaznaczono roznice statystycznie istotne
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6. Ekspresja markera komérek tucznych (tryptaza) or az makrofagow
(CD68) u pacjentéw z kamiczym zapaleniem p echerzyka zoiciowego

6.1. Ekspresja tryptazy w komérkach tucznych w grup ie ACCiCCC

Ekspresje tryptazo-pozytywnych komérek tucznych wykazano u wszystkich
pacjentow grupy ACC (100%) i CCC (100%).

Mikrofotografie (A-H) przedstawiajgce lokalizacje tryptazy w pecherzykach
z06fciowych pacjentéw z obu grup przedstawia Tablica 10 .

We wszystkich preparatach histologicznych  pecherzykéw  Zoéiciowych
I w materiale tkankowym kontrolnym obserwowano cytoplazmatyczng, czesto
zZiarnista, rozlang reakcje na tryptaze (produkt reakcji ,wylewat sie” czesto poza
komorke) (A-H). Obraz morfologiczny tryptazododatnich komérek przypominat
opisywane w pismiennictwie “sadzone jajka” (ang. fried eggs) (A, D). Tryptazo-
pozytywne komorki tuczne byty rozsiane zaréwno w lamina propria pecherzyka
z0fciowego, jak i wystepowaly wewnatrznabtonkowo (B, C). Mastocyty obecne
w lamina propria czesto towarzyszyty naczyniom krwionosnym oraz
zakonczeniom nerwowym. Nieliczne komoérki tuczne wystepowaty w obrebie
nabtonka gruczotéw cewkowo-pecherzykowych (G).

W odczynowym wezle chionnym (kontrola pozytywna) typowe komorki
tryptazododatnie byly nieliczne, cho¢ ewidentne i z typowg dlan rozlang reakcjg
immunocytochemiczng (H).

6.2. Ekspresja komorkowa CD68 w grupie ACC i CCC

Lokalizacje markera makrofagdbw przedstawiajg mikrofotografie (A-H) ujete
w Tablic @ 11. Ekspresje CD68 wykazywano gtéwnie w cytoplazmie monocytow
i makrofagow (A-C), w tym takze w komorkach piankowatych (ang. foamy cells)
(D). Czasteczke te wykazano u wszystkich pacjentow, niezaleznie od grupy.
Reakcja immunocytochemiczna na to biatko byla zazwyczaj silna, niekiedy
ziarnista (A-C). Obejmowata komorki w obrebie naciekow w lamina propria, ale
takze usytuowane wewnagtrznabtonkowo, zwilaszcza w uszkodzonych przez
proces zapalny, fragmentach nabtonka jednowarstwowego walcowatego (A, E).
W odczynowych weztach chionnych (kontrola pozytywna) CD68-pozytywne
komorki byly powiekszone, rozsiane, z typowo cytoplazmatyczng reakcjg

barwng na to biatko (G, H).
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6.3. Porownanie ilo sciowej ekspresji tryptazy pomi edzy badanymi
grupami chorych

Srednia ekspresja tryptazy w grupie pacjentbw z ostrym zapaleniem
pecherzyka zolciowego nie roznita sie istotnie od ekspresji tego markera
w pecherzykach Zzoiciowych pacjentow z przewleklym zapaleniem narzadu.
Jednakze poréwnanie podgrupy miodych pacjentéw ze starszymi w obrebie
grupy CCC, wykazalo istotnie wiecej tego markera w grupie 50-latkow
(p=0,0390) (Rycina 21, Tabela 16) .
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Rycina 21 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji tryptazy w btonie sluzowej pecherzyka
z0lciowego u pacjentow z ostrym (ACC) i przewleklym zapaleniem
pecherzyka zoitciowego (CCC) oraz pomiedzy pacjentami miodszymi
(do 25 r.z.) i starszymi (okoto 50 lat) z przewleklym zapaleniem pecherzyka
z06iciowego; *- p=0,0390

6.4. Porownanie ilo sciowej ekspresji cz gsteczki CD68 pomi edzy grupami
Wykazano istotnie wiekszg ekspresje czasteczki CD68 (marker makrofagow)
w btonie sluzowej u pacjentéw z ostrym zapaleniem pecherzyka zétciowego
w poréwnaniu z analogicznym obszarem u pacjentow z przewleklym
zapaleniem narzadu (p=0,0009) (Rycina 22, Tabela 16) . Porownujac podgrupe
miodszych pacjentéw i starszych z CCC wykazano wiecej tego biatka w btonie
Sluzowej pecherzyka zoéiciowego u starszych chorych (p=0,0248) (Rycina 22,
Tabela 16).
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Rycina 22 . Poréwnanie ilosciowej ekspresji czasteczki CD68 w btonie s$luzowej
pecherzyka zélciowego u pacjentdw z ostrym (ACC) i przewleklym
zapaleniem pecherzyka zéiciowego (CCC) oraz pomiedzy pacjentami
mtodszymi (do 25 r.z.) i starszymi (okoto 50 lat) z przewleklym zapaleniem
pecherzyka zofciowego; *- p=0,0248; ***-p=0,0009

Tabela 16. Poréwnanie ilosciowej ekspresji tryptazy (komorki tuczne) oraz
czasteczki CD68 (makrofagi) w badanych grupach pacjentéw
z ostrym (ACC) i przewleklym (CCC) kamiczym zapaleniem
pecherzyka zofciowego oraz w podgrupach miodzi vs. starsi
pacjenci z CCC (test Manna-Whitney’a).

MARKER Grupa n |Srednia | SD | Min. | Max. |ptestu
komérek

tucznych/makrofagéw

ACC 16 4,87 3,35 | 0,85 | 11,02

CCC 55 4,13 2,45 | 0,39 | 9,94 | 0,5807

Tryptaza
miodzi | 35 | 3,64 | 2,44 | 0,39 | 9,94
starsi | 20 | 4,99 | 2,28 | 0,78 | 9,65 | 0,0390
ACC | 16 | 4,04 | 286 | 1,90 | 12,31
CcC | 55 | 2,17 | 1,98 | 0,10 | 10,29 | 0,0009
CD68

miodzi | 35 1,84 1,99 | 0,13 | 10,29

starsi | 20 2,74 1,88 | 0,10 | 5,92 | 0,0248

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; n — liczba pacjentow;
czcionka wyboldowang zaznaczono réznice statystycznie istotne
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6.5. Poréwnanie ekspresiji tryptazy i CD68 w zale znos$ci od pici

Poréwnanie ekspresji tryptazy (komorki tuczne) oraz CD68 (makrofagi) nie
wykazato réznic pomiedzy kobietami i mezczyznami w obrebie kazdej z grup.
Istotnie wiekszg ekspresjg i to jedynie czgsteczki CD68 cechowaly sie
pecherzyki zotciowe kobiet z ostrym zapaleniem narzgdu w poréwnaniu z pz
kobiet z grupy CCC. Nie byto istotnych zmian w ekspresji zadnego z badanych
biatek w grupie mezczyzn (Tabela 17).

Tabela 17. Poréwnanie ekspresji tryptazy (komorki tuczne) i czasteczki CD68
(makrofagi) w obu grupach pacjentéw z objawowym kamiczym
zapaleniem pecherzyka zétciowego w zaleznosci od pici pacjenta
(test Manna-Whitney’a, t-Studenta i/lub Leven’a).

Biatko markerowe nl Grupa ACC n2 Grupa CCC p testu

Q 7 4,41+3,72 44 4,16+2,53 0,8234

Tryptaza 9 |5,23+3,21™ | 11 | 4,02+2,22™ | 03331

3
Q 7 5,10+4,15 | 44 2,00+1,67 0,0109
3

CcD68 9 |3,2240,81™ | 11 | 2,84+2,93™ | 0,2299

Objasnienia: W Tabeli podano warto$ci srednich=SD (odchylenie standardowe); p — poziom
istotnosci; nl- liczba chorych w grupie ACC; n2- liczba chorych w grupie CCC; NS - réznica
nieistotna statystycznie pomiedzy wartoscig ekspres;ji bialek u kobiet i mezczyzn

6.6. Poréwnanie wzajemnej ekspresji tryptazy i cz  gsteczki CD68 w obr ebie

badanych grup pacjentow

Jedynie w grupie z przewleklym zapaleniem pecherzyka zotciowego wykazano
istotnie wiekszg ekspresje tryptazy w poréwnaniu z ekspresjg markera
makrofagow, tj. czasteczki CD68 (Rycina 23, Tabela 18) .
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Rycina 23 . Poréwnanie wzajemnej ekspresji tryptazy i cz asteczki CD68 w bfonie
Sluzowej pecherzyka zoiciowego u pacjentdw z obu grup (test Wilcoxona);

#%_ p=0,0001

Tabela 18. Porownanie wzajemnej ekspresji tryptazy i czgsteczki CD68
w btonie sluzowej pecherzyka zoétciowego u pacjentdw z obu grup
(test Wilcoxona).

Biatko Grupa Srednia ekspresja | Biatko Srednia ekspresja | p testu
markerowe w blonie $luzowej | Markerowe | w blonie $luzowej
+SD +SD
ACC 4,87+3,35 CD68 4,0442,86 | %%
Tryptaza
ccc 4,13+2,45 CD68 2,17+1,98 0,0001

Objasnienia: p — poziom istotnosci; SD — odchylenie standardowe; czcionkg wyboldowang
zaznaczono réznice statystycznie istotne
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7. Korelacje pomi edzy nasileniem ekspresji badanych markerow komérek
naciekoéw zapalnych p echerzyka zoéiciowego w grupie ACC

U pacjentow z grupy ACC wykazano wprost proporcjonalne istotne
statystycznie zaleznosci miedzy wzajemng ekspresjg nastepujacych biatek
wykrywanych w btonie sluzowej zapalnie zmienionego pecherzyka zotciowego
(Tabela 18; Ryciny 24 i 25) :

1. ekspresjg TNF-a i ekspresjg markera makrofagow (czasteczka CD68)
(r=0,5313);

2. ekspresjg biatka S100A8 i S100A9 (r=0,6735);
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Rycina 24 . Pozytywna korelacja Spearmana miedzy ekspresjg TNF-a i czasteczki
CD68 w grupie ACC (p<0,05); r — wspotczynnik korelacji.
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Rycina 25 . Pozytywna korelacja Pearsona miedzy ekspresjg biatlek S100A8 i S100A9

w grupie ACC (p<0,05); r — wspotczynnik korelacji.

U pacjentow z grupy ACC nie wykazano istotnych statystycznie korelacji
Spearmana pomiedzy wzajemng ekspresjq czgsteczek markerowych

limfocytbw B i T badanych w calej scianie zapalnie zmienionego pecherzyka
z06fciowego (Tabela 19).
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Tabela 18. Wyniki korelacji miedzy ilosciowg ekspresjg biatek analizowanych
w bionie $luzowej pecherzyka zéiciowego (cytokiny prozapalne,
tryptaza, czgsteczka CD68 oraz biatka z rodziny S100) u pacjentéw

z grupy ACC.

Marker |IL-1a |IL-6 TNF-a |S100 S100A8 |S100A9 |tryptaza (D68

IL-1a - 0,2114 | 0,4450 | 0,2206 | 0,0294 | 0,3118 | 0,2765 | 0,1663
IL-6 0,2114 - 0,2202 | 0,2054 | 0,0649 | 0,1117 | -0,1419 | -0,0227
TNF-a 0,4450 | 0,2202 - 0,1912 | 0,1662 | 0,0858 | -0,0411 | 0,5313
S100 0,2206 | 0,2054 | 0,1912 - -0,1000 | -0,0676 | 0,1824 | 0,1589
S100A8 | 0,0294 | 0,0649 | 0,1662 | -0,1000 - 0,6735 | -0,0941 | 0,4503
S100A9 |0,3118| 0,1117 | 0,0858 | -0,0676 | 0,6735 - 0,3559 | 0,2590
tryptaza | 0,2765 | -0,1419 | -0,1419 | 0,1824 | -0,0941 | 0,3559 - 0,1737
CD68 0,1663 | -0,0227 | 0,5313 | 0,1589 | 0,4503 | 0,2590 | 0,1737 -

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wspétczynniki r, dla ktérych p<0,05; korelacje
Pearsona dotyczg wzajemnej ekspresji biatek z rodziny S100 (S100, S100A8, S100A9);
pozostate to korelacje rang Spearmana.

Tabela 19. Wyniki korelacji miedzy ekspresjg czgsteczek markerowych (CD)
limfocytow B (CD20) i limfocytow T (CD3) i ich subpopulacji (CD8,
CD4) analizowanych w $cianie catego pecherzyka Zzofciowego

u pacjentow z grupy ACC.

Marker CD20 CD3 CD8 CD4
CD20 - 0,4266 |0,0647 |0,2943
CD3 0,4266 |- 0,3203 |0,0795
CD8 0,0647 10,3203 |- 0,3376
CD4 0,2943 |0,3059 |0,3376 |-

Objasnienia: w Tabeli umieszczono wartosci wspétczynnika korelacji (r) rang Spearmana.
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8. Korelacje pomi edzy nasileniem ekspresji badanych markerow komérek

naciekoéw zapalnych p echerzyka zétciowego w grupie CCC

U pacjentow z przewleklym zapaleniem pecherzyka zotciowego (grupa CCC)
wykazano wprost proporcjonalne istotne statystycznie zaleznosci miedzy
wzajemng ekspresjg nastepujacych biatek (badanych w lamina propria pz)
(Tabela 20, Rycina 26) :

1. biatka S100A8 i ekspresjg IL-1la (wspoétczynnik korelacji Spearmana,
r=0,3325, staba pozytywna korelacja);

2. biatka S100A8 i biatka S100A9 (r=0,6856) oraz stabg pozytywnag

korelacje biatka S100A8 z ekspresjg markera makrofagéw (CD68)
(r=0,3527);

Stabg negatywng korelacje wykazano pomiedzy ekspresjg IL-6 i biatka S100A8
(r=-0,3189) (Tabela 20).

Grupa CCC

% reakcji S100A9

-2 0 2 4 E 8 1I[] 1I2 1I4 1I6 1I8 ZI[J 22
% reakcji S100A8
Rycina 26 . Pozytywne korelacje Spearmana miedzy ekspresjg biatka S100A8 oraz

S100A9 u pacjentow z grupy CCC (p<0,05 we wszystkich przypadkach);
r —wspétczynnik korelacji rang Spearmana.
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Tabela 20. Wyniki korelacji miedzy ilosciowg ekspresjg biatek analizowanych
w bionie $luzowej pecherzyka zéiciowego (cytokiny prozapalne,
tryptaza, czgsteczka CD68 oraz biatka z rodziny S100) u pacjentéw

z grupy CCC.

Marker |IL-1a IL-6 TNF-a |S100 S100A8 |S100A9 |tryptaza |CD68
IL-1a - -0,0686 | 0,0498 | 0,2545 | 0,3325 | 0,2053 | 0,0317 | 0,1276
IL-6 -0,0686 - 0,3369 | -0,0831 | -0,3189 | -0,1940 | 0,2935 |-0,1144
TNF-a 0,0498 | 0,3369 - -0,0638 | 0,1071 | -0,1046 | -0,0682 | 0,1972
S100 0,2545 | -0,0831 | -0,0638 - -0,0554 | -0,0299 | -0,1160 | 0,1148
S100A8 | 0,3325 |-0,3189| 0,1071 |-0,0554 - 0,6856 | -0,0365 | 0,3527
S100A9 | 0,2053 |-0,1940 |-0,1046 | -0,0299 | 0,6856 - -0,0251 | 0,2126
tryptaza | 0,0317 | 0,2935 |-0,0682 | -0,1160 | -0,0365 | -0,0251 - -0,1790
CD68 0,1276 |-0,1144| 0,19/72 | 0,1148 | 0,3527 | 0,2126 | -0,1790 -
Objasnienia: wyboldowang czcionka zaznaczono wspoiczynniki r, dla ktérych p<0,05.

Korelacje ekspresji tryptazy i TNF-a to korelacje Pearsona, pozostale Spearmana.

Biorac pod uwage ekspresje czasteczek fenotypowych limfocytéw badanych

w calej Scianie pz u pacjentdw z grupy CCC, wykazano wysokg pozytywnag

korelacje miedzy nasileniem ekspresji subpopulacji limfocytow T, a mianowicie

czasteczek CD8 i CD4 (r=0,6787) (Tabela 21; Rycina 27) .
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Rycina 27. Pozytywna Kkorelacja Spearmana miedzy ekspresja czasteczek
markerowych subpopulacji limfocytow T (CD8 i CD4) w grupie CCC
(p<0,05); r — wspotczynnik korelacji Spearmana.

Tabela 21. Wyniki korelacji Spearmana miedzy ekspresjg czasteczek
markerowych (CD) limfocytow B (CD20) i limfocytow T (CD3) i ich
subpopulacji (CD8, CD4) analizowanych w S$cianie catego
pecherzyka zo6tciowego u pacjentow z grupy CCC.

Marker |CD20 CD3 CDS8 CD4

CD20 - -0,1483 | -0,1707 | -0,1420

CD3 -0,1483 - 0,1669 | 0,2946

CD8 -0,1707 | 0,1669 - 0,6787

CD4 -0,1420 | 0,2946 | 0,6787 -

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wspétczynniki r, dla ktérych p<0,05.
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9. Zaleznosci miedzy ekspresj g biatek markerowych, liczb g eozynofiléw
w naciekach zapalnych $ciany p echerzyka zélciowego a wybranymi

danymi klinicznymi w grupie ACC

Analiza korelacji badanych w pracy cytokin prozapalnych, tj. IL-1a, IL-6 oraz
TNF-a wykazata istotng statystycznie pozytywng zalezno$é pomiedzy ekspresjg
czynnika martwicy nowotworédw a sumaryczng aktywnoscig zapalng $ciany
pecherzyka zoéiciowego (G1+G2) (r=0,5349) oraz liczbg leukocytow we Kkrwi
(r=0,5912) pacjentow z ostrym zapaleniem pecherzyka zotciowego (Rycina 28,
Tabela 22). Ponadto ekspresja obu bialek S100A8 i S100A9 byta wprost
proporcjonalna do nasilenia zmian zapalnych w gtebszych warstwach Sciany
pecherzyka (parametr G2) (Rycina 29), nie osiggajgc istotnosci statystycznej

w obrebie samej btony $luzowej (parametr G1).

W tej grupie pacjentow istotng statystycznie, pozytywng korelacje wykazano
rowniez pomiedzy ekspresjg markera limfocytdw T pomocniczych (czasteczka
CD4) a nasileniem zmian zapalnych w blonie Sluzowej (parametr G1)

I sumarycznym grading (G1+G2) (Tabela 22).
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Rycina 28 . Pozytywna korelacja Spearmana miedzy ekspresja TNF-a a catkowitym
nasileniem zmian zapalnych (G1+G2) oraz liczbg leukocytow w krwi
pacjentow z ostrym zapaleniem pecherzyka zétciowego (ACC) (p<0,05);
r — wspoétczynnik korelacji Spearmana.
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Rycina 29. Pozytywna korelacja Spearmana miedzy aktywnoscig zapalng
w gtebszych warstwach $ciany pecherzyka zotciowego (parametr G2)
u pacjentbw z ostrym zapaleniem pecherzyka zotciowego (ACC)
a ekspresjg bialek S100A8 i S100A9 oraz (p<0,05 w obu przypadkach);
r —wspotczynnik korelacji Spearmana.
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Tabela 22. Wyniki korelacji miedzy ekspresjg biatek analizowanych w btonie
Sluzowej pecherzyka zoOilciowego (cytokiny prozapalne, tryptaza,
CD68), ekspresjga markeréw fenotypowych komérek naciekéw

zapalnych,

liczbg eozynofilbw analizowanych w

naciekach

zapalnych catej sciany pecherzyka zotciowego a wybranymi danymi
klinicznymi pacjentow z grupy ACC.

Biatko/ wiek grubo $é BMI liczba WBC
sciany
komorki (ata) | pecherzyk G1* G2* | G1+G2* | (kg/m?) | kamieni* | (x10%1)
a (mm)

IL-1a 0,0619 | 0,1838 | 0,0904 |0,4241 | 0,2895 | 0,2647 - 0,3812
0,2228

IL-6 0,3483 | 0,3279 | 0,3191 |0,3904 | 0,4349 | 0,0528 - 0,3899
0,3050

TNF-a -0,0072 | 0,0860 | 0,4259 |0,4587| 0,5349 | 0,2699 - 0,5912
0,0959

S100 -0,3717 | 0,3992 | -0,0935 |0,0731 | -0,0400 | 0,0676 - 0,4636
0,3961

S100A8 0,3481 | -0,4836 | 0,3012 |0,5119| 0,4497 | 0,1588 | 0,4951 | -0,1472

S100A9 0,4307 | -0,3616 | 0,2870 |0,5704 | 0,4528 |-0,2824|0,4852 | -0,1707

CD20 0,3068 | -0,3736 | 0,2109 - 0,1756 | 0,1971 | 0,0743 | -0,3297

0,0146

CD3 0,1791 | -0,3576 | 0,1894 |0,2055| 0,2164 |-0,2967 |0,4174 | -0,3767

CD8 0,2271 | 0,4625 | 0,3012 |0,3949| 0,3773 | -0,0353 - 0,3385
0,0446

CD4 -0,0719 | 0,1109 | 0,5565 |0,1783| 0,5030 |-0,1359 |0,1031 | -0,3379

tryptaza 0,1091 | 0,1552 | -0,2917 |0,1024 | -0,1556 | -0,4294 | 0,0446 | -0,0824

CD68 -0,0236 | 0,2510 | 0,4585 |0,2488| 0,4577 |-0,0721|0,4360| 0,0295

Liczba 6 -0,1141 | 0,0311 | 0,0882 - -0,0938 | -0,0545 - -0,1489

sozynotiow 0,4028 0,2570

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wspétczynniki r, dla ktérych p<0,05;

* - parametry oszacowane w skali pdtilosciowej (Materiat | Metody). Korelacje ekspresji BMI
oraz ekspresiji biatka S100, S100A8, S100A9 to korelacje Pearsona, pozostate Spearmana.
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10. Zaleznosci miedzy nasileniem ekspresji biatek markerowych, liczb a
eozynofilbw w naciekach zapalnych w  $cianie p echerzyka zo6tciowego

a wybranymi danymi klinicznymi w grupie CCC

U pacjentow z przewleklym zapaleniem pecherzyka Zzoiciowego analiza
korelacji pomiedzy ekspresjg markerow biatkowych a wybranymi danymi
klinicznymi, wykazata raczej stabe pozytywne i/lub negatywne zaleznosci
(Tabela 23). I tak, analiza korelacji badanych w pracy cytokin prozapalnych
z danymi klinicznymi wykazata pozytywng zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg IL-1a
oraz biatka S100A8 a indeksem masy ciata (BMI) pacjentéw. Ekspresja IL-6
negatywnie korelowata z aktywnoscig zapalng w btonie Sluzowej (parametr G1)
i catkowitym grading (G1+G2) oraz z liczbg leukocytow we krwi. Ekspresja
czynnika martwicy nowotworow takze byla negatywnie skorelowana
Z nasileniem zmian zapalnych, ale widocznych w gtebszych warstwach sciany
pecherzyka zo6ilciowego pacjentéw (parametr G2) oraz catkowitym grading
(G1+G2).

Ekspresja obu biatek prozapalnych z rodziny S100, tj. S1I00A8 i S100A9 byta
wprost proporcjonalna do nasilenia zmian zapalnych obecnych w gtebszych
warstwach sciany pecherzyka (parametr G2) a w przypadku biatka S100A8 —
dodatkowo takze sumarycznego grading (G1+G2). Ekspresja biatka S100A8
dodatkowo wzrastata wprost proporcjonalnie do BMI pacjentéw oraz liczby
leukocytdéw we krwi chorych (obie ostatnie korelacje byly bardzo stabe).

Ponadto co ciekawe, wykazano stabg negatywng zaleznos¢ pomiedzy
ekspresjg obu biatek: S100A8 i S100A9 a liczbg ztogow zétciowych u pacjentéw

z przewlektym zapaleniem pecherzyka zotciowego.

Obserwowano stabg pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg czasteczki CD20
(marker limfocytow B) i gruboscig sciany pecherzyka zoélciowego, catkowitym

grading sciany narzadu (G1+G2) oraz liczbg leukocytéw we krwi pacjentow.

Z wiekiem pacjentow grupy CCC wzrastata liczba obu subpopulacji limfocytow
T (CD8 i CD4) w naciekach zapalnych sciany pecherzyka, a malata liczba

eozynofilow w $cianie narzadu (Tabela 23).



118

Wraz z nasileniem zmian zapalnych w miesnidéwce i surowicOwce (parametr
G2) pecherzyka zélciowego tej grupy pacjentdw, rosta (procz wspomnianej juz
ekspresji biatek prozapalnych S100A8 i S100A9), takze ekspresja limfocytow
pomochiczych CD4 oraz liczba eozynofilow. Biorgc pod uwage podziat na
miodszych i starszych pacjentow pacjentéw grupie CCC, w obu podgrupach
wykazano istotng statystycznie pozytywng korelacje (cho¢ dos$¢ niska)
pomiedzy liczbg eozynofilow a nasileniem zmian zapalnych w gtebszych
warstwach sciany pz (parametr G2) i dodatkowo, ale tylko u starszych chorych

— takze z catkowitym grading (Tabela 24).

Ekspresja markera makrofagéw (czgsteczka CD68) nie korelowata znamiennie
z dostepnymi w tej pracy danymi Kklinicznymi. Wykazano jedynie dos¢ stabg
negatywng korelacjg (podobnie jak dla ekspresji biatek S100A8 i S100A9)
z liczbg kamieni zétciowych u pacjentow z przewleklym zapaleniem pecherzyka
z06fciowego (r=-0,3569) (Tabela 23).
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Tabela 23. Wyniki korelacji miedzy ekspresjg biatek analizowanych w btonie
Sluzowej pecherzyka zoOilciowego (cytokiny prozapalne, tryptaza,
CD68), ekspresjg markeréw fenotypowych komorek naciekow

zapalnych i liczby eozynofilbw analizowanych w calej $cianie
pecherzyka zotciowego a wybranymi danymi klinicznymi pacjentéw
z grupy CCC.
Biatko/ wiek grubo $é BMI liczba WBC
sciany
komorki (ata) | pecherzyk G1* G2* | G1+G2* | (kg/m?) | kamieni* | (x10°/)
a (mm)
IL-1la 0,0713 | 0,0791 | 0,2194 - 0,1351 | 0,3680 - 0,1749
0,0245 0,1690
IL-6 0,1065 | 0,0253 | -0,3419 - -0,3208 | -0,0657 - -0,3818
0,1725 0,1422
TNF-a 0,2092 | -0,0420 | -0,2408 - -0,4143 | -0,0199 - -0,1094
0,4145 0,1253
S100 -0,0150 | 0,0860 | 0,2051 |0,1484 | 0,2404 |-0,0023 | 0,0899 | -0,0413
S100A8 0,2515 | 0,1921 | 0,2689 |0,3598 | 0,3841 | 0,3220 - 0,3001
0,4181
S100A9 | -0,0139 | 0,1567 | 0,0876 |0,3218| 0,2387 | 0,1266 - 0,2352
0,3394
CD20 -0,2229 | 0,3906 | 0,3301 |0,2876| 0,3723 | 0,0472 - 0,3599
0,0191
CD3 0,1179 | -0,0662 | 0,2442 |0,1527 | 0,2261 | 0,0540 - -0,0809
0,0777
CD8 0,5483 | -0,1800 | 0,1825 |0,0607 | 0,1281 | 0,3362 - 0,1600
0,1028
CD4 0,4099 | -0,0572 | 0,0035 |0,3558| 0,1619 | 0,1994 - 0,2080
0,0341
tryptaza | 0,2375 | -0,2495 | 0,0697 - 0,0309 | 0,2237 | 0,1095 | -0,0524
0,0163
CD68 0,2578 | 0,0725 | 0,0214 |0,2429| 0,1677 | 0,1985 - 0,1560
0,3569
Liczba -0,3467 | 0,1799 | 0,0452 |0,3320| 0,2576 |-0,1748|0,0701| 0,1830
eozynofilow

Objasnienia: wyboldowang czcionka zaznaczono wspoéiczynniki r, dla ktérych p<0,05;
* - parametry oszacowane w skali potilosciowej (Materiat | Metody). Korelacje ekspresji BMI
z ekspresjg TNF-a i ekspresjg tryptazy to korelacje Pearsona, pozostate Spearmana.




120

Tabela 24. Korelacje Spearmana pomiedzy liczb g eozynofilbw analizowanych
w calej Scianie pecherzyka zoOlciowego a wybranymi danymi
klinicznymi pacjentow z podgrup CCC.

wiek

grubo $é BMI liczba WBC
$ciany
Badana (lata) | pecherzyk G1* G2* G1+G2* | (kg/m?) | kamieni* | (x10%/1)
podgrupa a (mm)
CCC
A - -
0,3820 -
0.1241 0,0749 | 0,0122 '3 0,2990 | -0,2085 0.0715 0,3304
B 03-724 0,4190 | 0,3428 |0,5526 | 0,4948 | 0,3711 | 0,2588 | 0,2949

Objasnienia: wyboldowang czcionkg zaznaczono wspéiczynniki r, dla ktérych p<0,05;
* - parametry oszacowane w skali potilosciowej (Materiat | Metody);

A — pacjenci do 25 r.z.; B - pacjenci starsi, ok. 50 r.z.
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OMOWIENIE WYNIKOW | DYSKUSJA

1. Dane kliniczne

Analiza podstawowych danych klinicznych wszystkich zebranych w obecnej
pracy pacjentbw (n=71) wykazala przewage kobiet (80%) w grupie
z przewleklym cholecystitis (grupa CCC) i to zarbwno w podgrupie miodych
chorych (do 25 r.z.) oraz ws$rod 50-latkébw. Grupa pacjentow z ostrym
cholecystitis (grupa ACC) byta zbyt mata liczebnie, by potwierdzi¢ pte¢ zenskg
jako czynnik ryzyka kamicy zoélciowej czy sugestie czestszego wystepowania
powiktania w postaci ostrego cholecystitis u kobiet.

Ze wzgledu na specyfike doboru badanych grup (takze pod wzgledem
wiekowym w grupie z przewlektym cholecystitis), nie mozna potwierdzi¢ danych
z piSmiennictwa, ze wiek chorych jest niezaleznym czynnikiem rozwoju kamicy

z6iciowej (zwtaszcza cholesterolowej) [213, 260].

Biorgc pod uwage otytos¢ jako czynnik ryzyka, blisko 40% pacjentéw z ostrym
cholecystitis wykazywato BMI powyzej 30 w poréwnaniu z ok. 30% pacjentow
z przewleklym zapalenim pecherzyka zoOlciowego (roéznica nieistotna
statystycznie). W catej grupie z przewleklym cholecystitis 50-latkowie
wykazywali istotnie wiekszy indeks masy ciata w poréwnaniu z pacjentami
miodymi. Wsréd miodych pacjentéw (do 25 r.z.) z przewlekltym cholecystitis
tylko 4 osoby spetnialy kryteria otytosci. Trudno odnie$¢ sie do obserwacji
klinicznych wskazujacych na fakt wystepowania kamicy zolciowej czesciej
u oséb z wieloletnig otyloscig, wystepujaca juz w miodosci. Nie mozna na
podstawie wynikdw tej pracy poprze¢ badan, ktore wykazaty, ze otylos¢
wystepujgca przed 25 r.z. jest czynnikiem ryzyka kamicy niezaleznie od pici [6,
81].

Z uwagi na niewielkg liczbe przypadkéw (2 pacjentow z grupy ACC, 3 z grupy
CCCQC) trudno zinterpretowac role cukrzycy (towarzyszgcej kamicy zotciowej)
w patogenezie tego schorzenia i/lub przebiegu klinicznym. Nadcisnienie
tetnicze podawato w wywiadzie 44% pacjentow z ostrym i 33% z przewlekiym
zapaleniem pecherzyka zétciowego, co jednak nie byto réznicg statystycznie

istotna.
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Biorac pod uwage liczbe leukocytow we krwi pacjentéw, zgodnie
z oczekiwaniem istotnie wiekszg liczbe tych komérek wykazywali pacjenci
z ostrym zapaleniem w poréwnaniu z pacjentami z przewlektym zapaleniem

pecherzyka zotciowego.

Srednia liczba zlogéw zotciowych u analizowanych w tej pracy pacjentéw byta
istotnie wieksza u chorych z przewleklym cholecystitis w poréwnaniu z grupag
ACC. Nie wykazano jednak takich ro6znic pomiedzy miodymi i starszymi
pacjentami z przewlektym zapaleniem pecherzyka zoOlciowego. Nie
obserwowano réznic piciowych w liczbie ztogéw zoéiciowych w obrebie kazdej

Z grup, ani pomiedzy kobietami i mezczyznami z grupy ACC i CCC.

Szeroko$¢ Sciany pecherzyka zoiciowego byta podobna w obu grupach
pacjentow (ACC i CCC) i wynosita srednio okoto 6 mm. Podobny wynik
(w granicach 3-6 mm) uzyskali inni autorzy u 71% pacjentow z przewlektym
cholecystitis, zanalizowanych pod tym katem na podstawie obrazéw

ultrasonograficznych [245].

2. Zmiany histopatologiczne

Jak wspomniano we Wstepie pracy, kamicy pecherzyka zélciowego najczesciej
towarzyszy przewlekte zapalenie narzadu z pogrubieniem i stluszczeniem
Sciany, przerostem miesnioéwki i inkrustacjg kamieniami zétciowymi [184, 199].
Nalezy rOowniez pamieta¢, ze istnieje od 80-100% zbieznosci wystepowania
nowotworéw pecherzyka zotciowego z kamicg tego narzadu [121, 140, 236,
244).

Zmiany histologiczne w ocenianym materiale tkankowym byly zréznicowane
w zaleznosci od badanej grupy pacjentow (ostre vs. przewlekie cholecystitis),

a nawet w obrebie kazdej z grup.

W grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka zoOiciowego pomimo oczywistego
rozpoznania histopatologicznego, obraz morfologiczny pecherzyka zétciowego
byt bardzo zr6znicowany w zaleznosci od pacjenta. Jako komorki naciekéw
zapalnych dominowaly neutrofile, budujgce mniejsze (mikroropnie) lub tworzace

bardziej nasilone ogniska ropne. Obecnos¢ skupisk z licznych neutrofilow
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Swiadczytaby o zniszczeniu zajetej tkanki poprzez enzymy lizosomalne
granulocytow obojetnochtonnych i o gromadzeniu wysieku w takiej postaci
[236]. W lamina propria widoczne byty wieksze lub mniejsze pola martwicy,
przekrwienia i liczne krwinkotoki. Neutrofile (czasem degenerujace) infiltrowaty
niekiedy duze fragmenty nabtonka pecherzyka. Dawato to obraz ,strawionych”
obszaréw tej czesci btony sluzowej. Obok martwiczych fragmentéw nabtonka
obserwowano bardzo nasilone obszary regenerujgcego (quasi atypowego)
nabtonka pecherzyka zétciowego. W lamina propria pecherzyka zotciowego
oprécz bardzo licznych neutrofilow, rutynowe barwienie H+E pozwolito
zauwazy¢ takze liczne eozynofile. Inne komoérki nacieku zapalnego w postaci
monocytow/makrofagdéw, komorek tucznych, komorek dendrytycznych
obserwowano rzadziej i dopiero metoda immunocytochemiczna pozwolita na
doktadniejszg charakterystyke fenotypow tych komérek. W catej Scianie
pecherzyka zo6iciowego (btona sluzowa, miesniowa i surowicza) obserwowano

réwniez rozproszone i/lub w skupiskach nieliczne limfocyty.

Zmiany histopatologiczne w pecherzyku zétciowym u pacjentow z przewleklym
zapaleniem narzadu (grupa CCC) byly typowe dla tego schorzenia

I w wiekszosci zgodne z opisami z piSmiennictwa [118, 155, 199, 236].

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze opis zmian morfologicznych w tym
opracowaniu dotyczy rowniez specyficznej grupy chorych z kamicg pecherzyka
zblciowego, a mianowicie miodych pacjentéw (Srednia wieku 22+2 lata).
Juz w rutynowym barwieniu w pecherzykach zotciowych u znacznego odsetka
(blisko 30%) tych miodych chorych obserwowano liczne, bardzo nasilone
skupiska eozynofilow, ktére przeplataly sie z mniejszg liczbg innych komorek

nacieku zapalnego.

W grupie 50-latkéw zmiany morfologiczne réznity sie od obserwowanych
u miodych chorych. U 30% starszych chorych charakterystyczng cechg byta
obecno$¢ makrofagdw obtadowanych lipidami, zwanych takze komaorkami
piankowatymi (ang. foamy cells), tworzacych niekiedy polipy cholesterolowe
w btonie sSluzowej. Ponadto starsi pacjenci czesciej niz miodzi wykazywali
obecnos¢ zmian miazdzycowych w drobnych naczyniach tetniczych sSciany

pecherzyka. Nabtonek pecherzyka zawierat niekiedy w swym sktadzie komorki
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kubkowe wsréd morfologicznie niezmienionych walcowatych  komérek
nabtonka. Czesciej u starszych chorych niz u najmtodszych pacjentéw
z przewleklym cholecystitis, obserwowano przerost gruczotéw
jasnokomérkowych, wnikanie ich w glebsze warstwy blony miesniowe]
pecherzyka (tzw. rozrost gruczotowo-miesniowy) oraz obecno$¢ komorek
kubkowych w nablonku pecherzyka. Poréwnujac uzyskane obrazy
morfologiczne u badanych w tej pracy pacjentow z opisami z pismiennictwa,
mozna potwierdzi¢, ze kamicy zoOiciowe]j moze towarzyszyC zapalenie ostre,
przewlekte, hyperplazja gruczotéw i/lub cholesteroloza [13, 58, 118, 155, 236].
.Czyste” przewlekle zapalenie pecherzyka zélciowego u pacjentéw z kamicg
z0fciowg niektorzy z badaczy obserwowali tylko u 50% swoich chorych.
Pozostali pacjenci demonstrowali bardziej zr6znicowane zmiany morfologiczne

(w tym jeden przypadek raka) [13].

W badanych w tej pracy pecherzykach Zzoiciowych na szczescie nie
obserwowano cech dysplazji nabtonka w zadnej z badanych grup. Jedynie
u jednego pacjenta miodego (do 25 r.z.) i u dwdch starszych pacjentéw
z przewlektym zapaleniem pecherzyka zétciowego, obserwowano pojedyncze
fragmenty blony sluzowej z przerostem gruczotéw cewkowo-pecherzykowych
(tzw. jasnokomérkowych), cechami rozrostu gruczotowo-miesniowego (ogniska
metaplazji nabtonka typu odzwiernikowego) z jednoczesng obecnoscig komorek

kubkowych w nabtonku pecherzyka zo6tciowego (metaplazja jelitowa).

Wieksze nasilenie zmian zapalnych (grading) obserwowano u pacjentow
z ostrym (grupa ACC) w poréwnaniu z przewleklym zapaleniem pecherzyka
z6fciowego. Oba parametry aktywnosci zapalnej (G1 i G2) byly wieksze u kobiet
z grupy ACC w poréwnaniu z analogiczng aktywnoscig zapalng w Scianie
pecherzyka u kobiet z grupy CCC. Nie byto istotnych réznic w nasileniu zmian
zapalnych pecherzyka pomiedzy podgrupg miodszych (do 25 rz.) i starszych
pacjentow z przewleklym cholecystitis. Niektore dane z piSmiennictwa opisujg
wiekszg aktywnos¢ zapalng u starszych chorych w poréwnaniu z miodszymi
pacjentami i bezkamiczym zapaleniem pecherzyka zoétciowego [4]. Uwaza sie,
ze nawet w bezobjawowych kamicach zoétciowych obecne sg ewidentne zmiany
morfologiczne sciany pecherzyka zoéiciowego (gtdbwnie cechy przewlektego
zapalenia). Cechy nieprawidtowej budowy histologicznej narzadu obserwowano
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nawet w zdrowych (,kontrolnych”) pecherzykach zo6iciowych. Sg i opinie, ze
zmiany morfologiczne dotyczace zwitaszcza btony sluzowej moga by¢ zwigzane

po prostu z wiekiem i czesciej wystepujg u kobiet [43].

3. Analiza wybranych komérek naciekéw zapalnych

3.1. Eozynofile

Eozynofile jako komorki naciekdw zapalnych widoczne byly juz w rutynowym
barwieniu H+E jako komorki z dwuptatowym jadrem i silnie kwasochtonng
cytoplazmg. Jako skfadniki naciekow zapalnych w pecherzyku zétciowym
obecne byly zarbwno w lamina propria, jak i w giebszych warstwach Sciany
pecherzyka. Analiza poréwnawcza wykazata wiecej tych komorek
w pecherzykach zoilciowych z ostrym zapaleniem narzadu w poréwnaniu
z przewleklym cholecystitis. Wiecej eozynofilbw demonstrowaly w swych
naciekach zapalnych w pecherzykach zoétciowych kobiety z grupy ACC
w poréwnaniu z pacjentkami z przewleklym cholecystitis. W podgrupie
z przewleklym cholecystitis, istotnie wiecej tych komérek wykazano
w pecherzykach zétciowych miodszych pacjentow (do 25 r.z.) w poréwnaniu
z 50-latkami. Nie mozna potwierdzi¢ jednego z doniesien literaturowych
0 6-krotnej przewadze liczby eozynofilbw w naciekach zapalnych pecherzyka
zébikciowego u ptci meskiej w porownaniu z kobietami z przewlektym cholecystitis
[269], gdyz w obecnej pracy wykazano zblizong liczbe tych komorek
w naciekach zapalnych u kobiet i mezczyzn obu grup.

Obecnos¢ licznych eozynofilow w skladzie naciekdéw zapalnych u wiekszosci
pacjentow z grupy ACC (starsi chorzy, srednia wieku 58+18 lat), jak i u blisko
30% pacjentow mtodych (do 25 r.z.) z przewleklym cholecystitis, wskazuje, ze
komorki te mogg odgrywaé role w procesach immunologicznych w kamiczym

zapaleniu pecherzyka zo6tciowego i to niezaleznie od wieku.

W badanych pecherzykach zétciowych w ostrym zapaleniu narzgadu nie udato
sie wykaza¢ istotnych korelacji pomiedzy liczbg eozynofilow w Scianie
pecherzykéw a nasileniem zmian zapalnych (grading) i pozostatymi dostepnymi
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danymi klinicznymi. Moze to wynika¢ z podobnego nasilenia zmian zapalnych
w blonie S$luzowej i glebszych warstwach $ciany pecherzyka zotciowego
i/lub réwnomiernego rozkiadu ilosciowego tych komorek u poszczegolnych

pacjentow z grupy z ostrym cholecystitis.

W grupie z przewlektym cholecystitis, wykazano natomiast dwie statystycznie
istotne, chociaz stabe zaleznosci. Ustalono, ze wraz z wiekiem pacjenta
z kamicg zétciowg istnieje tendencja do spadku liczby eozynofilbw w naciekach
zapalnych pecherzyka zofciowego (r=-0,3467). Natomiast réwniez stabg, ale
pozytywng korelacje (r=0,3320) obserwowano pomiedzy liczbg tych komorek
w scianie pecherzyka i aktywnoscig zapalng w gtebszych warstwach sciany
pecherzyka (parametr G2). Zaleznos¢ taka byla obserwowana zar6éwno
w grupie pacjentow miodych (do 25 r.z.), jak i u 50-latkbw. U starszych
pacjentow liczba eozynofilbw korelowata dodatkowo z catkowitg aktywnoscig

zapalng sciany pecherzyka (parametr G1+G2).

Liczba eozynofilbw w zadnej analizowanej grupie nie byfa istotnie zalezna ani
od liczby kamieni zétciowych ani nie korelowata z liczbg leukocytow we krwi
pacjenta.

W pismiennictwie znajdujemy opisy tzw. eozynofilowego cholecystitis, ktore
cechuje sie obecnoscig 290% eozynofilbw w naciekach zapalnych w Scianie
narzadu i wystepuje czesciej w bezkamiczym zapaleniu pecherzyka [44].
Znajdujemy réwniez opisy przypadkow  klinicznych  idiopatycznego
eozynofilowego przewleklego zapalenia pecherzyka zétciowego u pacjentéw
z kamicg zOfciowg [223]. Pewne rozpoznanie eozynofilowego cholecystitis
autorzy tej pracy odnoszg jednak tylko do 6,4% chorych. W kolejnych 6,4%
przypadkach naciekom z eozynofildbw towarzyszyly inne komorki, gtownie
granulocyty obojetnochtonne i limfocyty [44]. Eozynofilowe zapalenie
pecherzyka zo6tciowego (i to niezaleznie od wieku) najczesciej nie wigzato sie
z obwodowg eozynofilig [178, 219]. Badajac zjawisko pojawiania sie wiekszej
liczby eozynofilow jako komorek ,zapalenia” w réznych narzadach u dorostych
pacjentow (Srednia wieku ok. 40 lat) wykazaly, ze lokalne nacieki z tych
komorek czesciej dotycza narzadow, ktore najczesciej ulegajg ,zapaleniu”

i wielu z tych chorych nie ma zadnej alergii w wywiadzie. Obwodowag eozynofile
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obserwowano tylko u pacjentow z zespotem Loefflera i to u niewielkiego
odsetka chorych. Autorzy tych opracowan sugerujg, ze odczyn zapalny
zbudowany z eozynofildow jest reakcjg alergiczng na czynniki uwalniane ze
starych ognisk zapalenia w danym narzadzie lub tkance [178]. Rola eozynofilow
w cholecystitis jest mato poznana w poréwnaniu z udziatem tych komérek
w patogenezie innych chordb przewodu pokarmowego.
Sg opinie, ze eozynofilowe zapalenie pecherzyka zétciowego moze by¢ jednak
czestsze niz pierwotnie sgdzono i wystepowaé¢ u 0sOb z unikalnym typem
nadwrazliwosci zapalnej na zmieniong w swym skiadzie z6t¢ [232]. Badania nad
rolg granulocytow kwasochtonnych w patogenezie cholelithiasis, zwlaszcza
u miodych pacjentow z kamicg zOiciowg, powinny by¢é kontynuowane
z zastosowaniem technik immunocytochemicznych oraz wykorzystaniem

doktadniejszych metod ilosciowego pomiaru tych komaorek.

3.2. Tryptazododatnie komorki tuczne

Jako marker komérek tucznych w obecnej pracy wybrano tryptaze, gdyz jako
a-protryptaza biatko to podlega konstytutywnej sekrecji i jest ono komorkowo-
specyficzne. Proteaza ta moze by¢ mierzona takze w surowicy krwi i stuzy jako
wskaznik catkowitej liczby komérek tucznych [225]. Komoérki tuczne
tryptazododatnie stanowig jedng z subpopulacji mastocytéw i cechujg sie inng
kinetykg i produkcjga mediatorow, odmienng wrazliwoscia na czynniki
wyzwalajgce degranulacje oraz profilem wydzielanych cytokin (przewaga IL-5
i IL-6) w poréwnaniu z komdrkami tucznymi z jednoczesng ekspresjg tryptazy
I chymazy [26, 27, 141].

Sugestywny obraz mikroskopowy pozytywne] cytoplazmatycznej reakcji
uzyskanej w obecnej pracy (poréwnanie immunopozytywnych komoérek do
.sadzonych jaj”), potwierdza opis mastocytow podany w innych opracowaniach
[96]. Obserwowano rowniez obecnos¢ wewnatrznabtonowo zlokalizowanych
komorek tucznych. Te zas obecne w lamina propria czesto lokalizowaty sie
W poblizu naczyn i zakonczen nerwowych. Lokalizacja komorek tucznych
w obecnej pracy jest zgodna z opisami innych autoréw, ktérzy stosowali do jej

wykazywania takze techniki histochemiczne oraz wykorzystujgc obrazy
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z mikroskopu elektronowego [105, 132, 163, 247].
W nabtonku bydlecego pecherzyka zélciowego wykazano dwa typy komorek
z cytoplazmatycznymi ziarnistosciami. Badania ultrastrukturalne potwierdzity,
ze jednymi z nich byly wiasnie komorki tuczne, ktére migrujg z lamina propria
w kierunku nabtonka [163]. Badania histochemiczne zas pozwolity na
wykazanie cytoplazmatycznych ziarnistosci zawierajacych heparyne i aminy
biogenne.  Obserwacje  Swietinomikroskopowe oraz na  poziomie
ultrastrukturalnym pokazaly, ze mastocyty na drodze diapedezy wedrujg
z tkanki tacznej pecherzyka zoétciowego poprzez btone podstawng i nabtonek do
jego swiatla, po drodze ulegajgc degranulacji. Badania biochemiczne u bydia
I owiec pokazaly wysokg korelacje pomiedzy liczbg komorek tucznych i iloscig

heparyny wykrywanej w réznych obszarach tego narzadu [247].

Cho¢ prace dokumentujgce obecno$¢ mastocytow we wszystkich warstwach
Sciany pecherzyka zoiciowego sg przekonujgce, roznice dotyczg liczby tych
komorek czy aktywnosci enzymow zwigzanych z funkcjg komérek tucznych
w cholelithiasis [105, 132]. Wykazano obecnos¢ esterazo-pozytywnych
komodrek stanowigcych duzg czesé nacieku zapalnego, z jednoczesnym
obnizeniem aktywnosci tego enzymu w btonie sluzowej pecherzyka zotciowego
z przewlektym cholecystitis [132]. Wykazanie silnej aktywnosci innej esterazy
sugeruje, zdaniem tych badaczy, ze powstawanie kamieni cholesterolowych
wigze sie najprawdopodobniej ze specyficznym wzorem izoenzymow esterazy.

Modulujgco na aktywnosc¢ esteraz in vitro wptywaly takze kwasy zétciowe [132].

Obecne badania w pecherzykach zotciowych pacjentéw obu gtdwnych grup
(ACC vs. CCC) dotyczyty tryptazy i nie wykazaly istotnej roznicy ilosciowej
w ekspresji tego markera komoérek tucznych pomiedzy pacjentami. Natomiast
istotnie wiekszg ekspresje tego biatka (a posrednio i komorek tucznych)
notowano u 50-latkbw w porownaniu z miodymi pacjentami z grupy CCC.
Nie byto roznic piciowych w ekspresiji tryptazododatnich komorek tucznych. Nie
mozna wiec potwierdzi¢ jednej z obserwacji, ktdra wykazala 4-krotnie wiecej
mastocytow w $cianie zapalnie zmienionego pecherzyka zofciowego
u mezczyzn w porownaniu z kobietami z przewlektym cholecystitis w przebiegu
objawowej kamicy zétciowej [269]. Nalezy jednoczesnie przypomnieé, ze
badania obecne dotyczyly analizy ekspresji tryptazy w samej btonie sluzowe]
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(nabtonek i lamina propria), a nie w catej Scianie pecherzyka zotciowego, jak u

wspomnianych autorow [269].

Biorac pod uwage korelacje pomiedzy liczbg komérek tucznych a nasileniem
zmian zapalnych i/lub witdknieniem w drogach zoiciowych wyniki badan sg
niejednoznaczne [71, 88, 92].

W badaniach obecnych nie udato sie wykazac istotnej statystycznie korelacji
pomiedzy ekspresjg tryptazy a aktywnoscig zapalng pecherzyka zéiciowego
oraz pozostatymi danymi klinicznymi pacjentow obu grup. Nie mozna wiec
potwierdzi¢ danych z piSmiennictwa o zwiekszonej liczbie komorek tucznych
w mniej nasilonych zmianach (w tzw. minimalnych zmianach) w cholelithiasis
[105], ani tych z badan, ktore opisujg zwiekszong liczbe mastocytow w
poréwnaniu z kontrolg w zaostrzeniach i przewleklym stwardniajgcym zapaleniu
drég zofciowych [88]. Wiekszg liczbe tych komorek w lamina propria
pecherzyka zoétciowego wykazano takze w objawowej kamicy w poréwnaniu
z zaburzeniami motoryki drog zofciowych (tzw. dyskineza zofciowa) [71].
Natomiast brak istotnych korelacji pomiedzy liczbg mastocytéw a zmianami
histologicznymi i/lub wyktadnikami klinicznymi wykazano w uchytkowatos$ci jelita
grubego [119].

Udziat mastocytbw w patogenezie choréb pecherzyka zo6lciowego moze
obejmowa¢ rd6zne mechanizmy patofizjologiczne, opisywane w innych
jednostkach chorobowych, takie jak: degranulacja komérek, uwalnianie $luzu
via histamina i receptory H2 oraz produkcja prostaglandyn czy wielofunkcyjnych
cytokin [26, 85, 105]. Komorki tuczne zawierajg liczne czynniki chemotaktyczne,
ktore moga by¢ odpowiedzialne za akumulacje licznych eozynofiléw
w haciekach zapalnych obserwowanych w przewlektym cholecystitis [69]
i eozynofilowym gastroenterocolitis [125]. Wiadomo, ze komorki tuczne
odgrywajg role w prawidiowym funkcjonowaniu bton s$luzowych cztowieka
i w patogenezie licznych chordb [96, 119, 137]. Sg zaangazowane w wiele
biologicznych odpowiedzi ustroju, jak chocby reakcji natychmiastowej
(anafilaktycznej), odpowiedzi przeciwpasozytniczej i przeciwnowotworowej,
niespecyficznych  reakcjach  immunologicznych,  procesie  widknienia
I angiogenezy, tkankowym remodelowaniu i gojeniu ran [26, 85].
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Okreslenie doktadnej roli komérek tucznych w kamiczym zapaleniu pecherzyka
z6lciowego wymaga kontynuacji badan, takze z wzieciem pod uwage
konkretnej subpopulacji mastocytow i technik badawczych zastosowanych do

ich oceny.

3.3. CD68-pozytywne makrofagi/monocyty

Obecno$¢ czasteczki CD68 postuzyta w obecnej pracy do wykazania przede
wszystkim monocytéw/makrofagow. Czgsteczka ta ulega silnej ekspresji przede
wszystkim w ziarnistosciach cytoplazmy (specyficzna dla lizosomdéw) i stabiej na
btonach komdrkowych [61]. Obserwacje te potwierdzajg wyniki obecnej pracy.
Monoklonalne przeciwciata zastosowane w pracy (klon PG-M1) silnie barwig
oporny na utrwalanie wewnatrzcytoplazmatyczny epitop czagsteczki,
podlegajacy selektywnej ekspresji we wszystkich makrofagach organizmu
cztowieka oraz liniach komérkowych z makrofagéw oraz komérek mieloidalnych
[61].

Analiza ilosciowa komoédrkowej ekspresji CD68 w ramach obecnego
opracowania wykazata ciekawe i zr6znicowane wyniki w zaleznosci od typu
zapalenia pecherzyka zoétciowego. | tak, istotnie wiecej CD68-pozytywnych
komérek obserwowano w btonie sluzowej pecherzyka zotciowego u pacjentéw
Z ostrym w poréwnaniu z przewlektym cholecystitis. Ponad dwukrotnie wiekszg
ekspresje tego markera wykazano w pecherzykach zotciowych kobiet z grupy
ACC w porownaniu z kobietami z grupy CCC. Nie notowano takich réznic
ilosciowych wsrdéd mezczyzn obu grup. Nie wykazano réwniez réznic
w ekspresji CD68 u kobiet i mezczyzn z danym typem zapalenia pecherzyka
zblciowego. Inne prace opisujg dwukrotnie wiekszg liczbe makrofagow
u mezczyzn w poréwnaniu z kobietami [269]. Mozna jedynie czesciowo odnies¢
sie do tych wynikéw, gdyz obecne badania dotyczg ekspresji CD68 tylko
w obrebie biony $luzowej pecherzyka zélciowego, a nie calej Sciany

zmienionego zapalnie narzadu.

Pionierskie badania z lat 80-tych XX wieku, gtdwnie z zastosowaniem metod
histochemicznych, ujawnity obecnos$¢ (obok wspomnianych mastocytow) takze

licznych makrofagobw w $cianie pecherzyka Zzoélciowego [105]. Badanie
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aktywnosci al-antytrypsyny (marker monocytow/makrofagow i komorek
tucznych) i barwienie btekitem toluidyny (mastocyty) pozwolito na wykrycie
makrofagow w prawidtowej i zapalnie zmienionej (przewlekly proces) btonie
Sluzowej pecherzyka zoilciowego [8, 132]. Istotnie wiecej makrofagow
obserwowano w zmianach ,minimalnych” pecherzyka zOlciowego niz

w diugotrwatym przewlektym cholecystitis [105].

Obecne badania wykazaly roznice w ekspresji markera makrofagéw takze
pomiedzy mtodymi i starszymi chorymi z CCC. Istotnie wiekszg ekspresje CD68
mieli starsi pacjenci (50-latkowie) w poréwnaniu z mtodymi chorymi. Réwniez
u 6/20 starszych pacjentow wykazano charakterystyczne cechy cholesterolozy
z obecnoscig licznych foamy cells, ktére rowniez wykazywaty silng pozytywng
reakcje immunocytochemiczng na CD68. Jak podajg zrodia literaturowe
cholesteroloza pecherzyka zoiciowego charakteryzuje sie ,kosmkowatgy”
hiperplazjg btony sluzowej z nadmierng akumulacjg cholesterolu i jego estrow
wewnatrz makrofagow, ktére przyjmujg forme komoérek piankowatych
(ang. foamy cells) [236]. Geneza powstawania foamy cells nie jest poznana.
Niektorzy z autorow sugeruja, ze w fagocytozie antygendéw E. coli uczestniczy
receptor ,zmiatacz” (ang. scavenger receptor) klasy A i w wyniku tego procesu
nastepujg typowe dla tych komoérek zmiany [209]. W przewleklym procesie
zapalnym okreslanym jako xanthogranulomatous inflammation, ktéry
charakteryzuje obecnos¢ ziarnistych, kwasochtonnych, PAS-pozytywnych
histiocytow w poczatkowych stadiach choroby oraz szczegoélnie nasilona
akumulacja foamy makrofagow i aktywowanych komorek plazmatycznych,
obecne sg réwniez ogniska ropne i krwotoczne [42]. Zapalenie pecherzyka
z6iciowego okreslane jako xanthogranulomatous obserwowano w ok. 4,2%
przypadkow wszystkich usuwanych pecherzykow [170]. W badaniu
histologicznym wystepujg liczne ogniska foamy cells oraz limfocytow.
Obserwowano przy tym zmienng liczbe wielojgdrzastych komorek olbrzymich,
granulocytow oraz komorek fibroblasto-podobnych. Badajgac pochodzenie
foamy cells, potwierdzono, ze znaczna czes¢ foamy cells ma cechy
morfologiczne i funkcjonalne monocytéw/makrofagow, m. in. ekspresje
czgsteczki CD68 [170]. Podtypami limfocytow obecnych w towarzystwie foamy

cells byty limfocyty CD4 i CD8 w proporcji 1:2. Barwienia podwodjne ukazaty
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przyleganie limfocytow T do makrofagow lub do foamy cells. Autorzy ci sugerujg
udziat odpowiedzi typu komoérkowego o charakterze nadwrazliwosci typu
opoOznionego w patogenezie xanthogranulomatous cholecystitis [170].

W pecherzykach zolciowych badanych w obecnej pracy, komorkami
CD68-pozytywnymi byty przede wszystkim monocyty i makrofagi oraz foamy
cells, ale przypuszczalnie stabg reakcje na to biatko wykazywaly takze inne
komorki naciekéw zapalnych, liczne zwlaszcza w ostrym cholecystitis. Wyzsza
ekspresja antygenu CD68 (a tym samym wieksza akumulacja makrofagow
i monocytéw) w ostrym cholecystitis swiadczytaby o znaczgacym udziale tych
komorek w reakcjach odpornosciowych (pierwsza linia obrony) w odpowiedzi na
czynnik mechaniczny (kamien Zzoétciowy), chemiczny czy wtérne zakazenie
bakteryjne [236]. Ponadto rolg tych komorek jest usuwanie na drodze
fagocytozy lokalnie nagromadzonych, czesciowo zdegenerowanych komoérek
“zapalenia”, w tym komoérek tucznych. Rola makrofagow jest wiec krytyczna nie
tylko w inicjacji odpowiedzi zapalnej, ale takze we “wchionieciu” nacieku
zapalnego, czyli poOzniejszej fazie ostrego zapalenia [271]. Nie mozna
wykluczy¢ u badanych w tej pracy pacjentéw, ze ostre zapalenie pecherzyka
z0fciowego natozyto sie, przynajmniej u czesci chorych na istniejgce zapalenie
przewlekte i byto de facto zaostrzeniem procesu przewlekitego.

Wiecej CD68-pozytywnych komorek w poréwnaniu z prawidtowg btong sluzowg
opisano w aktywnych fazach innych przewlektych zapalnych choréb przewodu
pokarmowego (m.in. w chorobie Crohna i colitis ulcerosa) [205].

Niektore prace zajmujgce sie badaniem lokalnej odpowiedzi immunologicznej
u pacjentow z ostrym cholecystitis, ujawnity ostabienie zaréwno odpowiedzi
typu humoralnego, jak i komérkowego u tych chorych, opdznienie przejscia fazy
.heutrofilowej” do ,mononuklearnej” i wzrost aktywnosci fagocytarnej w miejscu
zapalenia [222]. llosciowa przewaga neutrofildw (ktora bedzie opisana w dalszej
czesci Dyskusji) oraz makrofagow (CD68+) w bionie $luzowej pecherzyka
z6iciowego z ostrym cholecystitis badanej w tej pracy, moze przynajmniej

czesciowo potwierdzac te obserwacje.
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3.4. S100-dodatnie komorki dendrytyczne

W zmianach zapalnych w cholelithiasis obok makrofagéw, takze komorki
dendrytyczne jako komorki prezentujgce antygen, mogq propagowac lokalng
I to antygenowo-specyficzng, odpowiedz immunologiczna.

Do oceny komorek dendrytycznych, w obecnej pracy zastosowano poliklonalne
przeciwciata anty-S100, ktére demonstrujg najsilniej biatko S100B (typowe dla
komorek dendrytycznych), stabiej biatko S100A1 i najstabiej biatko S100A6
(tzw. kalcykline). Biatko S100A1 obecne jest przede wszystkim w neuronach,
a kalcykline moga produkowac takze komoérki nabtonkowe i fibroblasty [112].

W obecnych badaniach S100-dodatnie komérki dendrytyczne i pojedyncze
komorki zwojowe w blonie Sluzowe] pecherzyka zolciowego wykazano
u wszystkich pacjentow obu grup. Z zastosowaniem metody wizualizaciji
przestrzennej wiekszg ekspresje S100 wykazano (i to u obu pici) w grupie
z przewleklym w porownaniu z ostrym cholecystitis. Natomiast w pecherzykach
z06fciowych kobiet i mezczyzn z danej grupy (ACC i CCC) komdrkowa ekspresja
S100B byta zblizona. Nie wykazano istotnych korelacji pomiedzy ekspresjg
biatka S100B a aktywnoscig zapalng i pozostatymi danymi klinicznymi w zadnej
z analizowanych grup pacjentow. Nie odnotowano réwniez zaleznosci pomiedzy
ekspresjg tego bialka a ekspresjg innych markeréw komorek naciekdéw
zapalnych i/lub cytokin prozapalnych.

Brakuje danych z piSmiennictwa, aby skonfrontowa¢ te wyniki badan. Opisy
dotyczace choréb pecherzyka zolciowego sg unikalne. Pokazano
S100-dodatnie komorki Langerhansa w nowotworze tego narzadu [273].
W innych chorobach przewodu pokarmowego, np. w celiakii opisano wiekszg
ekspresje biatka S100B i obecnos¢ jego mRNA w porownaniu z jelitami
zdrowych pacjentéw czy bedacych na diecie bezglutenowej [59]. Obecnosé
biatka S100B badano w biopsjach dwunastnicy, a zrédtem komorkowym biatka
byly gtéwnie jelitowe komorki zwojowe. W badaniu tym zademonstrowano
indukujacy wptyw biatka S100B na wzrost syntezy tlenku azotu. W chorobie
trzewnej takze gliadyna powodowata wzrost mRNA S100B [59]. Obecnos¢
bialek S100B i S100A6 wykazywano rowniez w przestrzeni pozakomaérkowe;.
| tak, biatko S100B znajduje sie w surowicy krwi oraz pitynie mozgowo-
rdzeniowym, a kalcyklina (S100A6) wystepuje w ptynie owodniowym [112].
Szczegblnie istotna jest zewnatrzkomérkowa funkcja biatka S100B w uktadzie
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nerwowym, przyrownywana do dziatania cytokin. W niskich stezeniach biatko
S100B wykazuje dziatanie troficzne, a w wysokich — efekt toksyczny na komaorki
nerwowe [112]. Sugerowane podobienstwo dziatah biatka S100B do dziatania
cytokin wskazuje na potencjalng jego role takze w stanach zapalnych ukfadu

nerwowego [112].

3.5. Limfocyty B i T oraz ich subpopulacje

W Swietle aktualnej wiedzy, w odpowiedzi immunologicznej typu humoralnego
glbwng role odgrywaja wspomagane przez limfocyty Th2 limfocyty B
(i wydzielane przez nie przeciwciata), a w odpowiedzi typu komérkowego —
limfocyty Thl (i wydzielane przezen cytokiny) oraz makrofagi i limfocyty T
cytotoksyczne [111]. Badania nad rolg czynnikbw immunologicznych
w litogenezie sq wcigz prowadzone
i obejmujg rézne modele. Skomplikowany model na myszach z transferem
limfocytow T i B oraz zakazenia Helicobacter pylori z jednoczesnym
zastosowaniem diety litogennej przez 6 tygodni wykazaly, ze krytyczng role
w tworzeniu kamieni cholesterolowych odgrywaja limfocyty T, a nie limfocyty B.
Odpowiedz immunologiczna, ktéra rozwineta sie w stosowanych
eksperymentach ujawnita wzrost ekspresji gendéw dla mucyn w pecherzyku
z06fciowym i lokalnej akumulaciji tych glikoprotein w pecherzyku zétciowym [161].
Ponadto wykazano, ze limfocyty T i obecnos¢ krysztatdbw cholesterolu
indukowaly genowag ekspresje cytokin prozapalnych w pecherzyku zoétciowym,
co takze moze mie¢ znaczenie patogenetyczne [161]. Uwaza sie wiec, ze
nabyta odpornos¢ i proces zapalny sg kluczowymi czynnikami w powstawaniu
kamieni cholesterolowych, a nie jedynie wynikiem powstawania kamieni
zébikciowych [161].

Badania nad udziatem limfocytow w ostrych i przewleklych chorobach drog
z0fciowych, przynoszg niespdjne wyniki [25, 106]. Niektore dotyczg badan
w surowicy krwi, inne lokalnej obecnosci tych komoérek. | tak, u starszych
i najstarszych pacjentobw =z ostrym zapaleniem pecherzyka zoélciowego
obserwowano spadek liczby limfocytow T (oraz ich aktywnosci), spadek liczby
limfocytow B i stezenia IgG przy wzroscie IgM oraz IgA w surowicy Kkrwi.
Obserwowano takze ostabienie niespecyficznych mechanizmow obronnych

[25]. Z kolei badania statusu immunologicznego u pacjentéw z przewlektymi
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zapalnymi schorzeniami drég zoitciowych, réwniez wykazaly redukcje liczby
limfocytow T oraz ich subpopulacji w surowicy krwi, spadek stezenia sktadnikdw
dopetniacza i lizozymu. W odréznieniu od wynikbw poprzedniej pracy,
obserwowano wzrost liczby limfocytéow B, surowiczych pozioméw IgG, IgM,
krazacych kompleksOéw immunologicznych oraz autoprzeciwciat skierowanych
m. in. przeciwko tkankom pecherzyka zoiciowego [106]. Wykazano wzrost
wrazliwosci limfocytow na antygeny tkankowe w ostrej fazie choroby. Obecno$é
kamieni w pecherzyku zotciowym, wspotwystepowanie zapalenia pecherzyka
zblciowego wraz z aktywnym zapaleniem watroby lub trzustki powodowaty
jeszcze wieksze zmiany jakosciowe i ilosciowe w komponentach ukfadu
immunologicznego [106].

Badania obecne dotyczg oceny czasteczek fenotypowych limfocytow
(posrednio takze liczby limfocytbw) w catej Scianie zapalnie zmienionych
pecherzykdw w ostrym i przewlektym kamiczym cholecystitis. Wykazaly one
réznice najpierw w 0golnej czestosci tkankowego wystepowania markerow
limfocytow B i T w pecherzyku zotciowym chorych z obu grup. U pacjentow
z ostrym cholecystitis (starsi chorzy w poréwnaniu z grupg CCC) znaczaco
czesciej w poréwnaniu z grupg CCC, wykrywano obecnos$¢ markera limfocytéw
B (czasteczka CD20), a ws$rod subpopulacii limfocytow T — czasteczki CDA4.
Przeprowadzajac  badania ilosciowe, potwierdzono rowniez wiekszg
immunocytochemiczng ekspresje markera limfocytow B (CD20+) oraz og6lnego
markera limfocytow T (czgsteczka CD3) w $cianie pecherzyka pecherzyka
zblciowego pacjentéw z ostrym w poréwnaniu z przewleklym cholecystitis.
Wiekszy w grupie ACC byt takze wspoétczynnik ekspresji CD4/CD8
w poréwnaniu z pacjentami z przewlektym cholecystitis. Mozna jedynie
czesciowo odniesc¢ uzyskane wyniki do danych z piSmiennictwa [25, 106], gdyz
inni autorzy oceniali liczbe tych komorek w surowicy i nie byly to badania
dotyczace stricte kamicy pecherzyka zoéiciowego. Niektdrzy autorzy oceniajacy
zmiany immunologiczne u chorych z przewlektym cholecystitis, wykazali spadek
liczby limfocytow T, a wzrost liczby limfocytow B oraz ich aktywnosci w tym
typie kamiczego zapalenia pecherzyka [133]. Dane literaturowe na temat
lokalnej oceny fenotypu komorek, w tym subpopulacji limfocytéw sg niestety
nieliczne. Oceniajg one zazwyczaj wiele roznych komoérek nacieku zapalnego

I to w Dbardziej nasilonych zmianach, jak we wspomnianym
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xanthogranulomatous cholecystitis [170]. Jeden z autoréw badat lokalng
produkcje immunoglobulin w $cianie pecherzyka zO6iciowego. Wykazat
zroznicowane pod wzgledem funkcji komorki plazmatyczne, produkujgce rézne
klasy przeciwciat w odmiennych formach cholecystitis [80]. Tzw. ,niezytowemu”
zapaleniu pecherzyka zoOiciowego towarzyszyta aktywacja plazmocytow w
Scianie  narzadu [ produkcja  wszystkich klas  immunoglobulin.
W ,destrukcyjnych” formach cholecystitis, obserwowat obnizong liczbe
plazmocytow i zmniejszong synteze IgA oraz nieproporcjonalny doh wzrost
syntezy IgM i IgG. Rowniez w tym typie zapalenia pecherzyka obecne byly
liczne kompleksy immunologiczne (IgM-lgG oraz IgG-IgG) w $cianie naczyn

krwionosnych i okotonaczyniowym zrebie tgcznotkankowym [80].

Badajac rozktad subpopulacji limfocytow T w obecnej pracy, tj. ekspresje
czgsteczki CD8 (limfocyty cytotoksyczne/regulatorowe) i CD4 (limfocyty
pomocnicze) wykazano takze réznice miedzy grupami. Obecnos$¢ ekspresji
CD8 wykazano u 100% pacjentow w obu grupach chorych (niezaleznie od
podgrupy), a czestos¢ wykrywania komorek CD4-pozytywnych byta wieksza
w ostrym zapaleniu pecherzyka zoéiciowego w porownaniu z przewlekiym
cholecystitis. llosciowa ekspresja czgsteczki CD8 bytla zadziwiajgco
poréwnywalna w ostrym i przewlektym cholecystitis, a wiekszg ekspresje CD8
wykazano u 50-latkbw w poréwnaniu z miodymi pacjentami. Ekspresja CD4
choé¢ ogdlnie niewielka, istotnie wieksza byta w grupie z ostrym zapaleniem
pecherzyka zoilciowego i rowniez wieksza u starszych w poréwnaniu
z pacjentami do 25 r.z. Analiza poréwnawcza wzajemnej ekspresji wszystkich
markerow limfocytdbw badanych w kazdej z analizowanych grup, wykazata
istotng przewage limfocytow B w ostrym zapaleniu pecherzyka zoétciowego,
a w przypadku przewlektego cholecystitis - przewage limfocytéw T (CD8+) nad
innymi limfocytami (oraz dodatkowo stabg pozytywng korelacje ekspresji
czasteczki CD20 z liczbg leukocytéw we krwi pacjentow). Z aktywnoscig
zapalng pecherzyka zoélciowego, zarbwno w grupie z ostrym, jak i przewlektym
cholecystitis korelowata ekspresja czgsteczki CD4 (limfocyty pomocnicze).
U pacjentéw z przewleklym cholecystitis obserwowano ponadto pozytywng
korelacje pomiedzy wzajemng ekspresjg obu subpopulacji limfocytéw T (CD4

i CD8). Co ciekawe ekspresja obu czasteczek CD8 i CD4 korelowata
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pozytywnie réwniez z wiekiem pacjenta z tej grupy (r=0,5483; r=0,4099,
odpowiednio).

Podsumowujac te czes¢ badan nalezy ustosunkowa¢ sie do obecnosci réznych
typow komoérek naciekdw zapalnych w ostrym i przewleklym zapaleniu

pecherzyka zotciowego.

U badanych w ramach obecnej pracy pacjentdw z kamiczym zapaleniem
pecherzyka zotciowego, czynnikiem wyzwalajagcym miejscowg reakcje zapalng
byla najprawdopodobniej obecnos¢ zlogow zoéiciowych, a nie zakazenie
bakteryjne. Wyniki te mogq potwierdzi¢ udziat réznych typow komorek,
Z przewaga neutrofildw, eozynofilow, makrofagow oraz limfocytéw (gtownie B)
w przebiegu ostrej, nieswoistej reakcji zapalnej [83, 128]. Oczywiscie w fazie tej
rowniez obecne byly tryptazododatnie komorki tuczne, S100-pozytywne
komoérki dendrytyczne oraz limfocyty T i ich subpopulacje (CD8, CD4). Ostre
zapalenie narzadu prawdopodobnie nakfadato sie, przynajmniej w czesci
przypadkow, na zapalenie przewlekie (obecnos¢ limfocytow), co zdarza sie
w cholelithiasis [199]. Nalezy réwniez wspomnie¢ o udokumentowanym
Jizjologicznym” zasiedleniu przez limfocyty (w tym takze o obecnosci
samotnych grudek chionnych) w wielu czes$ciach $ciany przewodu
pokarmowego, ktére regulujg odpowiedz immunologiczng na antygeny

(nie tylko patogennne) dostajgce sie do swiatta narzadu [141].

W pecherzykach zoiciowych badanych w tej pracy i to niezaleznie od typu
zapalenia, mozna potwierdzi¢ obecnosc¢ licznych samotnych grudek chtonnych
oraz niewielkich ognisk limfocytow we wszystkich warstwach sciany pecherzyka
z06fciowego, w tym takze pojedynczych komorek rozproszonych wsrod komérek
walcowatych  nabtonka. @ Wykazano, ze w fizjologii limfocytami
srodnabtonkowymi sg gtownie limfocyty T CD8+, natomiast wiekszos¢
limfocytow T w lamina propria to limfocyty T CD4+ [141]. Jesli chodzi o limfocyty
B obecne w blaszce witasciwej btony $luzowej przewodu pokarmowego
(i by¢ moze takze pecherzyka zoétciowego) sg nimi gtdwnie limfocyty B1, ktére
mogq krazy¢ pomiedzy jamg otrzewnej i btong sluzowg z pominieciem Kkrwi.
Stanowig one wazny element pierwotnego ukfadu odpornosci, ktéry uczestniczy

w szybkiej, mato specyficznej obronie przeciw patogenom [141].
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Mozna sadzi¢, ze w wyniku mechanicznego draznienia wewnetrznej Sciany
pecherzyka zo6iciowego przez kamienie zéiciowe i/lub wtérnego przedostania
sie antygendéw bakteryjnych do wnetrza narzadu (czego nie da sie wykluczyc
u badanych w tej pracy pacjentow), doszto do aktywacji licznych receptoréw na
komorkach nabtonka pecherzyka zoétciowego. Zakazenie bakteryjne jest zwykle
zjawiskiem wtérnym w ostrym cholecystitis i zdarza sie szczegolnie
u cukrzykow [199]. Czynniki wyzwalajgce ostrg reakcje zapalng (lub zaostrzenie
przewlektej) prowadzg do pobudzenia osiadlych leukocytéw tkankowych,
makrofagoéw i mastocytéw, ktére rozpoczynajg produkcje wazoaktywnych
mediatoréw  zapalenia (aminy biogenne, PAF, TNF-q, IL-1)
oraz chemoatraktantéw [128, 152]. Pod wpltywem wzrostu przepuszczalnosci
naczyn krwionosnych, dochodzi takze do wysieku osocza. Produkowane przez
osiadte leukocyty cytokiny prozapalne (TNF-a, IL-1B, IL-6) oraz chemokiny
prowadzag do inicjacji nastepnych etapow zapalenia jakim jest przyciggniecie
z naczyn krwionosnych do tkanki objetej zapaleniem, leukocytow ,zapalnych”:
granulocytow, makrofagow i komorek dendrytycznych [128, 152]. Jako pierwsze
Sciggane sg neutrofile, a kilkanascie godzin pdzniej takze makrofagi
i komérki dendrytyczne [83]. W migracji komorek zernych z krwi do narzadéw
objetych stanem zapalnym uczestniczg wyspecjalizowane zytki postkapilarne
z wysokim $rodbtonkiem (HEVs) [246]. Zyiki o takiej morfologii obserwowano
takze w $cianie pecherzykéw zotciowych badanych w tej pracy. ,Sciggniete” do
miejsca zapalenia makrofagi i neutrofile (oraz inne komorki) zaczynajg
produkcje dalszych cytokin oraz licznych chemokin. W odpowiedzi typu
humoralnego biorg udziat limfocyty B (zwlaszcza B1), wytwarzajgce
przeciwciata (gtownie klasy IgM) [83]. W zapaleniu ostrym makrofagi gromadzag
sie w ciggu pierwszych 48 godzin, jednakze po ustaniu tego procesu albo
obumierajg, albo wedrujg drogg naczyn chtonnych do weztéw chtonnych [236].

W zapaleniu przewleklym, ktérego dlugos¢ nie jest fatwa do okres$lenia,
odmienny (od zapalenia ostrego) jest takze sklad nacieku zapalnego [236]. Stan
ten rozwija sie, gdy patogen (lub inna przyczyna, np. kamien zotciowy) nie
zostanie wyeliminowany, a w jego usuwanie zaangazowane zostajg oprocz
makrofagéw (dominujgcych w drugiej fazie zapalenia ostrego), takze limfocyty

[128]. Jak wiadomo w zapaleniu przewleklym przewazajg makrofagi, limfocyty
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I czesto plazmocyty. W zapaleniu przewlektym aktywne zapalenie, uszkodzenie
tkanki (z ewentualng martwica) i procesy gojenia zachodzg rownoczesnie [236].
Moga zachodzi¢ fazy kolejnego uszkodzenia i reakcji zapalnej, dochodzi do
zapalenia wytwoérczego, neoaniogenezy i proliferacji fibroblastow z wioknieniem
I bliznowaceniem narzgadu [236]. Na poziomie tkanki objetej procesem
zapalnym, utrzymuje sie rekrutacja i akumulacja makrofagoéw, ktére mogg
syntetyzowac liczne czynniki, biorgce udziat w zapaleniu i obronie przed
szkodliwymi czynnikami. Limfocyty biorg udziat w immunologicznych
I nieimmunologicznych procesach. Sadzi sie, ze w wielu zapaleniach
przewleklych nadal uczestniczy duza liczba granulocytéw obojetnochtonnych
[236].

U badanych w tej pracy pacjentdbw z przewleklym cholecystitis znamienng
przewage ilosciowg makrofagow (CD68+) mieli pacjenci starsi w poréwnaniu
z mtodymi (do 25 r.z.). Swiadczytoby to o diuzej trwajacym procesie zapalnym
towarzyszgcym kamicy w tej podgrupie chorych i potwierdzatoby kluczowa role
makrofaga w tej fazie zapalenia. Podobnie u starszych pacjentow z grupy
z przewleklym zapaleniem pecherzyka Zzolciowego wykazano wiecej
tryptazododatnich komoérek tucznych w btonie $luzowej w porownaniu
z miodymi chorymi (do 25 r.z.). W catej grupie
z przewleklym cholecystitis obserwowano jednak przewage tryptazododatnich
mastocytow nad CD68-dodatnimi makrofagami, choé¢ ilosciowa ekspresja
tryptazododatnich komérek byta podobna w grupie z ostrym i przewleklym
cholecystitis. Komorki tuczne o tym fenotypie uczestniczg wiec w obu fazach
kamiczego zapalenia pecherzyka zotciowego. Ekspresja biatka S100B (komorki
dendrytyczne) byta wieksza w przewleklym cholecystitis w poréwnaniu z ostrym
zapaleniem narzadu. Ekspresja markerow limfocytow T i B w Scianie zapalnie
zmienionych pecherzykéw w badanych grupach pacjentow byta zr6znicowana
zaréwno jesli chodzi o wykrywalnos¢ jak i nasilenie ekspresji czasteczek
fenotypowych tych komorek. W ostrym zapaleniu narzadu przewazaty limfocyty
B nad pozostatymi populacjami limfocytow T, a w przewlektym cholecystitis

dominowaty limfocyty T (CD8+).

Nowoscig tej czesci pracy jest ocena ilosciowa ekspresji biatek (odgrywajacych
kluczowg role w reakcji zapalnej w kamiczym pecherzyku zotciowym),
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z zastosowaniem nowowczesnej metody wizualizacji przestrzennej. Po raz
pierwszy w tym opracowaniu wykazano lokalizacje i ilosciowo zanalizowano
ekspresje biatka S100B (komorki dendrytyczne) w kamiczym cholecystitis.
Ekspresja tego biatka byta ilosciowo znacznie wieksza w przewleklym zapaleniu
pecherzyka zotciowego w poréwnaniu z ekspresjg w btonie sluzowej w ostrym
cholecystitis, co sugeruje ze komorki dendrytyczne odgrywajq role zwlaszcza
w tej fazie zapalenia narzadu. Poznanie roli komérek dendrytycznych w lokalnej
odpowiedzi komérkowe] w zapaleniu pecherzyka Zzoiciowego wymaga
kontynuacji badan, takze z zademonstrowaniem ich aktywacji (ekspresja biatek
MHC klasy | i Il, produkcja cytokin np. IL-12) oraz pokazaniem czy sg to

komorki migrujace czy réznicujg sie w miejscu zapalenia [177].

4. Ekspresja cytokin prozapalnych

Z badan nad patogenezg cholelithiasis wynika, ze zapalenie pecherzyka
zOfciowego i wzmozona sekrecja Sluzu nalezg do istotnych cech kamicy
cholesterolowej i barwnikowej u cziowieka i zwierzat [192]. Z modelu
zwierzecego wynika, ze zapalenie pecherzyka zotciowego jest wczesng zmiang
w procesie formowania kamieni zoéiciowych. Zastosowanie diety litogennej
i/lub gtodéwki u szczurdbw powodowato zwiekszony turnover komorek biony
Sluzowej i ich zluszczanie do Swiatta pecherzyka zoéiciowego [158].
W przewlektych chorobach przewodu pokarmowego (w tym w cholelithiasis)
obserwowano szczegoélnie duzy wzrost surowiczych stezehn cytokin
prozapalnych (w tym IL-1 i IL-6) [251]. Maksymalny wzrost stezenia IL-103

oraz IL-6 dotyczyt wczesnych, zas TNF-a p6zniejszych faz choroby [251].

4.1. Interleukina 1 a (IL-1a)

Badania wlasne wykazaty lokalizacje tej cytokiny prozapalnej przede wszystkim
w komorkach nabtonka pecherzyka zotciowego, ktorg potwierdzono rowniez
w kontroli pozytywnej (keratynocyty nabtonka dzigsta pacjentéw z przewlekiym
zapaleniem przyzebia). Ekspresja IL-la dotyczyla takze jednojgdrzastych
komorek naciekow zapalnych, gtdwnie makrofagow rozsianych w lamina propria

(w tym takze foamy cells). Co zaskakujgce nie byto r6znic w nasileniu ekspresji
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cytokiny w zaleznosci od typu zapalenia pecherzyka zoéiciowego (ostre
vs. przewlekie). Nie mozna rowniez potwierdzi¢ obserwacji wiekszej ekspresji
tej interleukiny w zaleznosci od aktywnosci zmian zapalnych (grading)
w przypadku kamiczego zapalenia pecherzyka zotciowego. Co ciekawe wiekszg
ekspresje tej cytokiny wykazano u mezczyzn w poroéwnaniu z kobietami z grupy
z ostrym zapaleniem pecherzyka zoOiciowego. W grupie pacjentow
z przewleklym cholecystitis notowano pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg
tej cytokiny oraz wartoscig BMI, jednak byla ona bardzo staba (r=0,3680).
Na modelu mysim opisano zwigzek miedzy otylosciag, spozywaniem duzej ilosci
oczyszczonych weglowodanow i wystepowaniem zwiekszonej produkcji cytokin
prozapalnych: IL-18 oraz TNF-a oraz stluszczenia pecherzyka zoétciowego
[160].

Badania wielu innych autoroéw skupiajgce sie na analizie surowiczych stezen i to
zazwyczaj IL-1B, wykazujg 3-5-krotny wzrost stezen tej cytokiny (wraz z IL-6)
w przewleklych chorobach przewodu pokarmowego (w tym cholelithiasis)
o nasilonej i srednio nasilonej aktywnosci zmian zapalnych w poréwnaniu ze
zmianami nieaktywnymi [138, 251]. Wzrost surowiczych stezen tej cytokiny
obserwowano, jak wspomniano, we wczesnych fazach choroby [251].
Zachowanie sie stezen IL-1 badano rowniez w kontekscie wyboru mnigj
inwazyjnych ~ zabiegbw  chirurgicznych  (otwarta vs. laparoskopowa
cholecystektomia). Najczesciej wykazywano wyzsze stezenia IL-1a u chorych
po tradycyjnej cholecystektomii w poréwnaniu z laparoskopowg [116], rzadziej
nie odnotowywano zmian w stezeniu IL-138 w zaleznosci od rodzaju zabiegu
operacyjnego [18].

Glownym miejscem lokalizacji IL-1a w pecherzykach zotciowych badanych w tej
pracy pacjentow byty komorki nabtonka, ale ekspresja ta widoczna byta takze
w komodrkach naciekow zapalnych. Potwierdza to dane z pismiennictwa.
Zrodtami komorkowymi IL-1 sg bowiem w wiekszosci monocyty i makrofagi,
a z innych komorek wymienia sie wtasnie komorki nabtonkowe i keratynocyty
[47, 56].

W Swietle danych literaturowych najsilniejszymi czynnikami indukujgcymi
synteze IL-1 sg lipopolisacharydy bakterii Gram-ujemnych [7, 56]. Nie mozna
wykluczy¢ udziatu czynnika bakteryjnego w stymulacji produkcji tej cytokiny

takze w przypadku niektérych badanych w tej pracy pacjentéw z kamiczym
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cholecystitis. Na podstawie analiz molekularnych opisywane sg dwie czgsteczki
IL-1 o réznej masie czasteczkowe]j w zaleznosci od lokalizacji. Wykazanie
gtéwnie cytoplazmatycznej lokalizacji tej cytokiny u badanych pacjentow,
Swiadczytoby o wystepowaniu 31 kDa prekursorowej formy (prolL-1a) [16, 49].
Jest to forma aktywna IL-la i pozostaje wewngtrzkomoérkowo [165]. Istniejg
obserwacje, ze ta forma IL-1 reguluje ostateczne rdznicowanie komérkowe,
zwlaszcza w przypadku komorek nabtonkowych. Uznaje sie wiec, ze IL-1a
moze dziata¢ jako wazny autokrynowy i/lub parakrynowy czynnik wzrostu [49].

Obserwujgc wiekszg ekspresje tej formy IL-la w komdrkach nabtonka
pecherzyka zo6tciowego w poréwnaniu z IL-6 w obu grupach badanych w tej
pracy pacjentow, mozna zaktada¢ dwojaka role tej cytokiny. Z jednej strony
IL-1a moze bezposrednio uposledzaé funkcje absorpcyjne komorek nabtonka i
sprzyjac litogenezie, co czesciowo pokazali inni autorzy na modelu zwierzecym
[192]. Z drugiej strony nabtonkowa lokalizacja tej cytokiny moze by¢ wyrazem
ostatecznego zrdznicowania sie komorek tej czesci btony Sluzowej pecherzyka
z0fciowego. Podstawowg funkcjg obu form IL-1 (IL-1a i IL-1B) jest jednak
utatwianie rozwoju reakcji zapalnej poprzez szereg mechanizmow (dziatanie
plejotropowe) i z udzialem wielu populacji komorek (neurofile, monocyty,
bazofile, eozynofile i komoérki srodbtonka) [52, 82]. Z drugiej zas strony nie
mozna wykluczy¢ dzialania antagonisty receptora dla IL-1 (IL-1Ra),
produkowanego przez monocyty. Biatko to (podobne do IL-1a i B) blokuje oba
typy receptorow IL-1 (IL-1R1 i IL-1R2) i moze w ten sposéb hamowac reakcje
zapalng [82]. Nieznana jest przyczyna braku istotnych réznic ilosciowych
w ekspresji tej postaci IL-1 (IL.-la) w ostrym i przewlektym kamiczym

cholecystitis pacjentow badanych w tej pracy.

4.2. Interleukina 6 (IL-6)

W zbadanej btonie $luzowej pecherzyka zoétciowego (lokalizacja prawie
wytgcznie w komorkach nabtonka) ekspresja tej cytokiny byfa istotnie mniejsza
w poréwnaniu z IL-1la oraz TNF-a i nie byto réznic w jej ekspresji pomiedzy
ostrym i przewleklym cholecystitis. Zadnych istotnych statystycznie korelacji
z danymi klinicznymi nie wykazano w grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka
z6fciowego. U pacjentdw z przewleklym cholecystitis ekspresja IL-6 byta

negatywnie skorelowana z nasileniem zmian zapalnych (grading) (r=-0,3208)



143

i liczbg leukocytow we krwi (r=-0,3818). Byly to jednak stabe negatywne
korelacje, prawdopodobnie bez wiekszego znaczenia klinicznego.

Nie byto istotnej korelacji pomiedzy tkankowg ekspresjg IL-6 a BMI pacjentéw
w zadnej z badanych grup pacjentow, cho¢ na modelu mysim dowiedziono,
ze otylos¢ per se zwieksza zawarto$¢ wolnych kwaséw tluszczowych i IL-6
w pecherzyku zétciowym [160]. Nalezy podkresli¢, ze w badanych w tej pracy
pecherzykach zotciowych cytokina ta byta wykrywana w btonie sluzowej tego
narzadu jedynie u okoto potowy pacjentow ACC (i 60% pacjentow z CCC),
a srednia ekspresja byta bardzo niewielka pod wzgledem ilosciowym (ponizej
2% reakcji w obu grupach chorych). Na podstawie wynikbw obecnej pracy,
komorki zmienionego zapalnie pecherzyka zoéiciowego (nawet w ostrej fazie
zapalenia) nie wydajg sie by¢ podstawowym zrodtem zwiekszonej produkcji tej
cytokiny, uznawanej za wczesny i czuty, cho¢ niespecyficzny wskaznik reakcji

zapalnych toczacych sie w organizmie [122].

W Swietle danych z pismiennictwa wysokie stezenie IL-6 obserwuje sie we krwi
I innych pilynach ustrojowych w zapaleniach, urazach, chorobach
Z towarzyszacym przewleklym procesem zapalnym lub autoimmunologicznym

(RZS, tuszczyca) oraz w nowotworach [122, 214].

Podobnie, jak w przypadku innych cytokin prozapalnych (oraz mniej
specyficznych markerow zapalenia) badano systemowe stezenie IL-6 po
operacji usuniecia pecherzyka zélciowego metodg tradycyjng i laparoskopowg
[89, 101, 110, 138, 212]. Wzrost surowiczych stezen IL-6 (wraz z TNF-a)
obserwowano u pacjentow po cholecystektomii (jako cytokiny zwigzane
Z ,urazem” operacyjnym) w przebiegu ostrego cholecystitis [101]. Poréwnywano
stezenia  mediatorow zapalenia takze w przypadku laparoskopii
I tzw. minilaparotomii, wykazujgc utrzymujacy sie od 8 godziny do 7 dnia po
zabiegu i znaczacy wzrost stezenia IL-6 po minilaparotomii [29]. Wszyscy
autorzy prac wykazali dos¢ zgodnie, ze wyzsze stezenia surowicze IL-6
u pacjentow dotyczg ,otwartej” w poréwnaniu z laparoskopowg
cholecystektomig [89, 110, 138, 212]. Sg doniesienia ktére dowodzag, ze
stezenie tylko tej cytokiny roznito sie u pacjentow po obu rodzajach operaciji

[18]. Inni wskazujg, ze stezenie IL-6 wydaje sie by¢ czulszym wskaznikiem
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odpowiedzi tkanek na “uraz” w porownaniu ze stezeniami norepinefryny
i epinefryny u tych pacjentow [138]. Wykazywano wzajemne pozytywne

korelacje catkowitych surowiczych stezenh IL-1a i IL-6 [116].

Lokalizacja IL-6 w komdrkach nabtonka pecherzyka zétciowego (cholecystitis)
oraz keratynocytach dzigsta (chronic periodontitis) w obecnych badaniach
potwierdza wczesniejsze opisy takich zrédet komoérkowych u cztowieka
[87, 122, 123, 139, 214]. Szczegdblnie duzg ekspresje IL-6 opisywano
w keratynocytach zdrowej i uszkodzonej skéry [87, 214]. IL-6 uznano za istotny
regulator wzrostu komérek nabtonka i cytokine wazng z punktu widzenia
kontaktow komoérka-komorka [139]. Z uzyciem linii hodowanych komorek oraz
metod immunohistochemicznych i hybrydyzaciji in situ wykazano produkcje IL-6
I TNF-a takze w nabtonku wewnatrzwatrobowych drog zéiciowych [267].
Autorzy tych badan sugerujg role obu cytokin w proliferacji i/lub destrukciji
komorek nabtonka drog zotciowych, jakie obserwuje sie w pierwotnej marskosci

z6lciowej, rozwijajgcej sie na tle autoimmunologicznym [267].

Zarébwno w ostrym, jak i przewlektym cholecystitis u badanych w tej pracy
pacjentow istotnie wieksza byta ekspresja IL-la w poréwnaniu z IL-6.
W patogenezie przewlektych zapalnych chorob jelit wskazywano raczej na role
réznych receptorow IL-6 (sIL-6R, SIL-11R, soluble ciliary neutrophic factor
receptor), ktéra polegataby na utrzymaniu ,statusu” choroby, poprzez promocje
przejscia z ostrej do przewlektej fazy zapalenia [200]. Odpowiedz na pytanie
jakq role odgrywa IL-6 w uszkadzaniu potgczen miedzykomérkowych, zmianach
fenotypu komoérek nabtonka, zaburzeniach funkcji absorpcyjnych i sekrecyjnych
komodrek nabtonka pecherzyka zoéiciowego w cholelithiasis wymaga dalszych

badan, z wigczeniem takze innych sktadnikow systemu IL-6/IL-6R.

4.3. Czynnik martwicy nowotworow (TNF-  «)
TNF-a jest limfoking zwigzang gtéwnie z transdukcjg sygnatow w odpowiedzi
immunologicznej i procesie zapalnym, bedac podobnie jak IL-1 i IL-6, cytoking

prozapalng [1, 20, 113].

Badania obecne wykazaly lokalizacje TNF-a w szerokim spektrum komorek,

co jest zgodne z danymi z pisSmiennictwa [63, 216]. U badanych w tej pracy
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pacjentow z kamiczym zapaleniem pecherzyka zétciowego, pozytywna reakcja
na to biatko obecna byta w cytoplazmie komorek nabtonka jednowarstwowego
walcowatego i komorek szes$ciennych nabtonka gruczotdbw pecherzyka
z0fciowego. Biatko TNF-a zlokalizowano oczywiscie takze w komorkach
naciekdw zapalnych, gtbwnie monocytach i makrofagach (w tym foamy cells),

ale takze w limfocytach i komérkach endothelium.

llosciowa analiza badanych w tej pracy pacjentow z ostrym zapaleniem
pecherzyka zofciowego wykazata, ze ekspresja TNF-a w btonie sluzowej jest
podobna do ekspresji IL-1q, a istotnie przewaza nad ekspresjg IL-6. Wykazano
przy tym pozytywng korelacje pomiedzy ekspresjg limfokiny i catkowitym
nasileniem zmian zapalnych w $cianie pecherzyka zo6iciowego (parametr
G1+G2) oraz z liczbg leukocytéw we krwi pacjentéw. W tej grupie pacjentéw
obserwowano rowniez pozytywng korelacje ekspresji TNF-a oraz ekspresji
markera makrofagébw — czasteczki CD68. Swiadczy to przede wszystkim
o prozapalnej roli TNF-a i aktywacji zwtaszcza makrofagdw do produkcji tej
limfokiny w ostrym stanie zapalnym, towarzyszgcym kamicy pecherzyka

z06fciowego.

W blonie Sluzowej pecherzykow z przewleklym cholecystitis obserwowano
istotnie wiekszg ekspresje TNF-a w poréwnaniu z ostrym zapaleniem narzadu
(wieksza ekspresja TNF-a dotyczyta przy tym kobiet z tej grupy w poréwnaniu
z kobietami z grupy ACC). W przewleklym cholecystitis ekspresja TNF-a
dominowata wsréd trzech badanych cytokin pozapalnych. Zaskakujgco
negatywna korelacja ekspresji tej cytokiny z aktywnoscig zapalng w Scianie
pecherzyka zoétciowego (parametr G2 i catkowity grading) byta jednak dos¢
staba (r=-0,4143). Do wyniku tego nalezy odnies¢ sie wiec z ostroznoscig. Nie
obserwowano istotnej korelacji pomiedzy ekspresjg tej cytokiny a nasileniem
zmian zapalnych w samej btonie Sluzowej (parametr G1). Nie obserwowano
takze istotnych korelacji pomiedzy ekspresjq tej cytokiny i liczbg leukocytéw we

krwi oraz z innymi danymi klinicznymi.

Wedtug danych z pismiennictwa rola TNF-a w powstawaniu kamicy zétciowej
jest bardzo wazna. Wykazano indukujacy wptyw tej cytokiny (produkowanej
przez komorki nabtonka drog zoiciowych), via LPS na nadprodukcje mucyn
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(MUC2 i MUCS5AC) [270]. Mucyny te uczestnicza w litogenezie w obrebie
wewnatrzwatrobowych drég zétciowych [270]. Produkcje biatka i mMRNA TNF-a
wykazano réwniez po stymulacji LPS w prawidtowych komodrkach nabtonka
mysich pecherzykéw zotciowych. Komorki te produkowalty mRNA IL-1(3, IL-6,
biatkko MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein-1) i wykazywaty
zwiekszong produkcje mMmRNA TNF-a oraz MIP-2 (ang. macrophage
inflammatory protein-2) [210]. W modelu in vivo oraz in vitro wykazano ponadto,
ze TNF-a indukuje ekspresje EGF-R (ang. Epidermal Growth Factor Receptor),
co réwniez prowadzi do zwiekszonej produkcji mucyny sekrecyjnej MUC5AC,
ktora akumuluje sie zwtaszcza w przypadku kamicy cholesterolowej u cztowieka
[64].

Badania obecne w obu grupach pacjentéw wykazaty réwniez ewidentng
ekspresje TNF-a w komérkach nabtonka pecherzyka zotciowego, co mogtoby
sugerowac role tak zlokalizowanej cytokiny w uposledzaniu funkcji komérek
nabtonka i/lub ewentualnego nasilania produkcji mucyn, jak pokazujg to

badania in vitro innych autoréw [64, 210].

Badanie stezenia TNF-a w surowicy krwi w przypadku przewlektych choréb
przewodu pokarmowego (w tym cholelithiasis) wykazato wyzsze wartosci tej
cytokiny (150-370 pg/ml) w porownaniu z chorobami nowotworowymi,
alkoholizmem czy zaburzeniami metabolicznymi. Podanie monoklonalnych
przeciwciat anty-TNF-a przejSciowo zmniejszato stezenia cytokin we krwi
obwodowe] [252]. W cholelithiasis wzrost stezenia TNF-a obserwowano

w poznych stadiach choroby [251].

Takze w przypadku TNF-a badano wptyw rodzaju zabiegu operacyjnego (,uraz”
tkankowy) na surowicze stezenia limfokiny i wykazywano, podobnie jak
w przypadku pozostatych cytokin, wiekszy wzrost systemowego stezenia TNF-a
po konwencjonalnej cholecystektomii w poréwnaniu z laparoskopowym
zabiegiem [34, 89, 101, 138, 190, 194]. Tylko niektérzy z autorow wykazywali
podobny wzrost stezenia TNF-a w 4 dniu po operacji w obu rodzajach zabiegow

operacyjnych pecherzyka zétciowego [194].

Porownanie stezen cytokin prozapalnych w kontekscie rodzaju zabiegu

operacyjnego usuniecia kamieni, dotyczyto w wiekszosci przewlektego
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zapalenia pecherzyka zéiciowego. Badano takze surowicze stezenia cytokin
prozapalnych (IL-6 oraz TNF-a) u pacjentéw z ostrym cholecystitis, wykazujgc
ze zwlaszcza pacjenci z powiklaniami pooperacyjnym majg w 1-2 dniu po
operacji znaczaco podwyzszone stezenia tych cytokin [101]. Nie badano zrédet

komorkowych tych biatek.

Dalszych badan, w tym czynnosciowych, wymaga ocena mechanizmow
nieimunologicznego dziatania TNF-a, zwilaszcza w patogenezie kamiczego

zapalenia pecherzyka zotciowego.

5. Ekspresja biatek z rodziny S100 produkowanych pr  zez fagocyty

Oprocz ekspresji biatka S100B (komérki dendrytyczne) w obecnej pracy
zbadano ekspresje dwdch biatek z rodziny S100, scisle zwigzanych z regulacjg
czynnosci ukladu immunologicznego, a mianowicie S100A8 i S100A9. Podrupa
tych biatek nazywana jest czesto kalgranulinami. Heterodimer S100A8/A9 nosi
tez zwyczajowg nazwe kalprotektyna [45, 67]. Biatka te produkowane sg
gtéwnie przez neutrofile, ale takze przez aktywowane monocyty i makrofagi [67,
203, 206].

Badania obecne przeprowadzono z zastosowaniem dwoch réznych przeciwciat
poliklonalnych skierowanych przeciwko ludzkim biatkom S100A8 oraz S100A9.
Role tych biatek we wrodzonej odpornosci oraz rekrutacji leukocytow do miejsc
zapalenia opisano we Wstepie pracy. Efekty biologiczne tych biatek wystepujg

zarOwno w ostrej, jak i przewlektej fazie zapalenia.

llosciowe wyniki wiasne dotyczg ekspresji tych biatek wytgcznie w btonie
Sluzowej pecherzyka zotciowego. Oba biatka wykazano u wszystkich pacjentéw
obu grup (wykrywalno$¢ 100%). Reakcja immunocytochemiczna na oba biatka
byta z reguly bardzo wyrazna i dotyczyla cytoplazmy licznych komérek
naciekéw zapalnych (gtéwnie neutrofile, monocyty i makrofagi) zlokalizowanych
zarbwno w lamina propria, jak i pomiedzy komodrkami nabtonka pecherzyka.
Zarébwno w przypadku S100A8, jak i S100A9, immunopozytywne komorki
wystepowaly licznie w swietle naczyn. Obecnos¢ obu biatek potwierdzono
w komérkach odczynowych weztow chtonnych. Lokalizacja komorkowa S100A8
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I S100A9 wykazana w tym opracowaniu jest zasadniczo zgodna
z obserwacjami z pismiennictwa [65, 86, 203, 206].

Analiza ilosciowa wykazata istotnie wiekszg ekspresje zaréwno biatka S100A8,
jak i S100A9 w ostrym cholecystitis w poréwnaniu z przewleklym zapaleniem
pecherzyka zoétciowego. Wzajemne porownanie ekspresji obu biatek w kazdej
z grup pacjentow, ujawnito z kolei znamienng przewage ekspresji biatka
S100A9 nad S100A8 w kazdej z grup chorych. W przypadku biatka S100A8,
wykazano dodatkowo wiekszg ekspresje tego biatka u starszych pacjentow

w porownaniu z mtodymi chorymi (do 25 r.z.).

Poréwnanie ekspresji tych bialek z markerem komorek dendrytycznych (biatko
S100B, opisane wczesniej) wykazato znamienng przewage S100A8 i S100A9
nad S100B w ostrym cholecystitis. Grupa z przewlektym cholecystitis miata
podobng ekspresje markera komorek dendrytycznych oraz S100A9, natomiast

ekspresja S100A8 byta nizsza u tych chorych w poréwnaniu z ekspresjg S100B.

Badajac roznice w ekspresji obu kalgranulin w zaleznosci od pfci, kobiety
I mezczyzni obu grup wykazywali podobng ekspresje tych biatek. Natomiast
wykazano wiekszg ekspresje S100A8 i S100A9 u kobiet z grupy ACC (ostre
cholecystitis) w poréwnaniu z grupg CCC. Takze u mezczyzn z ostrym
cholecystitis ekspresja S100A9 byta znamiennie wyzsza niz u mezczyzn

z przewlektym zapaleniem narzadu.

llosciowych wynikow nad ekspresjg obu biatek z grupy S100 nie da sie odnie$é
do analogicznych prac z piSmiennictwa, gdyz nie znaleziono prac na ten temat
w odniesieniu do chordb pecherzyka zo6tciowego u cztowieka. Wiadomo jednak,
ze kompleks S100A8/A9 jest waznym mediatorem reakcji zapalnych w wielu
chorobach przewodu pokarmowego [65, 66, 67]. Nadekspresja tego kompleksu
biatkowego opisana jest szczegoélnie w przewlektych chorobach zapalnych jelit
oraz gruczolakorakach u cztowieka [67, 75]. Badanie stezen tych biatek
w surowicy krwi moze stuzy¢ do monitorowania aktywnosci choroby

i odpowiedzi na leczenie [65].

W chorobach przewodu pokarmowego kompleks S100A8/A9 (,katowa”

kalprotektyna) uznany jest za marker ostrych stanow zapalnych jelita
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i odzwierciedla aktywacje fagocytow [131]. Uwaza sie, ze kalgranuliny
uwalniane sg z cytoplazmy obumartych neutrofilow i dostajg sie do ptynnej
zawartosci ropnia [126]. Prace te opierajg sie na hipotezie, ze w zapalnych
chorobach przewodu pokarmowego, aktywowane leukocyty infiltrujgce btone

Sluzowa, przenikajg do swiatta jelit i moga by¢ wykrywane w kale [131].

Sa réwniez prace uwidaczniajgce ekspresje bialek S100A8 i S100A9
z zastosowaniem metod immunocytochemicznych w fagocytach naciekow
zapalnych jelita [150]. Zapalnie zmienione fragmenty jelit w réznych chorobach
przewodu pokarmowego u cziowieka wykazywaty zawsze wiekszg ilos¢ biatek
S100A8 i S100A9 (oraz S100A12) w poréwnaniu z kontrolng btong $luzowg
[67, 142, 143]. Badanie kompleksu S100A8/A9 (kalprotektyna) w probce katu
uznawano za marker pomocny w diagnostyce réznicowej chorob przewodu

pokarmowego takze u dzieci [235].

Z badan przeprowadzonych w obecnej pracy wynika, ze oba biatka S100A8
I S100A9 sg produkowane i wydzielane w wiekszej ilosci w ostrym zapaleniu
pecherzyka niz w przewleklym cholecystitis. Ich podstawowym zrodiem
komorkowym w pecherzykach zoétciowych byly gtéwnie neutrofile, ale biatka te
moga by¢ takze produkowane prze aktywowane monocyty i makrofagi i wiele
innych typow komorek [65, 66, 67, 86, 203, 206]. Prawdopodobnie biorg
aktywny udziat w zapoczatkowaniu ostrej reakcji zapalnej pod wplywem stresu
komédrkowego [66, 67]. W zapaleniu ostrym (takze w przypadku moich
pacjentow) obserwowano wiecej komorek naciekow zapalnych, stad takze
kalgranuliny byty produkowane przez wiekszg liczbe komérek o wtasciwosciach
fagocytarnych. Oprocz neutrofilbw mogly to byé aktywowane monocyty
I makrofagi, obecne w istotnie wiekszej liczbie takze w zapaleniu ostrym.
Zgodnie z danymi literaturowymi, zrodtem tych biatek mogg by¢ réwniez
uszkodzone komorki naciekow zapalnych [67]. Swoje efekty prozapalne biatka
S100A8 i S100A9A9 wywotujg prawdopodobnie réwnolegle, o czym moze
Swiadczy¢ wykazana w te] pracy wysoka pozytywna korelacja wzajemnej
ekspresji obu bialek zaréwno w ostrym cholecystitis (r=0,6735), jak
I przewleklym zapaleniu pecherzyka zotciowego (r=0,6856). W obu grupach
chorych i w przypadku obu badanych biatek: S100A8 i S100A9 wykazano
pozytywng zaleznos¢ ekspresji tych biatek takze od nasilenia zmian zapalnych
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w btonie miesniowej i surowiczej (parametr G2), ale jedynie w grupie z ostrym
cholecystitis korelacje te byly wysokie (r=0,5119, r=0,5704, odpowiednio).
Wynik ten wskazuje, ze zwlaszcza w ostrym kamiczym zapaleniu pecherzyka
z06fciowego tkankowa ekspresja kalgranulin moze stuzy¢é za marker aktywnosci

zapalnej.

Na podstawie wynikdw obecnej pracy mozna sadzi¢ ponadto, ze w przewleklym
zapaleniu pecherzyka zofciowego, bardziej niz w ostrym cholecystitis w proces
zapalny zaangazowane sg komorki dendrytyczne (S100B-pozytywne). Jednak
duzg role odgrywajg takze biatka S100A9 oraz S100A8 (cho¢ produkowane
w mniejszej ilosci). Niektorzy z badaczy uwazaja, ze kompleks S100A8/S100A9
peini wazng funkcje wiasnie w przewlekiej fazie zapalenia, poniewaz
wykazywano jego nadekspresje szczegolnie w takich schorzeniach u czlowieka
[65-68, 75, 112]. Sugerowane mechanizmy zewnatrzkomorkowego dziatania
biatek S100A8/A9 to nasilanie chemotaksji neutrofilow i monocytow
oraz zwiekszanie ekspresji integryn. W przypadku samego biatka S100A9
dotgcza sie takze udziat tego biatka w migracji makrofagéw i potegowaniu ich
funkcji, w indukowaniu bélu wywotanego zapaleniem oraz w wywotywaniu
zmian miazdzycowych w naczyniach krwionosnych [86]. W hodowli komorkowej
wykazano takze bezposrednie dziatanie antybakteryjne (i to w stosunku do
wielu patogenow) oraz przeciwgrzybicze kalgranulin [104]. Wynika¢é ma ono
z hamowania bakteryjnych metaloproteinaz, zapoczatkowania migracji
neutrofilbw do miejsca stanu zapalnego oraz zwiekszania ich zdolnosci do

fagocytowania [235].

W badaniach wilasnych wykazano korelacje ekspresji biatek z rodziny S100
z ekspresjg innych markeréw komérek naciekéw zapalnych i to whlasnie
u chorych z przewlektym cholecystitis. Obserwowano jedynie stabg pozytywnag
zaleznos¢ pomiedzy ekspresjg biatka S100A8 i czasteczki CD68 (marker
makrofagow) w bionie Sluzowej zapalnie zmienionego pecherzyka zétciowego
(r=0,3527). Moze to sugerowac¢ zwigzek funkcjonalny tego biatka z rodziny
S100 i aktywowanych monocytow i makrofagéw, jednak obserwacje te
nalezatoby jednak zweryfikowaé z zastosowaniem rowniez innego markera

makrofagow.
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Co do zwigzku ekspresji biatek z rodziny S100 z ekspresjg cytokin
prozapalnych u pacjentéw z przewleklym zapaleniem pecherzyka, wykazano
jedynie dwie stabe zaleznosci dotyczace ekspresji biatka S100A8. Ekspresja
tego bialka byla pozytywnie skorelowana z ekspresjg IL-1la (r=0,3325),
a negatywnie z ekspresjg IL-6 (r=-0,3189). Potwierdzenie klinicznego znaczenia
tych obserwacji wymaga dalszych badan, by¢ moze takze w modelu in vitro na

hodowanych komadrkach nabtonka pecherzyka zotciowego.

Zadnych istotnych korelacji pomiedzy ekspresjg biatek S100 i ekspresjg cytokin
nie obserwowano w grupie z ostrym cholecystitis. Ponadto w zadnej z grup
pacjentow w obecnej pracy nie udato sie wykazac¢ korelacji pomiedzy ekspresjg
komorkowg TNF-a a ekspresjg biatek z rodziny S100. Dane literaturowe opisujg
aktywujacy wptyw TNF-a na ekspresje S100A8 i S100A9 w keratynocytach
naskorka [17]. Opisano rowniez, ze S100A8/A9-pozytywne makrofagi produkujg
I wydzielajg TNF-a [120], czego nie mozna potwierdzi¢ w uzyskanych wynikach

tej pracy.

Badania wiasne wykazaly dodatkowo, Zze u pacjentdw z przewleklym
cholecystitis, ekspresja biatka S100A8 pozytywnie koreluje z indeksem masy
ciala pacjentow (podobnie jak ekspresja IL-la) oraz z liczbg leukocytow
we krwi. Ekspresja obu bialek S100A8 i S100A9 byla takze, ale negatywnie
skorelowana z liczbg kamieni zo6tciowych (r=-0,4181; r=-0,3394, odpowiednio).
Niskie wspotczynniki korelacji Spearmana we wszystkich wspomnianych

zaleznosciach nie pozwalajg jednak na wycigganie wigzacych wnioskow.

Nalezy przypomnie¢, ze rola biatek S100 produkowanych przez fagocyty
w patogenezie cholelithiasis wtasciwie nie byla poruszana i brakuje danych
w dostepnym pismiennictwie. Opisano jedynie prognostyczne znaczenie
nadprodukcji biatka S100A4 (gorsza prognoza) w raku pecherzyka zotciowego
[169].

Na podstawie wynikdw obecnej pracy mozna przyjaé, ze oba biatka S100A8
i S100A9, ktorych ekspresja zachodzi przede wszystkim w granulocytach
obojetnochtonnych sg dobrymi wskaznikami aktywnosci procesu zapalnego
w kamiczym cholecystitis. Pozytywng korelacje z nasileniem zmian zapalnych

wykazano dla obu kalgranulin i to niezaleznie od grupy pacjentow (ACC i CCC).
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Badania nad rolg biatek z rodziny S100, produkowanych przez aktywne
fagocyty powinny by¢ kontynuowane, z wykazaniem kolokalizacji tych biatek
z innymi markerami komérek naciekow zapalnych w réznych fazach zapalenia.
Dalszych badah wymaga udziat tkankowej ekspresji tej grupy biatek
w kancerogenezie pecherzyka zotciowego.

6. Podsumowanie najistotniejszych wynikéw bada n

Badania morfologiczne pecherzyka zotciowego w cholelithiasis potwierdzajg
zroznicowany obraz histopatologiczny w zaleznosci od typu zapalenia narzadu
(ostre i przewlekle). Pewne rdznice w obrazie morfologicznym wykazano
w grupie najmtodszych pacjentow (do 25 r.z.) w porownaniu z 50-latkami

z przewlektym cholecystitis.

Z badanych markerow komorek naciekow zapalnych (uczestniczacych
w odpowiedzi zapalnej), w ostrym cholecystitis obserwowano wiekszg ekspresje
markera neutrofilbw (biatka S100A8 i S100A9), monocytow/makrofagdéw
(czagsteczka CD68) i liczbe eozynofilbw w poréwnaniu z przewleklym
zapaleniem pecherzyka Zzoélciowego. Z populacji limfocytow, najwieksza
ekspresja dotyczyla czgsteczki CD20 (marker limfocytow B) oraz czasteczki
CD4 (marker limfocytbw T pomocniczych). Podobng ekspresje (a posrednio
i liczbe) w ostrym i przewlektym cholecystitis wykazano dla tryptazy (komorki
tuczne) oraz czagsteczki CD8 (limfocyty T cytotoksyczne/regulatorowe).
W grupie z przewleklym zapaleniem pecherzyka zoétciowego istotnie wiekszg
ekspresje (w porownaniu z ostrym cholecystitis) wykazano dla markera
komérek dendrytycznych (S100B). Nalezy doda¢, ze wykazanie lokalizaciji
komodrkowe] oraz ilosciowe oszacowanie ekspresji tego markera komorek
dendrytycznych w $cianie zapalnie zmienionego pecherzyka zotciowego

w przebiegu kamicy, jest pierwszym tego typu opracowaniem.

Z badanych cytokin prozapalnych, ilosciowo podobna ekspresja w obu grupach
dotyczyta IL-1a i IL-6, natomiast ekspresja TNF-a byta istotnie wyzsza w grupie
pacjentow z przewleklym w poréwnaniu z ostrym zapaleniem pecherzyka

z0fciowego. Analiza wzajemnej ekspresji trzech cytokin prozapalnych
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w grupach, wykazata istothng dominacje ekspresji TNF-a nad pozostatymi
cytokinami (przewlekie cholecystitis) lub tylko w stosunku do ekspresji IL-6
(ostre cholecystitis). Tylko w grupie z ostrym zapaleniem pecherzyka
z0fciowego ekspresja TNF-a korelowata z ekspresjg markera makrofagow
(CD68) oraz byla wprost proporcjonalna do aktywnosci zapalnej (catkowity
grading) i do liczby leukocytéw we krwi pacjentéw. Dla interleukiny 1a (IL-1a)
w badanych pecherzykach Zzéiciowych obu grup pacjentéw nie udatlo sie
wykaza¢ silnych korelacji miedzy innymi parametrami stanu zapalnego
w cholelithiasis. Stabe pozytywne korelacje miedzy ekspresjg IL-1a i ekspresjq
biatka S100A8 oraz BMI w przewleklym zapaleniu pecherzyka zétciowego

wymagayjg potwierdzenia i kontynuacji badan.

Najnizsza pod wzgledem ilosciowym sposrod trzech badanych cytokin w btonie
Sluzowej pecherzyka zoOtciowego w obu typach cholecystitis, okazata sie
interleukina 6 (IL-6). Pojedyncze stabe i to z reguly negatywne korelacje (cho¢
istotne  statystycznie) pomiedzy ekspresjg IL-6 i innymi wykiadnikami
przewlektej fazy procesu zapalnego (grading, ekspresja biatka S100A8, liczba

leukocytow we krwi), nie pozwalajg na wyciggniecie wigzacych wnioskow.

Wszystkie cytokiny pozapalne badane w ramach obecnej pracy (IL-1la, IL-6
I TNF-a) zostaly zlokalizowane zaréwno w komorkach nabtonka pecherzyka
zéblciowego, jak i w szerokim spektrum komérek naciekow zapalnych i innych
typach komérek tkanki tacznej lamina propria i to niezaleznie od typu zapalenia

narzadu.

Ocena biatek S100A8 i S100A9 (produkowanych przez fagocyty) nalezy do
pionierskich badan pod katem ich tkankowej ekspresji w kamiczym zapaleniu
pecherzyka zoétciowego. Czestos¢ wystepowania tych biatek w Scianie narzadu
w obu grupach chorych wynosita 100%. lloSciowg przewage na poziomie btony
Sluzowej pecherzyka zoOiciowego miata ekspresja S100A9 w pordwnaniu
Zz S100A8 i to niezaleznie od grupy. Porownujac ekspresje tych biatek pomiedzy
grupami (ostre vs. przewlekie cholecystitis), wiekszg ekspresje obu biatek
wykazano w ostrym cholecystitis. Ekspresja tych bialek z rodziny S100
dotyczyta gtownie neutrofildbw, obecnych liczniej w ostrym zapaleniu pecherzyka

zOfciowego. Najsilniejszg pozytywng korelacje obserwowano pomiedzy
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wzajemng ekspresjg obu biatek S100A8 i S100A9. W ostrym zapaleniu
pecherzyka zétciowego ekspresja obu tych biatek byta pozytywnie skorelowana

takze z aktywnos$cig zapalng w gtebszych warstwach sciany pz (parametr G2).

W grupie z przewleklym cholecystitis rowniez wykazano wysoka korelacje
pomiedzy wzajemng ekspresjg obu kalgranulin, a takze stabe pozytywne
korelacje dotyczace gtownie ekspresji biatka S100A8 i innych badanych
komérkowych markeréw stanu zapalnego (IL-la, CD68, liczba leukocytéw
we krwi). W grupie tej, ekspresja bialek S100A8 i S100A9 byta pozytywnie
skorelowana (jednak nizsze wspoiczynniki korelacji Spearmana) takze

z aktywnoscig zapalng w pecherzyku zo6tciowym (parametr G2, G1+G2).

Istotna wprost proporcjonalna zaleznos¢ pomiedzy wzajemng ekspresjg obu
biatek z rodziny S100 (produkowanych przez fagocyty) wykazana w dwdch
typach zapalenia pecherzyka zoiciowego, pozwala wyrazi¢ opinie, ze biatka te
sq Scisle powigzane w swoich funkcjach prozapalnych i kazde z nich moze by¢
przydatnym wskaznikiem (przynajmniej lokalnej) aktywnosci zapalnej

w cholelithiasis.

Badania obecne pozwolity na wykazanie réznic w sktadzie komérek naciekow
zapalnych pomiedzy grupg miodych (do 25 r.z.) i starszych pacjentéw w grupie
z przewlektym cholecystitis. Do najwazniejszych wynikow w tym zakresie nalezy
wykazanie wiekszej liczby eozynofilbw w naciekach zapalnych, a mniejszej
ekspresji tryptazy, czasteczki CD68 oraz biatka S100A8 u najmiodszych

pacjentow w poréwnaniu z 50-latkami.

Badania obecne wykazaty takze r6znice miedzy kobietami i mezczyznami obu
grup pacjentdow, jak rowniez réznice piciowe dotyczace liczby komoédrek
(eozynofile) oraz ekspresji niektorych czasteczek markerowych komorek
naciekow zapalnych. | tak, liczba eozynofilow w Scianie pecherzyka zétciowego
byla istotnie wyzsza u pacjentek z ostrym cholecystitis w poréwnaniu
z kobietami z przewleklym zapaleniem narzadu. Wieksza ekspresja czasteczki
CD68 i biatka S100A8 dotyczyta takze pecherzykow zotciowych kobiet z ostrym
w porownaniu z kobietami z przewleklym cholecystitis. Natomiast u kobiet
z przewleklym cholecystitis wieksza byta ekspresja TNF-a. Mezczyzni z ostrym

zapaleniem pecherzyka zofciowego mieli wiekszg ekspresje biatka S100A9
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w poréwnaniu z mezczyznami z przewlektym cholecystitis. Istotnie wiekszg
ekspresje IL-a wykazano u mezczyzn w pordéwnaniu z kobietami w grupie
Z ostrym zapaleniem pecherzyka zoétciowego. Nie wykazano roznic ptciowych
w ekspresji IL-6 i biatka S100B.
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WNIOSKI

. W ostrym zapaleniu pecherzyka zolciowego wystepuje wieksza
komodrkowa ekspresja bialek markerowych neutrofilbw (S100A8
i S100A9), monocytow/makrofagéw (CD68) i limfocytow B (CD20)

w poréwnaniu z przewleklym kamiczym zapaleniem narzadu.

.U miodych pacjentow (do 25 r.z.) z przewleklym kamiczym cholecystitis,
wystepuje mniejsza ekspresja tryptazy (komorki tuczne), biatka S100A8
(neutrofile) oraz czasteczki CD68 (monocyty/makrofagi), a wieksza liczba
eozynofilbw w naciekach  zapalnych pecherzyka Zzo6lciowego

w poréwnaniu ze starszymi pacjentami (ok. 50 r.z.).

. Sposrdd trzech cytokin prozapalnych (IL-1a, IL-6 i TNF-a), ekspresja
TNF-a koreluje z wyktadnikami ostrego zapalenia pecherzyka
z06fciowego, a wieksza ekspresja TNF-a w btonie sluzowej z przewlekltym
zapaleniem pecherzyka zoélciowego, sugeruje dodatkowg role tej

limfokiny w patogenezie kamicy zo6iciowej.

. Komoérkowa lokalizacja biatka S100B (komérki dendrytyczne) w btonie
Sluzowej pecherzyka zoélciowego oraz wykazanie przewagi ekspres;ji
S100B u pacjentow z przewlektym, w poréwnaniu z ostrym cholecystitis,

jest nowoscig obecnych badan.

. Stopien nasilenia komorkowej ekspresji bialek S100A8 i/lub S100A9
w bionie $luzowej moze by¢é nowym, przydatnym wskaznikiem

aktywnosci zapalnej w kamiczym zapaleniu pecherzyka zétciowego.
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STRESZCZENIE

Immunocytochemiczna ekspresja wybranych biatek z ro dziny S100

oraz cytokin prozapalnych w kamiczym zapaleniup  echerzyka zoitciowego

Istnieje wiele hipotez dotyczacych udzialu reakcji zapalnej w patogenezie
kamicy zotciowej (cholelithiasis). Zatozenia obecnej pracy wynikajg z obserwacji
zwiekszonego surowiczego stezenia cytokin prozapalnych (IL-1a, IL-6 i TNF-a)
u pacjentow z kamiczym zapaleniem pecherzyka zétciowego (cholecystitis) oraz
mato poznanej roli lokalnej ekspresji tych bialek w patogenezie choroby.
Ponadto nie badano udziatlu biatek z rodziny S100 produkowanych przez

fagocyty w kamiczym zapaleniu pecherzyka zétciowego u cztowieka.

Celem pracy byta (1) histopatologiczna ocena zmian morfologicznych oraz
aktywnosci zapalnej (grading) w pecherzyku zétciowym u pacjentéw z ostrym
I przewleklym zapaleniem narzadu; (2) immunocytochemiczna analiza
komorkowej ekspresji klasycznych cytokin prozapalnych (IL-1a, TNF-a i IL-6)
oraz biatek z rodziny S100 (S100B, S100A8 i S100A9) w bionie $luzowej
pecherzyka zoOiciowego u pacjentow z ostrym i przewlektym kamiczym
zapaleniem pecherzyka zétciowego; (3) immunocytochemiczna ocena fenotypu
komorek naciekow zapalnych w pecherzyku zotciowym w kamiczym zapaleniu
narzadu oraz (4) analiza pordwnawcza oraz korelacje pomiedzy tkankowg
ekspresja cytokin prozapalnych i biatek z rodziny S100 a wybranymi danymi
klinicznymi w obu grupach chorych, z uwzglednieniem grupy najmiodszych

pacjentow (ponizej 25 roku zycia) z objawowag kamicg zo6tciowa.

Badania przeprowadzono na archiwalnych bloczkach parafinowych
z materiatem tkankowym (pecherzyki zo6tciowe) od 16 pacjentéw z ostrym
(grupa ACC, ang. acute calculous cholecystitis) i 55 pacjentoéw z przewleklym
zapaleniem pecherzyka zétciowego (grupa CCC, ang. chronic calculous
cholecystitis). W grupie CCC wyodrebniono dwie podgrupy: pacjentéw do 25
r.z. (n=35) oraz chorych okoto 50 r.z. (n=20). Materiat kontrolny stanowity
fragmenty zapalnie zmienionych dzigset oraz odczynowych weztow chionnych.
Tkanki utrwalone byly w 4% zbuforowanej formalinie przez 24 h i zatopione

w parafinie. Seryjne skrawki o grubosci okoto 5 um po skrojeniu, zabarwiono
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hematoksyling i eozyng i dokonano oceny histologicznej (opisowej i w skali
potilosciowej). W skali potilosciowej oceniono takze liczbe eozynofilow
w naciekach zapalnych catej $ciany pecherzyka zoiciowego. Do wykrywania
tkankowej ekspresiji biatek wykorzystano klasyczng technike
Immunocytochemiczng (strept)awidyna-biotynylowana-peroksydaza (ABC) oraz
mono- lub poliklonalne przeciwciata na wykrywanie: CD68, tryptazy, CD3, CD8,
CD4, CD20, IL-1a, IL-6, TNF-a, S100 (S100B), S100A8 oraz S100A9. Produkt
reakcji immunocytochemicznej na preparatach pecherzykéw zotciowych
archiwizowano na obrazach spod mikroskopu $wietlnego w programie LUCIA
Image_5.0 i oceniono ilosciowo z wykorzystaniem techniki wizualizacji
przestrzennej. Ostateczny wynik przedstawiono jako % pozytywnej reakcj
markera na pole btony sluzowej pecherzyka zotciowego. Markery fenotypowe
limfocytbw oceniano w calej $cianie pecherzyka zOlciowego. Analize
statystyczng przeprowadzono przy pomocy programu Statistica PL v. 9 oraz
odpowiednich testow. Wyniki uznano za statystycznie istotne na poziomie

istotnosci p<0,05.

Wykazano wiekszg aktywno$¢ zapalng (grading: G1, G2, G1+G2)
w pecherzykach zotciowych u pacjentow z grupy ACC, ktérzy takze posiadali
wiekszg liczbg leukocytow we krwi. Liczba eozynofilbw w naciekach zapalnych
byta réwniez wyzsza w grupie ACC w poréwnaniu z CCC, ale jedynie w grupie
CCC liczba eozynofilow korelowata z grading (G2). U pacjentow z CCC, istotnie
wiecej eozynofilbw wykazano w $cianie pecherzykow zoéiciowych u miodych
pacjentow (do 25 r.z.) w poréwnaniu z 50-latkami. llosciowo wiekszg ekspresje
czasteczki CD68 (monocyty/makrofagi) wykazano w pecherzykach zoétciowych
grupy ACC w poréwnaniu z grupg CCC. U pacjentow z przewleklym
cholecystitis przewage ilosciowg makrofagow (CD68+) mieli pacjenci starsi
w porownaniu z mtodymi (do 25 r.z.). Podobnie u starszych pacjentoéw z grupy
CCC wykazano wiecej tryptazododatnich komaorek tucznych w btonie Sluzowej
w poréwnaniu z mtodymi chorymi. W catej grupie CCC obserwowano przewage
tryptazododatnich mastocytow nad CD68-dodatnimi makrofagami, a iloSciowa
ekspresja tryptazy byta podobna w grupie z ACC i CCC. Ekspresja biatka
S100B (komoérki dendrytyczne) byla wieksza w grupie CCC w porownaniu
z ACC. Ekspresja markeréw limfocytow T i B w Scianie zapalnie zmienionych
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pecherzykéw w badanych grupach pacjentéw byta zréznicowana zaréwno jesli
chodzi o wykrywalnosc¢ jak i nasilenie ekspresji czasteczek fenotypowych tych
komodrek. W grupie ACC przewazaly limfocyty B (CD20+) nad pozostatymi
populacjami limfocytow T, a w CCC dominowaly limfocyty T (CD8+). Po raz
pierwszy w tym opracowaniu wykazano lokalizacje i ilosciowo zanalizowano
ekspresje biatka S100B (komorki dendrytyczne) w kamiczym cholecystitis.
Ekspresja tego biatka byta istotnie wieksza w grupie CCC w poréwnaniu
Z ekspresjg w btonie sluzowej w ostrym cholecystitis. Na podstawie pionierskich
badah nad biatkami S100A8 i S100A9 w pecherzykach zéiciowych mozna
przyja¢, ze oba te bialkka sg dobrymi wskaznikami aktywnosci procesu
zapalnego w kamiczym cholecystitis. Pozytywng korelacje z nasileniem zmian

zapalnych wykazano dla obu kalgranulin i to niezaleznie od grupy pacjentéw.

Prace podsumowano nastepujacymi wnioskami: (1) W ostrym zapaleniu
pecherzyka zoétciowego wystepuje wieksza komorkowa ekspresja biatek
markerowych neutrofilbw (S100A8 i S100A9), monocytéw/makrofagow (CD68)
i limfocytbw B (CD20) w poréwnaniu z przewleklym kamiczym zapaleniem
narzadu; (2) U miodych pacjentow (do 25 r.z.) z przewleklym kamiczym
cholecystitis, wystepuje mniejsza ekspresja tryptazy (komoérki tuczne), biatka
S100A8 (neutrofile) oraz czgsteczki CD68 (monocyty/makrofagi), a wieksza
liczba eozynofilbw w naciekach zapalnych pecherzyka Zzoiciowego
w poroéwnaniu ze starszymi pacjentami (ok. 50 r.z.); (3) Sposrod trzech cytokin
prozapalnych (IL-1a, IL-6 i TNF-a), ekspresja TNF-a koreluje z wyktadnikami
ostrego zapalenia pecherzyka zétciowego, a wieksza ekspresja TNF-a w btonie
Sluzowej z przewleklym cholecystitis, sugeruje dodatkowg role tej limfokiny
w patogenezie kamicy zofciowej; (4) Komorkowa lokalizacja biatka S100B
(komorki dendrytyczne) w bilonie $luzowej pecherzyka zolciowego oraz
wykazanie ilosciowej przewagi ekspresji S100B u pacjentow z przewlektym
w poréwnaniu z ostrym cholecystitis jest nowoscig obecnych badan; (4) Stopien
nasilenia komoérkowej ekspresji biatek S100A8 i/lub S1009 w btonie Sluzowej
moze by¢é nowym, przydatnym wskaznikiem aktywnosci zapalnej w kamiczym

zapaleniu pecherzyka zo6tciowego.
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SUMMARY
Immunocytochemical expression of selected proteins in S100 family and
proinflammatory cytokines in calculous cholecystiti S

Several hypotheses have been formulated pertaining involvement of
inflammatory reaction in pathogenesis of cholelithiasis. Foundations of this
study stem from the observation of increased serum proinflammatory cytokine
(IL-1a, IL-6 and TNF-a) levels in patients with calculous cholecystitis and a
poorly recognised role of local expression involving the proteins in pathogenesis
of the disease. Moreover, respective involvement of family S100 proteins has
not been examined, even if the proteins are produced by phagocytes in patients
with calculous cholecystitis. Therefore, the study aimed at (1) histopathological
evaluation of the morphological changes with estimation of grading of
inflammation in gallbladder in patients with acute and chronic calculous
cholecystitits; (2) immunocytochemical analysis of cellular expression involving
classical proinflammatory cytokines (IL-1a, TNF-a, IL-6) and proteins of S100
family (S100B, S100A8 and S100A9) in gallbladder mucosa of patients with
acute and chronic calculous cholecystitits; (3) immunocytochemical evaluation
of phenotype in cells of inflammatory infiltrate in gallbladder in calculous
cholecystitis and (4) comparative analysis and of correlation between tissue
expression of proinflammatory cytokines and family of S100 proteins on one
hand and histopathological data and selected clinical data on the other in both
groups of patients, including the group of the youngest patients (below 25th

year of age) with symptomatic cholelithiasis.

The studies were conducted on archival paraffin blocks with tissue material
(gallbladders) obtained from 16 patients with acute calculous cholecystitits
(ACC) and 55 patients with chronic inflammation of gallbladder (CCC). Within
CCC group two subgroups were distinguished, including patients up to 25th
year of life (n=35) and patients around 50th year of age (n=20), respectively.
The control material involved inflamed fragments of gingivae and reactive lymph
nodes. The tissues were fixed in 4% buffered formalin for 24 hours and

embedded in paraffin. Serial sections of around 5 um in thickness were stained
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with hematoxylin and eosin and subjected to histological evaluation (descriptive
and semiquantitative one). In the semiquantitative evaluation number of
eosinophils in inflammatory infiltrates in gallbladder walls was also appraised.
Detection of tissue expression of the proteins took advantage of the classical
immunocytochemical technique of (strept)avidine-biotinylated peroxidase (ABC)
and the following mono- or polyclonal antibodies, specific for CD68, tryptase,
CD3, CD8, CD4, CD20, IL-1q, IL-6, TNF-a, S100 (S100B), S100A8 or S100A9.
Product of immunocytochemical reaction in gallbladder preparations was
archivized in microscope images using LUCIA Image 5.0 software and
guantitatively evaluated using spatial visualization technique. The final result
was presented as % positive reaction for the marker per field of gallbladder
mucosa. Phenotypic markers of lymphocytes were evaluated in the entire wall
of gallbladder. Statistical analysis was conducted using Statistica PL v. 9

software and respective tests. Differences assumed to be significant at p<0.05.

The most pronounced inflammatory activity (grading: G1, G2, G1+G2) was
detected of ACC group, who manifested also the highest values of WBC. Also
the number of eosinophils in inflammatory infiltrates was higher in ACC group,
as compared to CCC group, but the number of eosinophils correlated with
grading (G2) only in CCC group. In patients with CCC a significantly higher
number of the cells was demonstrated in young patients (up to 25 years of age)
as compared to 50 year-old patients. As compared to CCC group, a
quantitatively higher expression of CD68 molecule (monocytes/macrophages)
was demonstrated in gallbladders of patients in ACC group. In patients with
chronic cholecystitis, the older patients manifested a more pronounced
guantitative prevalence of macrophages (CD68+) as compared to younger
patients (up to 25th year of age). Similarly in the older patients of CCC group
more tryptase-positive mast cells were demonstrated in mucosa as compared to
younger patients. In the entire CCC group prevalence of tryptase-positive
mastocytes was demonstrated over CD68-positive macrophages while
quantitatively estimated expression of tryptase was similar in ACC and CCC
groups. Expression of S100B protein (dendritic cells) was more pronounced in
CCC than in ACC group. Expression of lymphocytes T and B markers in the

wall of inflamed gallbladder in the examined groups of patients varied both in
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respect to detectability and intensity of expression involving phenotypic
molecules of the cells. In ACC group lymphocytes B (CD20+) prevailed over
lymphocytes T while lymphocytes T (CD8+) prevailed in CCC. In this study we
have for the first time demonstrated localization of S100B expression (dendritic
cells) and evaluated it quantitatively in calculous cholecystitis. Expression of the
protein was significantly more pronounced in CCC group as compared to its
expression in mucosa in patients with acute cholecystitis. The pioneering
studies on proteins S100A8 and S100A9 in gallbladders permit to assume that
the two proteins represent good indices of inflammation activity in calculous
cholecystitis. Positive correlation with intensity of inflammation has been
demonstrated for both calgranulins and this has been so in either group of

patients.

The study was summed up in the following conclusions: (1) In acute
cholecystitis higher expression of neutrophil markers (S100A8+ and S100A9+),
monocyte/macrophage marker (CD68+) and lymphocyte B marker (CD20+) are
noted as compared to the chronic cholecystitis; (2) In young patients (up to 25
years of age) with chronic calculous cholecystitis lower expression of tryptase
(mast cells), of protein S100A8 (neutrophils) and CD68 molecule
(monocytes/macrophages) are noted and higher numbers of eosinophils are
encountered in gallbladder inflammatory infiltrates than in older patients (around
50 years of age) with the disease; (3) Among the three proinflammatory
cytokines (IL-1q, IL-6 and TNF-a), expression of TNF-a manifested a correlation
with exponents of acute cholecystitis while the more pronounced mucosal
expression of TNF-a in chronic cholecystitis suggested an additional role of the
lymphokine in pathogenesis of cholelithiasis; (4) Cellular localization of S100B
protein (dendritic cells) in gallbladder mucosa and demonstration of quantitative
prevalence of S100B expression in patients with chronic as compared to
patients with acute cholecystitis represents a new finding of this study; (5) The
degree of cellular expression manifested by S100A8 and/or S1009 proteins in
mucosa may represent a new, useful index of inflammatory activity in calculous

cholecystitis.
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