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INDEKS SKROTOW
1. INDEKS SKROTOW

ABC (Avidin-Biotin Complex) — kompleks awidyna-biotyna

ACTH (Adrenocorticotropic hormone) — hormon adrenokortykotropowy

Arx (aristaless related homeobox) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komoérki endokrynne
trzustki

BSA (Bovine Serum Albumine) — surowica bydleca

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) — algorytm stuzacy do porownywania
sekwencji aminokwasowych

BMI (body mass index) — wskaznik masy ciata

CRL (Crown-Rump Length) — odleglos¢ ciemieniowo-siedzeniowa

DAB (3,3'-Diaminobenzidine) — chromogen uzywany w IHC

DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol) — barwnik fluorescencyjny wizualizujacy DNA

DMSO (Dimethyl sulfoxide) — dimetylosulfotlenek

DEPC (Diethylpyrocarbonate) — pirowgglan dietylu

FBS (Fetal Bovine Serum) — ptodowa surowica bydlgca

FITC (fluorescein isothiocyanate) — izotiocyjanian fluoresceiny

GH (growth hormone) — hormon wzrostu

GHREL - ghrelina

GHREL-ip — komérki immunopozytywne dla ghreliny

GHRH (growth hormone releasing hormone) — somatoliberyna

GHS (growth hormone secretagogues) — zwiazki uwalniajace hormon wzrostu

GHS-R (growth hormone secretagogue receptor) — receptor dla zwiazkéw uwalniajacych

hormon wzrostu

GHS-R1a (growth hormone secretagogue receptor 1a) — receptor ghreliny, podtyp 1a

GLUK-ip — komorki immunopozytywne dla glukagonu

HBSS (Hank's Balanced Salt Solution) — bufor stosowany w hodowlach komoérkowych

Hesl1 (hairy and enhancer of split-1) — czynnik transkrypcyjny biatek ktoére hamuja

transkrypcje

HRP (HorseRadish Peroxidase) - peroksydaza chrzanowa

IgG - immunoglobuliny

IHC (immunohistochemistry) — immunohistochemia

IMF (immunofluorescence) — immunofluorescencja

INS-ip — komorki immunopozytywne dla insuliny


http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescein_isothiocyanate

INDEKS SKROTOW

Ipfl (insulin promoter factor 1) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komorki endokrynne
trzustki

Isl1 (Insulin gene enhancer protein) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komorki
endokrynne trzustki

Komorki a — komorki alfa, syntetyzujace glukagon

Komorki g — komorki beta, syntetyzujace insuling

Komorki 6 — komorki delta, syntetyzujace somatostatyng

Komorki € — komorki epsilon, syntetyzujace ghreling

Komorki PP — komorki syntetyzujace polipeptyd trzustkowy

MafA (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A) — czynnik
transkrypcyjny definiujacy komoérki endokrynne trzustki

MafB (V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog A) — czynnik
transkrypcyjny definiujacy komoérki endokrynne trzustki

MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid) — bufor analogiczny do buforu MES

Neurodl (Neurogenic differentiation 1) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komorki
endokrynne trzustki

NGS (Normal Goat Serum) — surowica kozia

Ngn3 (Neurogenin-3) — czynnik transkrypcyjny endokrynnych komérek progenitorowych

Nkx2-2 (NK2 homeobox 2) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komoérki endokrynne
trzustki

Nkx6-1 (NK6 homeobox 1) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komorki endokrynne
trzustki

PBS (Phosphate buffered saline) — roztwor soli fizjologicznej

PCR (Polymerase Chain Reaction) — reakcja tancuchowa polimerazy

Pax4 (Paired box protein 4) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komorki endokrynne
trzustki

Pax6 (Paired box protein 6) — czynnik transkrypcyjny definiujacy komorki endokrynne
trzustki

Pdx1 (Pancreatic and duodenal homeobox 1) — czynnik transkrypcyjny specyficzny dla
trzustki i komorek 3

PP — polipeptyd trzustkowy

ppGHREL — gen preproghreliny

PP-ip — komorki immunopozytywne dla polipeptydu trzustkowego

Ptfla/p48 (Pancreas transcription factor 1 subunit alpha) — czynnik transkrypcyjny
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specyficzny dla trzustki
pz — pary zasad
RPMI (Roswell Park Memorial Institute medium) — medium do hodowli komorek
SS-ip — komérki immunopozytywne dla somatostatyny
SST — somatostatyna
SYP-ip — komorki immunopozytywne dla synaptofizyny
SYP — synaptofizyna
TRITC (tetramethyl rhodamine) — izotiocyjanian tetrametylorodaminy

TMA (tissue microarray) — macierz tkankowa


http://www.google.nl/url?sa=t&rct=j&q=rpmi&source=web&cd=2&cad=rja&ved=0CE0QFjAB&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FRoswell_Park_Memorial_Institute_medium&ei=hDVtUdrkL-LC0QWFm4CoAg&usg=AFQjCNEbP9E8iXjwAgSDcotXuDsY3DJ0IA&bvm=bv.45175338,d.d2k

WSTEP

2. WSTEP

Poznanie mechanizméw rozwojowych trzustki cztowieka jest ogromnym wyzwaniem dla
naukowcow. W szczegolnosci zrozumienie procesOw réznicowania si¢ komorek endokrynnych
znajduje si¢ aktualniec w obrebie bardzo intensywnych badan, gtownie ze wzgledu na wzrastajaca
liczbg zachorowan na choroby z grupy niewydolnosci metabolicznych, z ktorych cukrzyca stanowi
najpowazniejsze zagrozenie dla zycia, tak ze wzgledu na czgstos¢ wystgpowania, jak i przebieg
choroby, oraz komplikacje zwiazane z jej rozwojem. Przyszto$¢ leczenia chorych na cukrzyce
zalezy migdzy innymi od postepu, jaki dokona si¢ w rozwoju alternatywnych zrédet pozyskiwania
komérek beta i/lub wysp trzustkowych, oraz strategii ich transplantacji. Réwniez, agresywnie
rozwijajace si¢ nowotwory trzustki koncentruja uwage naukowcoOw wokot biologii wysp
Langerhansa trzustki oraz czynnikOw transkrypcyjnych istotnych w roznicowaniu si¢ komorek
wysp. Kluczowym hormonem odgrywajacym zasadnicza role¢ w metabolizmie weglowodandw jest
insulina, ktdrej synteza i wydzielanie zachodzi jedynie w komdrkach B endokrynnej czesci trzustki.
Poza doktadnie poznanymi czterema gldownymi typami komoérek sktadajacych si¢ na wyspe
Langerhansa trzustki (komorki insulinowe, glukagonowe, somatostatynowe oraz wydzielajace
polipeptyd trzustkowy) — niedawno opisany zostal piaty typ komorek - komorki & wydzielajace
ghreling (GHREL).

Prezentowana praca jest w gtownej mierze analiza histologiczna unikatowego materiatu tkanek
plodowych cztowieka i opisem dynamicznych zmian zachodzacych podczas rozwoju trzustki, ze
szczegblnym uwzglednieniem zmiennej liczby komorek GHREL-ip, ich profilu transkrypcyjnego

oraz relacji iloSciowych w stosunku do pozostatych komorek wysp Langerhansa trzustki.

2.1. Trzustka — narzad o wydzielaniu endokrynowym i egzokrynowym

Trzustka jest organem podwdjnego wydzielania. W gruczole zewnatrzwydzielniczym
znajduje si¢ rozproszony gruczol wewnatrzwydzielniczy (Ostrowski 1995, str. 674). Czgs¢
egzokrynna o strukturze pecherzykowej, stanowi gldwna masg trzustki, w ktorej produkowane sa
enzymy trawienne uwalniane przewodami trzustkowymi do dwunastnicy. Czg$¢ endokrynna,
stanowiaca niecate 3% o0gdlnej masy trzustki, ma gtownie forme zgrupowan komoérek o okreslone;j
strukturze i funkcji (Ostrowski 1995, str. 674). Zgrupowania te nazwane sa wyspami Langerhansa

trzustki.
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2.1.1. Anatomia trzustki czlowieka

Dojrzata trzustke tworza glownie komorki egzokrynne. Zaledwie 2 — 3% to komorki
endokrynne, ktore zebrane sa w skupiska komoérek o okreslonej strukturze. Komorki endokrynne w
dorostym organie opisane zostaly po raz pierwszy przez Paula Langerhansa (1869 rok) i nazwane
zostaty wyspami Langerhansa trzustki. Ponadto komdrki endokrynne wystepuja rowniez w formie
pojedynczych komorek, rozrzuconych przypadkowo w egzokrynnej czesci trzustki (Lucini i wsp.,
1988). W pelni wyksztalcony organ sktada si¢ z trzech czesci: glowy (caput pancreatis), trzonu
(corpus pancreatis) i ogona (cauda pancreatis) (Ryc.1). Pomiedzy gltowa a trzonem trzustki
znajduje sig cie$n — niewielkie, ale widoczne przewezenie trzustki. Anatomiczna lokalizacja trzustki
podyktowana jest bezposrednio jej istotnym wptywem na procesy trawienne. Glowa trzustki objgta
jest petla dwunastnicy, ogon opiera si¢ o $ledziong, a cala trzustka przylega do przedniej $ciany
zotadka (Ostrowski 1995, str. 674) (Ryc.1).

Trzustka lezy pozaotrzewnowo, cho¢ na przedniej i dolnej powierzchni okryta jest otrzewna.
Ma budowg zrazikowa, z niewielka ilo$cia luznej tkanki tacznej wiasciwej, pomigdzy zrazikami.
Zardéwno na powierzchni, jak 1 w miazszu trzustki wystgpuja liczne skupienia tkanki ttuszczowej

(Ostrowski 1995, str. 674).

Pecherzyk zotciowy /

a

Przewod zotciowy wspolny

Trzustka

Odzwiernik ’
‘r.-

Przewod trzustkowy dodatkowy

Dwunastnica .

Ryc.1 Anatomia trzustki (zrodto: Bardeesy i wsp., 2002).

Trzustke penetruja dwa przewody, ktorych zadaniem jest odprowadzenie soku trzustkowego
do dwunastnicy. Pierwszy z nich, ductus pancreaticus, zwany jest roéwniez przewodem

trzustkowym gtownym (Wirsiinga), (Ryc.1). Uchodzi on na brodawce dwunastnicze] wigkszej
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(brodawka Vatera), najczesciej taczac si¢ tam z drogami zoétciowymi w przewod zotciowy wspolny.
Drugi przewod trzustkowy — dodatkowy (ductus pancreaticus accessorius) zwany przewodem
trzustkowym Santoriniego (Ryc.1). Oba uchodza najczesciej obok siebie w obrgbie wspomnianej
wczesniej brodawki dwunastnicy (Ostrowski 1995, str. 674). Trzustk¢ unaczynniaja trzy tetnice
sredniego kalibru. Sa to: tetnica §ledzionowa pochodzaca od pnia trzewnego oraz dwa typy tetnicy
trzustkowo-dwunastniczej (gérna i dolna). Unerwienie przywspoétczulne pochodzi od nerwu

btednego, natomiast wspoétczulne ze splotu wspdtczulnego.

2.1.2. Zarys budowy histologicznej trzustki

Histologicznie, w obrgbie trzustki wyr6zni¢ mozna dwa elementy o charakterze: zewnatrz- i
wewnatrzwydzielniczym. Czg$¢ zewnatrzwydzielnicza tworza komorki pecherzykowe zebrane w
pecherzyki i zraziki trzustki, produkujace enzymy trawienne. Czg$¢ wewnatrzwydzielnicza tworza
wyspy Langerhansa trzustki. Szacuje si¢ ze w dorostym organie znajduje si¢ okoto 1-2 miliondw
wysp Langerhansa, przy czym na poszczegolna wyspeg przypada okoto 1-3 tysiecy komorek (Bilous
i Donnelly 2010, str. 22).

Endokrynna czes$¢ trzustki, zebrana w drobne skupienia komérek dokrewnych, syntetyzuje i
uwalnia cztery gltowne typy hormondéw: glukagon, insuling, somatostatyn¢ oraz polipeptyd
trzustkowy, ktorych gtéwna rola jest utrzymanie odpowiedniego poziomu krazacej we krwi glukozy
(Guyton i Hall 2005, str. 961). Hormony te wydzielane sa przez cztery gldwne rodzaje komorek,
odpowiednio: o, B, & i PP (Edlund, 2001; Brissova i wsp., 2005; Cabrera i wsp., 2006). Hormon
GHREL, wydzielany jest przez nowy typ komorek, komorki € (Wierup i wsp., 2002; Prado i wsp.
2004), (Ryc.2). Stanowia one piaty typ komorek, cho¢ fakt ten byt do niedawna kwestia
kontrowersyjna, jako ze ekspresj¢ GHREL opisywano rowniez tak w komoérkach o (Date i wsp.,
2002), jak i B trzustki (Volante i wsp., 2002a).

Komérki B wydzielajace insuling, wystepuja w wyspie w najwiekszych ilosciach. U gryzoni
Zebrane sa gtdéwnie w Srodkowej czeSci wyspy i stanowia okoto 60% wszystkich jej komdrek.
Komorki o wydzielajace glukagon, zlokalizowane sa na obwodzie wyspy i stanowia do 25%
komorek wyspy. Komorki & wydzielajace somatostatyne znajduja si¢ rowniez na obrzezu wyspy |
wystepuja rzadziej niz poprzednie typy, stanowiac okoto 10% komorek (Guyton i Hall 2005, str.
961). Czwarty typ komorek stanowia komorki PP (0,2-2%) wydzielajace polipeptyd trzustkowy
(Ostrowski 1995, str. 677). Piaty typ komorek, komoérki wydzielajace GHREL, wystepuja
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najczesciej na obrzezu wysp, stanowiac najmniej liczna grupe komorek endokrynnych w peini

wyksztalconym organie trzustki (Wierup i wsp., 2002).

i - > -
= - f ——— Komorki egzokrynne
4 U
A -6
x % &
Przewody trzustkowe £ ¢ @ Kapilary

Komorki alfa

Komorki beta

Kierunek przeptywu enzymoéw AL * ¥ Komérki delta

trawiennych do dwunastnicy A v ;
Wyspa Langerhansa Komérki epsilon

komorki endokrynne

Ryc.2 Budowa histologiczna trzustki (zrodto: Encyclopedia Britannica www.britannica.com [data
dostepu 09.01.2013]).

2.1.3. Ewolucja trzustki

W 1980 roku, morfologiczne oraz immunohistochemiczne badania poréwnawcze
umozliwity bardzo szczegdtowa rekonstrukcje ewolucji trzustki (Falkmer 1985, str. 17-52),
(Falkmer, 1993; Slack, 1995). Trzustka, jako organ podwojnego wydzielania (egzo- i
endokrynnego), specyficzna jest dla kregowcow. U owadow, jedynym Zzroédtem hormondw
regulujacych metabolizm sg komorki neurosekrecyjne mézgu (El-Salhy i wsp., 1983), podczas gdy
bezkregowce posiadaja juz przewodd pokarmowy usiany roznymi rodzajami komorek egzo- i
endokrynnych. Komorki endokrynne sg rozsiane i nie tworza zgrupowan funkcjonalnych (Ryc.3.A),
(Reinecke, 1981). Kregowce, czyli ptazy, gady, ptaki oraz ssaki charakteryzuje zblizona anatomia
trzustki (Wessells i Cohen, 1967; Pictet i wsp., 1972; Slack, 1995; Maake i wsp., 1998; Kelly i
Melton, 2000; Afelik i wsp., 2004).
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Ryc.3 Ewolucja wysp trzustkowych (zrodto: Falkmer, 1985). (A) U lancetnika (przedstrunowiec),
cztery typy komorek endokrynnych rozrzuconych jest w btonie sluzowej przewodu pokarmowego.
Nie tworza one zgrupowan. (B) U sluzic atlantyckich (bezzuchwowce) komorki produkujace
insuling (99%) oraz somatostatyng (1%) wyrastaja w postaci zgrupowan komorek ze $cian
przewodu zotciowego, tworzaC po raz pierwszy w ewolucji struktury przypominajace wyspy. W
btonie sluzowej przewodu pokarmowego brak jest komorek produkujacych insuling, podczas gdy
znajduja si¢ tam komodrki produkujace somatostatyng, glukagon oraz polipeptyd trzustkowy.
Komorki produkujace dwa ostatnie hormony znajduja si¢ wylacznie w §luzowce przewodu
pokarmowego. (C) U rekinbw oraz ptaszczek (ryby chrzestnoszkieletowe) pojawiaja sie
zgrupowania komoérek endokrynnych wydzielajace cztery gtdowne hormony: insuling, glukagon,
somatostatyne oraz polipeptyd trzustkowy. Wszystkie komorki, poza tymi wydzielajacymi insuling
mozna réwniez znalez¢ w blonie §luzowej przewodu pokarmowego. Cze$¢ egzokrynna trzustki

tworzy si¢ poprzez rozgalgzianie si¢ 1 sktadanie przewodow trzustkowych.

Gatunki ryb réznia si¢ znacznie tak pod wzglgdem zlozonosci jak i ilosci struktur
trzustkowych, co odzwierciedla poszczegdlne szczeble ewolucji (Ostberg i wsp., 1975, 1976;
Youson i Al-Mahrouki, 1999; Field i wsp., 2003; Yee i wsp., 2005). Bardzo prymitywna trzustka
obecna jest u §luzic atlantyckich (Myxine glutinosa); sktada si¢ ona ze zbiorowisk komorek Scisle
zwiazanych z przewodem zoélciowym i1 w wigkszosci (blisko 99%) sktadajacych si¢ z komorek

produkujacych insuling. Komorki te nie wystgpuja juz w btonie sluzowej przewodu pokarmowego
14
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(Ryc.3.1B). Ten prosty organ endokrynny nie posiada funkcji egzokrynnej. Prymitywna czesé¢
egzokrynna trzustki pojawia si¢ u zrostoglowych ryb chrzg¢stnoszkieletowych. Przewod trzustkowy
konczy si¢ bezposrednio w $wietle przewodu pokarmowego i potaczony jest ze struktura granularna
ztozona z trzech réznych rodzajow komoérek endokrynnych produkujacych: insuling, STT oraz
glukagon (Yui i Fujita, 1986). Podstawowa organizacja funkcjonalna trzustki u wyzszych
krggowcow najlepiej widoczna jest na przyktadzie chrzgstnoszkieletowych ryb spodoustych, takich
jak rekiny i ptaszczki. Trzustka taka zawiera czgs¢ endokrynna sktadajaca si¢ z czterech gldéwnych
rodzajow komorek, jak i cze$¢ egzokrynna, wyodrebniajaca si¢ z przewodow trzustkowych
(Ryc.3.1C) (El-Salhy, 1984). U ryb kostnoszkieletowych cztery rodzaje komorek endokrynnych
sktadaja si¢ na wyspe, tworzac ciatlo Brockmanna (wyspa prymitywna). Ewolucja komaérek epsilon
produkujacych ghreling pozostaje jednak nadal nieznana.

2.1.4. Hormony trzustki

2.1.4.1. Insulina

Jedynym miejscem wydzielania insuliny w organizmie ludzkim sa komoérki B trzustki
(Ostrowski 1995, str. 674). Ten kluczowy hormon anaboliczny obniza st¢zenie glukozy we krwi —
magazynujac ja w postaci glikogenu, glownie w komorkach watroby 1 komoérkach mig§ni. Wptywa
istotnie nie tylko na metabolizm we¢glowodanow, lecz takze biatek oraz thuszczow. Insulina byta po
raz pierwszy wyizolowana z trzustki przez Bantinga i Besta w 1921 roku (Murray, 1969). Odkrycie
insuliny umozliwito skuteczne leczenie cukrzycy, a Bantingowi przyniosto 2 lata p6zniej Nagrode
Nobla w dziedzinie medycyny (ktora podzielit si¢ ze swym mlodszym kolega, Bestem, niestusznie
pomini¢tym przez komitet przyznajacy nagrodg) (Guyton 2005, str. 961). Juz w niespetna dwa lata
po odkryciu i opisaniu insuliny, dokonano pierwszej przemystowej produkcji tego hormonu.

Niedobor insuliny prowadzi do wystapienia zaburzen gospodarki weglowodanowej, przede
wszystkim cukrzycy. Stad ogromne zainteresowanie biologia tak samych komorek B, jak i cata
wyspa Langerhansa trzustki oraz wzajemnymi relacjami endokrynowymi odpowiedzialnymi za
modulowanie sekrecji insuliny. Wiele uwagi po$wigca si¢ rowniez alternatywnym zrodtom
pozyskiwania komorek produkujacych jak i wydzielajacych insuling. Poza dobrze rozpoznanym i
opisanym w literaturze, antagonistycznym wplywem glukagonu oraz somatostatyny na uwalnianie

hormonu komorek B, rowniez GHREL odgrywa istotna role w tych procesach. W stezeniowo
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zaleznych dawkach hamuje (Peng i wsp., 2012), lub tez stymuluje sekrecje insuliny (Lee i wsp.,
2002).

2.1.4.2 Glukagon

Glukagon dziala antagonistycznie w stosunku do insuliny. Powoduje rozktad glikogenu w
watrobie, zwigkszajac tym samym stezenie glukozy we krwi (Ostrowski 1995, str. 674). Sygnatem
do produkcji glukagonu jest spadajace, ponizej warto$Ci granicznej, stezenie krazacej we Krwi
glukozy. Uwolniony w konsekwencji tego glukagon, poza przemiana glikogenu w glukozg
stymuluje roéwniez sekrecje insuliny. Wzrastajace poziomy insuliny oraz STT hamuja syntez¢ oraz
sekrecje glukagonu. Glukagon opisano po raz pierwszy w 1923 roku (Kimball i Murlin, 1923).
Kimball i Murlin badali nowy hormon o wtasciwo$ciach hiperglikemicznych juz od 1920 roku. Za
syntezg i sekrecj¢ glukagonu w endokrynnej czgsci trzustki odpowiedzialne sa komorki a, ktore u

gryzoni zlokalizowane sa na obrzezu wysp.

2.1.4.3. Somatostatyna i polipeptyd trzustkowy

SST wydzielana jest tak przez komorki 6 wysp Langerhansa, jak i przez komorki przewodu
pokarmowego oraz ukladu nerwowego. Jej gldéwnym zadaniem jest hamowanie wydzielania
somatotropiny przez przysadke, oraz pepsyny i kwasu solnego przez zotadek. Dziata rowniez
hamujaco na sekrecje insuliny 1 glukagonu w wyspach trzustkowych (Ostrowski 1995, str. 674).
Piaty podtyp receptora SST obecny jest w btonie komorkowej komorek B. SST wiazac si¢ ze swoim
receptorem na powierzchni komorek insulinowych, hamuje sekrecje insuliny u gryzoni (Tzotsaz i
wsp., 2008). Réwniez GHREL hamuje sekrecje SST z wysp trzustkowych myszy i szczura (Qader i
wsp., 2008).

PP oddziatuje antagonistycznie w stosunku do SST na wydzielanie kwasu solnego przez
zotadek. SST hamuje réwniez sekrecje PP. Uwalnianie PP nasila si¢ po przyjeciu positku. PP
zmniejsza wydzielanie trzustkowe, hamuje kurczliwos¢ pecherzyka zotciowego 1 pobudza
wydzielanie zotadkowe, a takze opdznia oprdéznianie zotadka. Wpltywa takze na produkcje
glikogenu przez watrobg 1 odgrywa rolg¢ w regulacji motoryki jelit. Przez pobudzenie uktadu

wspotczulnego, zwigksza wydatek energetyczny. PP syntetyzowany i wydzielany jest przez
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komorki PP wysp Langerhansa. Zlokalizowane sa one glownie na obrzezu wyspy i rozsiane sa

luzno w jej obszarze (Qader i wsp., 2008).

2.1.4.4. Ghrelina

GHREL to nowoodkryty hormon, ktérego dziatanie polega przede wszystkim na stymulacji
wydzielania hormonu wzrostu oraz zwigkszaniu taknienia. GHREL syntetyzowana jest gtdwnie
przez komorki btony Sluzowej zotadka (Sakata i wsp., 2002), oraz w komoérkach endokrynnej czeSci
trzustki (Date i wsp., 2002; Volante i wsp., 2002; Wierup i wsp., 2002). Stwierdzono réwniez, ze
GHREL w niewielkich ilosciach jest wytwarzana miejscowo w jadrze tukowatym podwzgorza
(Korbonits i wsp., 1999). Szczegétowy opis historii odkrycia jak i jej funkcji biologicznych

przedstawiony zostal w kolejnym rozdziale tejze pracy.

2.2. Morfogeneza trzustki

Morfogeneza i wzrost endokrynnej czeéci trzustki nie byly jak dotad szczegdlowo
przesledzone i opisane u cztowieka, pomimo istotnego znaczenia tak ze wzgledu na zrozumienie
mechanizmow rozwojowych samego organu, jak i patogenezy wielu chorob, miedzy innymi
cukrzycy. Najlepiej poznany jest proces roznicowania si¢ komoérek endokrynnych u zarodkow
myszy, cho¢ i tak jest on nadal bardzo schematyczny i uproszczony (Bielanska-Osuchowska 2004,
str.310). Badania na bubalus bubalis (buffalo) wykazaty, ze udzial czgsci endokrynnej trzustki
zmienia si¢ wraz z rozwojem ptodowym osobnika, wykazujac niewielkie tendencje wzrostowe,
natomiast zdecydowanie wigkszy wzrost procentowego udzialu w masie trzustki obserwuje si¢ dla
komponentu egzokrynnego (Lucini i wsp., 1988) w konsekwencji czego dorosta trzustke tworzy
okoto 97% komorek egzokrynnych i zaledwie 2-3% komorek endokrynnych. Komérki endokrynne
w dorostym organie opisane zostaty po raz pierwszy przez Paula Langerhansa (1869 rok) i nazwane
zostaly wyspami Langerhansa trzustki.

Juz w okresie rozwoju embrionalnego cztowieka, z nabtonka endodermalnego dwunastnicy
wyodrgbnia si¢ czgs¢ zewnatrzwydzielnicza trzustki. Nabtonek ten wytwarza trzy zawiazki:
zawiazek grzbietowy, oraz zawiazek brzuszny prawy i lewy (Pictet i wsp., 1972). Lewy zawiazek
brzuszny zanika, a pozostate na skutek zwrotéw dwunastnicy majacych miejsce podczas rozwoju

jelit, zrastaja si¢ ze soba. Dalej, w trakcie rozwoju, oba zawiazki wydluzaja si¢ w dwa przewody,
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rozgal¢ziajac si¢ z czasem w liczne boczne odgatgzienia, ktore w dorostym organie stanowia uktad
przewodéw wyprowadzajacych trzustki. Na koncach rozgalezien przewodow wyprowadzajacych
formuja si¢ pgcherzyki wydzielnicze czgéci egzokrynnej trzustki (Ostrowski 1995, str. 676).
Pochodzenie komorek endokrynnych wysp trzustkowych nie zostalo jak na razie ostatecznie
dowiedzione. Sugeruje si¢, ze wyspy powstaja z nabtonka endodermalnego. Zgodnie z ta teoria, z
drobnych przewodoéw trzustkowych juz w trzecim miesiacu rozwoju, wyrastaja pasma nabtonkowe
w ktorych centrum nie pojawia si¢ $wiatlo — tworzac wyspy Langerhansa trzustki (Ostrowski 1995,
str. 677). Najwcze$niej w rozwoju ludzkiej trzustki pojawiaja si¢ komorki GLUK-ip, nastepnie
komorki INS-ip (Stefan i wsp., 1983; Tornehave i wsp., 1993), SS-ip i PP-ip (Fuji, 1979). Komorki
zawierajace w swej cytoplazmie glukagon pojawiaja si¢ u myszy w grzbietowym paczku
trzustkowym bardzo wczesnie, bo okoto 9,5 dnia po zaptodnieniu (Bielanska-Ostuchowska 2004,
str. 310). Nastgpnie, podczas taczenia si¢ paczkéw brzusznych z paczkiem grzbietowym trzustki, w
$cianie pierwotnych przewodow wyprowadzajacych pojawiaja si¢ komorki polihormonalne
produkujace rownoczesnie glukagon i insuling (Pin i wsp., 2001). Profile ekspresji gendw podczas
rozwoju trzustki cztowieka opracowywane sa na podstawie porownan z profilami ekspresji genow

podczas rozwoju trzustki gryzoni.

2.2.1. Rola czynnikow transkrypcyjnych w morfogenezie trzustki

Caly szereg czynnikow transkrypcyjnych moze stuzy¢ do zidentyfikowania komorek
progenitorowych trzustki, na dtugo zanim ekspresja trzustkowych markerow réznicujacych moze
by¢ zaobserwowana (Edlund, 2002; Murtaugh i Melton, 2003; Jensen, 2004; Cerf i wsp., 2005;
Habener i wsp., 2005). Precyzyjna kombinacja czynnikow transkrypcyjnych wydaje si¢ by¢
niezbedna w procesie specyfikacji komorek trzustkowych, jako ze ekspresja niektérych z nich
zachodzi réwniez poza regionem trzustki. Szczegdlnie istotne sa: Pdx1 oraz Ptfla/p48. Utrata Pdx1
powoduje catkowita agenezj¢ trzustki (Ahlgren i wsp., 1996), podczas gdy nokaut czynnika
transkrypcyjnego Ptfla/p48 prowadzi do wybiorczej utraty czesci egzokrynnej trzustki (Krapp i
wsp., 1998). Podobnie, wyciszenie ekspresji Ptfla/p48 u embrionow zaby oraz Danio prggowatego
hamuje ekspresj¢ markerow czesci egzokrynnej trzustki (Lin i wsp., 2004; Zecchin i wsp., 2004).
Tak Pdx1 jak i Ptfla/p48 wykazuja koekspresje¢ w trzustkowych komorkach progenitorowych
(Kawaguchi i wsp., 2002); podczas gdy endodermalna ekspresja Ptfla/p48 wydaje si¢ by¢ ograniczona
do komorek trzustki, ekspresja Pdx1 obecna jest rowniez w komorkach zotadka i dwunastnicy (Guz

I wsp., 1995). Na poézniejszych etapach rozwoju, Pdx1 zyskuje wylaczna specyficznos¢ dla
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komorek B, podczas gdy Ptfla/p48 jest specyficzny dla komoérek czesci egzokrynnej trzustki (Krapp
I wsp., 1996). Za wyksztatcenie si¢ komorek endokrynnych odpowiedzialny jest kluczowy czynnik
transkrypcyjny Ngn3. Ekspresj¢ Ngn3 obserwuje si¢ w komoérkach pro-endokrynnych.
Roéznicowanie si¢ jak i dojrzewanie endokrynnych komorek progenitorowych w petni funkcjonalne
komorki endokrynne, jest wynikiem ekspresji grupy kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych
takich jak: Arx, Pax4, Ipfl, Nkx2-2, Nkx6-1, MafA, MafB, Neurodl, Pax6 oraz Isl1 (Edlund, 1998,
1999, 2002; Bonal i Herrera, 2008; Oliver-Krasinski i Stoffers, 2008).

2.2.2. Regeneracja trzustki

Trzustka cztowieka dorostego posiada ograniczona mozliwos¢ regeneracji. Przy czesciowej
pankreatektomii, struktury przypominajace wyspy réznicuja si¢ z nablonka przewodow
trzustkowych. Tak nowoformujace si¢ wyspy przechodza bardzo zblizona do embriogenezy
formacje w dojrzale wyspy. Sugeruje to obecno$¢ multipotentnych komorek prekursorowych w
trzustce cztowicka dorostego (Bonner-Weir i Sharma, 2002; Holland i wsp., 2004). Wynki ostatnich
badan sugeruja, ze to pierwotne komorki transkrybujace gen insuliny, moga stanowi¢ najwazniejsze
zrodto komorek B u dorostego cztowieka (Dor i wsp., 2004). Nie wyklucza to istnienia malej
populacji komérek pozytywnych dla insuliny, ktore stuza jako multipotentny prekursor komérek ,
posiadajacy znaczng zdolnos¢ proliferacyjna. Takie komorki prekursorowe wydaja si¢ by¢ obecne
tak w samych wyspach jak i w $cianach przewodow trzustkowych 1 moga by¢ zrodlem nie tylko
komorek endokrynnych ale i nerwowych, co w warunkach in vitro potwierdzit Seaberg i wsp., w
2004 roku (Seaberg i wsp., 2004). Nie jest to zastanawiajace, jako ze istnieje hipoteza iz komorki
endokrynne mogty pochodzi¢ i wyksztatci¢ si¢ z komorek neuroendokrynnych mozgu. Oba rodzaje
komorek posiadaja wspolna grupe czynnikow transkrypcyjnych, takich jak neurogenina oraz
Notch/Delta. Zgodnie z regeneracyjnymi procesami zachodzacymi w watrobie cztowieka dorostego
(Black i wsp., 2004), proliferacja zroéznicowanych komorek, oraz aktywacja rzadkich komdrek
prekursorowych multipotencjalnych moze definiowa¢ dwie alternatywne $ciezki regeneracji trzustki
cztowieka dorostego. Niestety, istnienie komodrek macierzystych trzustki nie zostato jak dotad

udowodnione.

19



WSTEP

2.2.3. Roznicowanie si¢ komorek trzustki z endodermy nietrzustkowej

W rozwoju embrionalnym, zawiazek brzuszny trzustki oraz watroba pochodza ze wspdlnej
populacji komorek prekursorowych. Ta bliska zalezno$¢ pomigdzy watrobowymi i trzustkowymi
komorkami progenitorowymi potwierdzona jest rowniez istnieniem przypadkow, w ktorych
stwierdzono obecno$¢ komorek o charakterze trzustkowym w watrobie. Uszkodzenie chemiczne
watroby, jak i nowotworzenie, byto skorelowane z transdyferencjacja dorostej watroby w trzustke
(Rao i wsp., 1986; Lee i wsp., 1989). Jednakze, w tych przypadkach nie obserwowano tworzenia si¢
pelnowartosciowych komorek B, ktore musza charakteryzowaé si¢ sekrecja produkowanego przez
nie hormonu, insuliny. Najnowsze wyniki doswiadczen majacych na celu transdyferencjacje
watroby w trzustke, wskazuja, ze kluczowa jest strategia ektopowej ekspresji czynnikow
transkrypcyjnych, istotnych w rozwoju trzustki. Dlatego tak wazne jest poznanie wszystkich tych
czynnikow, jak i zaleznosci pomigdzy nimi, podczas rozwoju trzustki cztowieka. Udowodniono, ze
mozliwa dzigki wprowadzeniu za pomoca adenowirusa, ekspresja genu Pdx1 w dorostej watrobie
zapoczatkowata u myszy ekspresje genow charakterystycznych tak dla egzo- jak i endokrynnej
czesci trzustki (Ferber i wsp., 2000; Ber i wsp., 2003; Kojima i wsp., 2003). Aktywna wersja Pdx1
(Pdz1-VP16), ktora nie jest zalezna od obecnosci innych kofaktoréw, jest wystarczajaca dla
transformacji watroby w trzustkg¢ ektopowa u transgenicznych embrionow Xenopus (Horb i wsp.,
2003). Obserwowano réznicowanie si¢ endodermalnych komorek Pdx1-pozytywnych poza
regionem trzustki w trzustk¢. Wymaga to ektopowej ekspresji drugiego istotnego czynnika
transkrypcyjnego, Ptfla/p48, ktory jest normalnie obecny w trzustkowych komorkach
prekursorowych. Rowniez utrata specyficznego czynnika transkrypcyjnego moze prowadzi¢ do
transdyferencjacji endodermy nietrzustkowej w trzustke. Wykazane to zostalo poprzez indukcje
ekspresji genow charakterystycznych dla trzustki w drogach zoétciowych, gdzie inaktywowano Hesl
embriondw myszy (Sumazaki i wsp., 2004). We wszystkich tych doswiadczeniach nalezy jeszcze
wykaza¢ pochodzenie oraz tozsamos$¢ komorek, ktore roznicuja si¢ w komorki trzustki. Mozliwym
jest, ze te endodermalne komorki prekursorowe o charakterze multipotentnym zlokalizowane sa w
roznych miejscach, tak poza, jak i w samej trzustce. Nie mozna jednak wykluczy¢ hipotezy, ze
komorki te powstaja na drodze dedyferencjacji z istniejacych juz, wyksztalconych komorek (Jensen
i wsp., 2005; Means i wsp., 2005).
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2.2.4. Roznicowanie si¢ komorek trzustki z embrionalnych, prekursorowych komorek

pluripotencjalnych (polihormonalne)

Bardzo atrakcyjna zdaje si¢ by¢ metoda tworzenia komorek trzustki, szczegolnie komorek f,
wytwarzajacych i uwalniajacych insuling, z komoérek embrionalnych lub z dorostych komorek
macierzystych. Takie podejscie mogloby tez stuzy¢ stworzeniu systemu in vitro w celach
zrozumienia procesOw roznicowania si¢ ludzkich komorek trzustki w procesie morfogenezy.
Dotychczas stworzono kilka protokotéw opisujacych wytworzenie in vitro komorek produkujacych
insuling z macierzystych komoérek embrionalnych myszy (Lumelsky i wsp., 2001; Hori i wsp.,
2002; Kahan i wsp., 2003). Wyniki uzyskane przez Lumelsky i wsp., w 2001 roku zostaty jednak
zakwestionowane (Rajagopal i wsp., 2003), tak wigc kryteria determinujace, na poziomie
molekularnym, funkcjonalna komoérke [ wytworzona w warunkach in vitro wymagaja
sprecyzowania. Szczeg6towa wiedza na poziomie molekularnym dotyczaca mechanizmow, ktore
determinuja tworzenie si¢ trzustki podczas rozwoju embrionalnego, powinny poméc w
zrekonstruowaniu  wilasciwej kombinacji proceséw regulacyjnych, obecnych w trakcie
embriogenezy. Potaczenie takiego podejscia z ektopowa ekspresja czynnikow transkrypcyjnych
Pax4 i Pdx1, istotnych w réznicowaniu si¢ komorek beta trzustki, okazaly si¢ owocne w tworzeniu
komorek o charakterze komoérek B z embrionalnych komérek macierzystych myszy (Blyszczuk i
wsp., 2003; Miyazaki i wsp., 2004). Dalszy postgp w tym kierunku moze, w konsekwencji,
umozliwi¢ zdefiniowanie systemu hodowli komorek in vitro, gdzie kontrolowane réznicowanie si¢
wybranych komorek trzustki bedzie mozliwe. Podsumowujac — wiedza uzyskana z modeli
réznicowania si¢ komorek u ryb, zab, ptakéw i myszy umozliwita zdefiniowanie wspdlnych,
kluczowych czynnikéw transkrypcyjnych istotnych w rozwoju multipotentnych komorek

prekursorowych trzustki, na wczesnych etapach embriogenezy.

2.3. Ghrelina - historia i funkcje biologiczne

2.3.1. Historia ghreliny

Historia samej GHREL jest krotka, sigga zaledwie roku 1999, w ktorym Masayasu Kojima
wraz z grupa naukowcow z Instytutu Narodowego w Suita, w Japonii, zidentyfikowal i opisat

GHREL jako ligand GHS-R, (Kojima i wsp., 1999). Po uzyskaniu droga syntetyczna w 1976 roku
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analogobw metylowanej enkefaliny (Bowers i wsp., 1981), Smith i wspotpracownicy sklonowali w
1996 roku receptor dla GHS, inny niz dla GHRH (Howard i wsp., 1996). Obecno$¢ GHS-R
potwierdzono w roznych tkankach, wyrozniajac podtypy: GHS-Rla, ktéry znajduje si¢ przede
wszystkim w przysadce, tarczycy, trzustce, $ledzionie i nadnerczach, a takze GHS-R1b, ktory
wystepuje w wigkszosci tkanek organizmu (Gananapavan i wsp., 2002). Nowy endogenny ligand
dziatajacy przez GHS-R po raz pierwszy opisano w 1999 roku (Kojima i wsp., 1999). Od tego
momentu rozpoczgto intensywne badania w kierunku poznania doktadnych funkcji biologicznych
GHREL, oraz biologii i1 fizjologii komorek syntetyzujacych i wydzielajacych tenze hormon. W
dorostym organizmie GHREL jest syntetyzowana gtéwnie w komoérkach X/A-podobnych zotadka
(Kojima i wsp., 1999; Sakata i wsp., 2002). Ekspresjc GHREL obserwowano réwniez w takich
tkankach jak: jelito cienkie, limfocyty, tozysko, ptuca, nerki, mézg i gonady (Gualillo i wsp., 2003;
Wei i wsp., 2005). Po raz pierwszy komorki GHREL-ip zostaly opisane jako piaty typ komorek
endokrynnej cze$ci trzustki w 2002 roku przez szwedzkiego naukowca Nilsa Wierupa. W §wietle
tych nowych odkry¢ — perspektywa zrozumienia ztozonych proceséw determinujacych na poziomie
transkrypcyjnym roznicowanie si¢ poszczeg6élnych typéw komorek endokrynnej czgsci trzustki w

rozwoju, stala si¢ jeszcze bardziej naglaca.

2.3.2. Funkcje biologiczne

Dziatanie GHREL polega przede wszystkim na stymulacji wydzielania GH, oraz
zwigkszaniu taknienia. W regulacji wydzielania GH uczestniczy takze wiele innych substancji
nazywanych GH-wydziclajace, ktore dzialaja poprzez swoisty receptor GHS. GHREL jest
endogennym ligandem receptora GHS (Kojima i wsp., 1999). Pelni ona w organizmie rdznorakie
funkcje. Poza podstawowa jej rola w regulacji procesow zapewniajacych zarowno krotko-, jak i
dhugoterminowa homeostaze energetyczna organizmu, wplywa rowniez w istotny sposob na wzrost
1 budowe narzadow wewnetrznych ludzi 1 zwierzat. Niektore nowotwory wywodzace sig¢ z
przewodu pokarmowego oraz komoérek endokrynnych trzustki wykazuja ekspresj¢ mRNA GHREL,
co moze wskazywa¢ na wzmozong syntezg tego hormonu w ich obrgbie, a przez to wptyw na
procesy nowotworzenia.

GHREL to hormon peptydowy ztozony z 28 reszt aminokwasowych, wérdod ktorych istotng
funkcje spetnia zmodyfikowana hydrofobowym zwiazkiem w pozycji trzeciej, seryna (Kojima i
wsp., 1999). GHREL powstaje w procesie potranslacyjnej obrébki ppGHREL. W dorostym

organizmie GHREL wytwarzana jest gtownie przez komorki wydzielnicze btony §luzowej zotadka
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(Sakata i wsp., 2002). Zoladkowe komorki X/A znajduja si¢ w gruczotach dna zoladka
wydzielajacych kwas solny (Muccioli i wsp., 2002) i stanowia dos$¢ istotna czg$¢ komorek
endokrynnych btony $luzowej narzadu, bo az 20% (Date i wsp., 2000). GHREL poza zotadkiem
obecna jest m.in. w przysadce mdzgowej, nerkach, ptucach i tozysku. Stwierdzono rowniez, ze
GHREL wytwarzana jest miejscowo, w niewielkich ilo$ciach, w jadrze tukowatym podwzgérza
(Korbonits i wsp., 1999), oraz w komodrkach endokrynnej czesci trzustki (Date i wsp., 2002;
Volante i wsp., 2002; Wierup i wsp., 2002). Obecnos¢ GHS-R1a wykazano w komoérkach wysp
Langerhansa (Gnanapavan i wsp., 2002). GHREL przyczynia si¢ w ten sposob do modulowania
sekrecji hormondw trzustki a w szczegdlnosci do spadku wydzielania insuliny prowadzac w
konsekwencji do hiperglikemii (Tong i wsp., 2010). Dziatanie to podkresla znaczaca rol¢ GHREL
w przemianach glukozy, jako hormonu scalajacego hormonalng i metaboliczng odpowiedz na
zmniejszone pobranie pokarmu poprzez stymulacj¢ wydzielania GH, potaczonego ze spadkiem
sekrecji insuliny oraz aktywacji mechanizméw dazacych do zachowania st¢zenia glukozy podczas
glodzenia. Do najwazniejszych bowiem funkcji GHREL u dorostych zwierzat (szczurdéw) nalezy
zwigkszenie apetytu, stymulacja sekrecji GH, oraz motoryki przewodu pokarmowego. U ludzi,
koncentracje GHREL wzrastaja przed positkami i spadaja 30 — 90 minut po positku (Cummings i
wsp., 2001; Cummings i wsp., 2002). Uczucie glodu jest réwniez efektem dzialania GHREL, co
nasuwa hipotez¢ 0 istotnej jej funkcji w inicjacji pobrania pokarmu (Cummings i wsp., 2004). U
dorostych, zewngtrzne podanie GHREL powoduje hiperglikemi¢ i obniza stgzenie glukozy w
surowicy (Broglio i wsp., 2001). Obnizenie poziomoéw krazacej GHREL obserwowano u nowo
zdiagnozowanych pacjentow z cukrzyca typu 1, zanim wymagali oni jeszcze podania egzogennej
insuliny. Efekt ten moze by¢ jednak efektem hiperglikemii (Soriano-Guillen i wsp., 2004a). Podane
przyktady podkreslaja bardzo bliska zalezno§¢ GHREL z metabolizmem glukozy tak u dorostych
jak i w zyciu ptodowym. Stezenie GHREL we krwi jest podwyzszone u pacjentow cierpiacych na
anoreksje (Misra i wsp., 2004) a obnizone u o0sob otytych (Soriano-Guillen i wsp., 2004b).
Wskaznik masy ciata BMI, jest skorelowany negatywnie ze st¢zeniem GHREL we krwi (Wathmore
i wsp., 2003; Bunt i wsp., 2003). Powrdt do normalnej wagi ciata u 0sob cierpiacych na anoreksje
jak i spadek masy ciata u osob otylych powoduja normalizacj¢ pozioméw GHREL we krwi
(Soriano-Guillen i wsp., 2004b).

Wptyw GHREL na przyrost masy ciala oraz sekrecj¢ ptodowego GH pozostaje niewiadomy.
GHREL mogtaby potencjalnie uczestniczy¢ w pozytywnym balansie energetycznym u ptodu.
Poziomy krazacej GHREL stale wzrastaja podczas 2 pierwszych lat zycia (Soriano-Guillen i wsp.,
2004a). Nastgpnie poziomy te spadaja w po6znym dziecinstwie i u osob dorostych (Whatmore i
wsp., 2003), bez wyraznych réznic zwiazanych z ptcig (Bunt i wsp., 2003). Badania in vitro

23



WSTEP

wykazaty pozytywny wptyw GHREL na proliferacje komorek B trzustki oraz ich przezywalnosé
(Granata i wsp., 2007). Poza wptywem na uwalnianie hormonu wzrostu, GHREL pobudza tez

wydzielanie ACTH, kortykosteronu i prolaktyny (Broglio i wsp., 2003).

2.4. Dystrybucja komorek ghrelino-immunopozytywnych

2.4.1. Komorki ghrelino-immunopozytywne w rozwoju ptodowym

W 20. tygodniu rozwoju ptodowego zidentyfikowano w probkach krwi pepowinowe;j
stezenia GHREL podobne do stezen w krwi osob dorostych (Cortelazzi i wsp., 2003). Jednoznaczne
zrodto ptodowej GHREL nie jest do konca znane. Dowiedziono, ze komorki GHREL-ip obecne sa
w tarczycy ptodéw. Co ciekawe, nie ma ich w pelni wyksztalconym organie u oséb dorostych
(Volante i wsp., 2003). Komorki wydzielajace GHREL zidentyfikowano rowniez w btonie sluzowej
zotadka, $cianach jelita, ptucach oraz trzustce ptodu ludzkiego (Volante i wsp., 2002; Wierup i
wsp., 2002). Istotna jest jednak obserwacja, ze komorek GHREL-ip zlokalizowanych w zotadku jest
zdecydowanie mniej niz tych, obecnych w trzustce (Wierup i wsp., 2002). Jest to sytuacja zupetnie
odwrotna do tej, obserwowanej u cztowieka dorostego, gdzie komorki GHREL-ip zlokalizowane sa
przede wszystkim w zotadku (Wierup i wsp., 2002). W swej przetomowej pracy z 2002 roku,
Wierup i wspotpracownicy opisali obecnos¢ znacznej liczby komoérek GHREL-ip w trzustce
ptodéw (Wierup i wsp, 2002). W 22. tygodniu rozwoju wewnatrzmacicznego koméorki GHREL-ip
stanowily 11% wszystkich komorek endokrynnej czgsci trzustki. Formowaty one z czasem zbity
pierscien okalajacy wyspg. Pojedyncze komorki GHREL-ip obecne byly réwniez w nabtonku
przewodow trzustkowych (Wierup i wsp., 2002). Dowodzi to potencjalnie istotnej roli tego

hormonu w regulacji procesow wzrostu i réznicowania w okresie rozwoju ptodowego.

2.4.2. Komorki ghrelino-immunopozytywne w dojrzalym organizmie

W dorostym organizmie komoérki GHREL-ip zlokalizowane sa gtownie w zotadku, ale
obecne sa rowniez W wielu innych tkankach i narzadach, takich jak tozysko, jadra, nerki, przysadka,
wyspy trzustki, okreznica, tarczyca, limfocyty, mézg, ptuca, jajniki (Lely van der i wsp., 2004; Date

i wsp., 2002; Wierup i wsp., 2002; Gualillo i wsp., 2001; Mori i wsp., 2000; Popovic i wsp., 2003;
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Tena-Sempere i wsp., 2002; Korbonits i wsp., 2001; Date i wsp., 2000; Volante i wsp., 2002;
Hattori i wsp., 2001; Lu i wsp., 2002; Gaytan i wsp., 2003; Caminos i wsp., 2003; KozakowskKi i
wsp., 2004).

Obecnos¢ komorek GHREL-ip w pelni wyksztatconej trzustce zostata potwierdzona, jednak
liczba komoérek przypadajacych na wyspe byta zdecydowanie nizsza w pordwnaniu z wyspami
ptodowymi (Wierup i wsp., 2002). W niektorych wyspach nie opisano obecnosci komoérek GHREL-
ip. Blisko 1% komorek endokrynnych w wyspach osob dorostych wykazywata pozytywna reakcje
immunohistochemiczna dla GHREL. Rowniez w nabtonku przewodéw trzustkowych, w czesci
egzokrynnej trzustki jak i w bliskosci komorek nerwowych trzustki zlokalizowano pojedyncze
komorki GHREL-ip (Wierup i wsp., 2002).
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3. CEL PRACY

Podczas gdy mechanizmy specyfikacji oraz wzajemnych zalezno$ci pomigdzy czterema
typami komorek endokrynnych trzustki (a, B, 6 oraz PP) sa dobrze poznane, tak w organizmie
dorostym jak i podczas rozwoju plodowego, mechanizm réznicowania si¢ i funkcji piatego typu
komdrek aparatu wyspowego, komorek & w organizmie ludzkim jest niezglebiony.

Celem prezentowanej pracy bylo zweryfikowanie hipotezy dotyczacej ontogenetycznej jak i
morfogenetycznej odrebnosci komoérek & w stosunku do pozostatych komoérek aparatu wyspowego

ludzkiej trzustki. Cel ten realizowano poprzez:

i stwierdzenie w ktorych komorkach wysp trzustki wytwarzana jest GHREL,

ii. poszukiwanie liczby i rozmieszczenia komoérek wykazujacych pozytywna reakcje
immunohistochemiczna dla GHREL w trakcie rozwoju ptodowego oraz w pehni
wyksztalconym organie, oraz poréwnanie ich z komérkami pozytywnymi dla gtownych
hormonow trzustki,

iii. poszukiwanie ewentualnej kolokalizacji GHREL z hormonami trzustki w trakcie
rozwoju ptodowego oraz w petlni wyksztatconym organie,

(\2 poszukiwanie czynnikoOw transkrypcyjnych warunkujacych odréznicowanie komorek

produkujacych GHREL w trakcie rozwoju ptodowego.
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4.1. MATERIALY

4.1.1. 1zolowane wyspy Langerhansa trzustki czlowieka

Wyspy izolowano z trzustek osob zakwalifikowanych jako dawcy wysp do przeszczepu, w
celach transplantacji chorym na cukrzyce typu I-szego pacjentom. Kazdorazowo okreslano mase
calego narzadu. Cz¢$¢ wyizolowanego materiatu przeznaczano na do$wiadczenia in vitro, celem
weryfikacji zatozonych hipotez badawczych. Po izolacji, wyspy inkubowano w medium RPMI
(10% FBS, PenStrep, Glutamina), w standarowych warunkach (37°C, 5% CO,), przez noc.
Nastgpnego dnia reprezentatywna probe wysp badano pod wzgledem ich fizjologii (barwienie

Ditizonem) i morfologii. Funkcjonalne wyspy rozdzielano wedtug potrzeb.

4.1.2. Material histologiczny

Materiat histologiczny stanowity wytacznie tkanki ludzkie. W przeprowadzonych
doswiadczeniach wykorzystano trzustki ptodowe znajdujace si¢ na réznych etapach rozwoju,
odwodnione i zatopione w parafinie. Do badan wiaczono réwniez trzustke z autopsji noworodka
oraz trzustki pacjentéw zakwalifikowanych jako dawcy wysp do przeszczepu. Zgode na uzycie
tkanek w celach eksperymentalnych wydata lokalna komisja etyczna szpitala San Raffaele w
Mediolanie. Badania zostaly réwniez zatwierdzone przez Lokalna Komisj¢ Bioetyczna przy
Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu, dnia 15 maja 2008 roku
(Aneks).

4.1.2.1. Trzustka w rozwoju

Materiat do prezentowanych badan stanowity preparaty (bloczki parafinowe) pochodzace w
calosci z kolekcji Katedry Anatomii Patologicznej (Dipartimento di Anatomia Patologica) szpitala

San Raffaele w Mediolanie (Wtochy), uzyskane dzigki wspolpracy nawiazanej w ramach odbytego
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w szpitalu, stypendium naukowemu Marie Curie Fellowship. Material stanowily pojedyncze
trzustki ptodéow pochodzacych ze spontanicznych aborcji, pomigdzy 13. a 39. tygodniem rozwoju.
Sposrod 256. tkanek ptodowych zdepozytowanych w latach 1988-2001 w zbiorach Katedry
Anatomii Patologicznej szpitala San Raffaele, przebadano 57 tkanek, celem wykluczenia materiatu
Z genetycznymi oraz pozagenetycznymi anomaliami rozwojowymi, aneuploidii jak rowniez
szerokopojetych wad rozwojowych plodu. Ostatecznie grupg badawcza stanowity trzustki 24.
ptodéw pomiedzy 13. a 39. tygodniem rozwoju, prezentujace doskonate parametry jakoSciowe
materialu  histologicznego. Zostaly one wstepnie poddane standardowemu barwieniu
histologicznemu, celem sprawdzenia jakosci pobranego materiatu. Dodatkowo, materiat do

prezentowanych badan stanowita trzustka noworodka z autopsji.

4.1.2.2. Trzustka czlowieka dorostego

Trzustki os6b dorostych pochodzity od 32. pacjentow (20 mgzczyzn i 12 kobiet)
zakwalifikowanych jako dawcy organu (izolowane wyspy Langerhansa trzustki) do przeszczepu
pacjentom z cukrzyca typu I-szego. Rutynowo, od dawcOw trzustek pobiera si¢ skrawki
histologiczne organu w celu oceny jakosciowej materiatu. Pobrane skrawki pochodzily zawsze z
trzonu trzustki. Wiek dawcow wynosit 48+13 lat, a ich BMI 25,2+3,3 kg/mz. Stosunek M/F wynosit
5/3.

4.1.3. Przeciwciala

W wigkszos$ci zastosowano przeciwciala poliklonalne nalezace do klasy IgG. Przeciwciala te
charakteryzuja si¢ duzym powinowactwem funkcjonalnym do antygenu (awidnos$cia).
Powinowactwo to jest wynikiem wiazania czasteczki antygenu przez kilka przeciwciat
rozpoznajacych rozne jego epitopy, W wyniku czego powstaja wielkoczasteczkowe kompleksy
immunologiczne (Zabel 1999, str.15). Uzyte podczas oznaczen immunohistochemicznych
przeciwciala pierwszo- i drugorzedowe oraz wykorzystane odczynniki zestawiono w tabelach

prezentowanych ponizej (Tab.1, Tab.2).
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Tab.1 Wykaz stosowanych przeciwciat pierwszorzedowych.

Antygen Kod Wyhodowane na Stosowane Zrédlo
rozcienczenie
GHREL SC-10368 koza 1:2000 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Insulina A0564 $winka morska 1:100 Dako, Carpinteria, CA, USA
Glukagon | 4030-01 krolik 1:4 Linco Research, Inc.
SST A566 krolik 1:600 Dako, Carpinteria, CA, USA
PP 7100-0659 krolik 1:400 Gentaur, Kampenhout, Belgium
SYP ab14692 krolik 1:1200 Abcam plc, Cambridge, UK
Pax6 AB5409 krolik 1:1500 Chemicon International Inc.
Isl1 39.4D5 mysz 1:200 Columbia Univ., New York, USA
Nkx2-2 SC-25404 krélik 1:100 Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Nkx6-1 SC-15030 koza 1:150 Santa Cruz Biotechnology, Inc.

Tab.2 Wykaz stosowanych przeciwciat i odczynnikéw drugorzedowych.

Przeciwcialo Kod Stosowane Zrédlo
rozcienczenie

Anti-goat, -mouse, -rabbit E0453 1:100 DakoCytomation Denmark A/S

biotynylated MultiLink

Mouse anti-goat IgM SA1-25917 1:200 ABR-Affinity Bioreagents,

monoclonal antibody Temaricerca, Bologna, IT

Fozfataza alkaliczna ab64271 1:600 Abcam plc, Cambridge, UK

skoniugowana ze streptawidyna

Anti-goat FITC 705-096-147 | 1:400 Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA

Anti-goat TRITC 705-026-147 | 1:400 Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA

Anti-rabbit FITC 711-096-152 | 1:400 Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA

Anti-rabbit TRITC 711-026-152 | 1:400 Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA

Anti-mouse FITC 715-096-150 | 1:400 Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA, USA

Anti-mouse TRITC 715-026-150 | 1:400 Jackson ImmunoResearch,

West Grove, PA, USA
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Przeciwciata przetrzymywano wedlug zalecen producenta, w wigkszo$ci stgzenia
podstawowe (1:1) zamrozone w temperaturze -20°C, natomiast robocze w 4°C w lodoéwce (nie
dhuzej niz 7 dni). Dodatkowo drugorzedowe przeciwciata immunofluorescencyjne zabezpieczano

przed $wiattem folig aluminiowa.

4.1.4. Gotowe zestawy do oznaczen immunohistochemicznych

Stosowano dwa zestawy do oznaczen immunohistochemicznych. Do barwien prostych
(pojedynczych) uzywano zestawu firmy Biogenex, sktadajacego si¢ z biotynylowanego kompleksu
rozpoznajacego przeciwciata myszy, krolika i $winki morskiej (Biotinylated Complex Super
Enhancer; Biogenex, San Ramon, CA, USA) oraz enzymu zwiazanego z awidyna (Super Sensitive;
Biogenex San Ramon, CA, USA). Reakcje¢ immunohistochemiczng wizualizowano za pomoca 3,3'-
diaminobenzydyny jako chromogenu (kod: K3468; Dako North America, Carpinteria, CA, USA)
dajacego brazowa reakcje barwna. Wszystkie preparaty podbarwiano hematoksyling (kod: 51275;
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany).

Podwodjna immunohistochemig¢ (barwienia zlozone) wykonywano przy uzyciu zestawu
stosowanego do barwien prostych (chromogen brazowy) oraz zestawu VectorRed (chromogen
czerwony), (Vector Red Substrate Kit; kod: SK-5100; Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA).
Immunohistochemia podwdjna mozliwa byta do przeprowadzenia jedynie w przypadku, kiedy
oznaczane byly bialka wykazujace zrdznicowana lokalizacj¢ w obrgbie komorki. W prezentowane;j
pracy oznaczano czynnik transkrypcyjny (zlokalizowany w jadrze komorkowym), oraz GHREL
(lokalizacja cytoplazmatyczna). Tylko przy spetlnieniu powyzszych zatozen mozliwe bylo

przesledzenie ewentualnej koekspresji wymienionych biatek metodami IHC.

4.1.5. Bufory, plyny i ich sklad
Do przeprowadzania poszczegdlnych procedur tak immunohistochemicznych jak i

immunofluorescencyjnych niezb¢dne bylo uzycie réznego rodzaju buforow oraz ptynow, ktorych

sktad podano ponize;j.
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PLYN BOUINA - UTRWALACZ
¢ 15 ml nasyconego wodnego roztworu kwasu pikrynowego (ok. 1,17g w 100 ml)
e 5 ml formaliny (38% formaldehyd)

e 1 ml kwasu octowego lodowatego

Pobrane wycinki utrwalono poprzez zanurzenie w ptynie Bouina, w temperaturze pokojowej
przez noc lub kilka dni. Ptyn ten znajduje szerokie zastosowanie w przypadku peptydow i amin
biogennych w komérkach dokrewnych lub nowotworowych oraz biatek wewnatrzkomérkowych. Z
utrwalonych w ten sposéb wycinkéw, odwodnionych i zatopionych w parafinie, przygotowywane

sa nastepnie skrawki parafinowe (Zabel 1999 str. 20, 24).

BUFOR CYTRYNIANOWY (pH 6) — gotowanie tkanek w kwasnym buforze cytrynianowym ma
na celu odstonigcie epitopow i odzyskanie antygenowosci.

e dwuwodny sodek cytratu (cytrynian tri-sodu dwuwodny) C,Hs07Naz x 2 H,0 (2,94 g)

e 1 ml Tween 20 (0,1 %)

e woda destylowana H,O (1000 ml)

BUFOR Tris-EDTA (pH 9) — gotowanie tkanek w zasadowym buforze Tris-EDTA ma na celu
odstonigcie epitopow i odzyskanie antygenowosci.

e Tris Base 121g

e EDTA 0,379

e 1 ml Tween 20 (0,1 %)

e Woda destylowana H,O (1000 ml)

BUFOR FOSFORANOWY PBS (pH 7,4) — bufor ten jest podstawowym buforem stuzacym do

przemywania preparatow pomigdzy kolejnymi etapami inkubacji w immunohistochemii.

e chlorek sodu NaCl 80

e chlorek potasu KCI 29

e sodowy wodofosforan Na;HPO, 144
e potasowy fosforan KH,PO, 0,279

e 1 ml Tween 20 (0,1 %)
e woda destylowana H,O (1000 ml)
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BUFOR BLOKUJACY (BSA mix) — roztwor blokujacy na bazie surowicy bydlecej (Bovine serum
albumin bloking solution, frakcja V). Stuzy do zablokowania niespecyficznych miejsc wiazania
przeciwcial w badanym materiale. Po przygotowaniu bufor przechowywany moze by¢ w

temperaturze 4°C przez okres do 6 miesiecy.

e NGS 29

e BSA (stabilizator) 1g

e zelatyna (gelatin from cold water fish skin) 0,19
e Triton X-100 (wzmacniacz penetracji) 0,19
e azydek sodu (konserwant) 0,059

e 0,05% Tween 20 (detergent)
e 0,01 MPBS (pH 7,2) 100 ml

BUFOR DO ROZCIENCZANIA PRZECIWCIAL (IHC) — bufor moze by¢ przechowywany w
temperaturze 4°C przez okres do 6 miesiecy. Nie nalezy go stosowaé do rozcienczania przeciwciat

skoniugowanych z peroksydaza, poniewaz sktadniki buforu sa jej inhibitorem.

e BSA (stabilizator) 19
e Zelatyna (gelatin from cold water fish skin) 0,1¢g
e azydek sodu (konserwant) 0,05¢g

e 0,01 MPBS (pH 7,2) 100 ml

MEDIUM DO ROZCIENCZANIA PRZECIWCIAL (IMF)
Do rozcieficzania przeciwcial stosowanych w immunofluorescencji uzywano 2% roztworu zZelatyny

(gelatin from cold water fish skin, Sigma).

MEDIUM DO BLOKOWANIA AUTOFLUORESCENCII (IMF)

Do blokowania autofluorescencji tkanek stosowano roztwor glicyny (15mM), oraz Zelatyny 0,2%.

4.1.6. Aparatura

Bloczki parafinowe krojono na mikrotomie firmy Microm HM 340E. Wszystkie etapy
procedur IHC oraz IMF przeprowadzano w komorze wilgotnosciowej (Linegal

Chemicals Sp. Z 0.0. ROTH) w celu utrzymania statej wilgotnosci otoczenia w ktérym znajdowaty
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si¢ 0znaczane skrawki. Kuwety i pojemniki typu Hellendahl stuzyly do przemywania i zmieniania
medium inkubacyjnego. Do odwazania odczynnikow (waga labolatoryjna — Analytical AC 210P
(Sartorius, Niemcy) 1 przygotowywania buforow uzywano mieszadta magnetycznego z
podgrzewaczem IKA (IKA-WERKE, Niemcy) oraz pHmetru CP-411 (Elmetron, Zabrze-
Grzybowice, Polska). W celu analizy wynikéw IHC wykorzystano mikroskop optyczny odwrocony
— Axiovert 25 (ZEISS, Niemcy) z oprogramowaniem AxioVision Rel.4.4. Do obserwacji tkanek
wybarwionych IMF uzyto mikroskopu konfokalnego LSM 510 Meta (ZEISS, Niemcy) lub
mikroskopu Leica DMS5000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) z wbudowana kamera 1
aparatem cyfrowym (Evolution MP; Leica). Zdjecia analizowano przy uzyciu oprogramowania

firmy Leica IM50 Image Manager.

4.2. METODY

4.2.1. 1zolacja wysp Langerhansa od dawcow i procedury towarzyszace

4.2.1.1. I1zolacja wysp Langerhansa trzustki czlowieka

Metoda izolacji wysp Langerhansa z trzustki cztowieka opiera si¢ na Protokole Edmonton -
udoskonalonym przez grupg naukowcow z kanadyjskiego Uniwersytetu Alberty w Edmonton.
Procedura polega na pobraniu od dawcow posmiertnych trzustek i w jak najszybszym czasie —
izolacji z nich wysp Langerhansa w celu transplantacji pacjentom z cukrzyca typu I-szego. Trzustka
po pobraniu umieszczana jest bezposrednio w srodowisku zimnym (na lodzie). Usuwane sa resztki
dwunastnicy, $ledziona, thuszcz okototrzewny i naczynia tak, aby nie naruszy¢ delikatnej torebki
trzustki. Glowa trzustki oddzielona zostaje od jej trzonu. Kateter umieszczony zostaje w przewodzie
trzustkowym w celu sperfundowania organu (oddzielnie glowy i trzonu z ogonem) roztworem
zawierajacym enzym kolagenazg (typ NBI, Sigma) w ilosci 3ml na gram trzustki. Pierwsza
perfuzja powinna by¢ wykonana przy cisnieniu 80 mm Hg. Przefiltrowanym przesaczem perfunduje
si¢ trzustke jeszcze dwukrotnie przy wyzszym ciSnieniu wynoszacym 180 mm Hg. Z tak
przygotowanego organu usuwa si¢ jeszcze pozostatosci tkanek niesperfundowanych i rozpoczyna
15 min. trawienie. Trzustk¢ umieszcza si¢ w specjalnie do tego celu skonstruowanej komorze,

zaopatrzonej w mieszalniki oraz systemy pomiaru temperatury i cisnienia. Do komory wktada sig
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dodatkowo 6 — 9 kulek, majacych utatwi¢ rozdrobnienie masy trawiennej i uwolnienie wysp z
czgsci egzokrynnej. Wewnatrz komory umieszcza si¢ filtr o szeroko$ci porow 500 pm. Trawienie
przeprowadza si¢ W temperaturze 37°C. Co 4 min. pobiera si¢ 2-3 ml probke¢ mieszaniny
trawiennej, dla sprawdzenia jakos$ci trawienia (barwienie Ditizonem, analiza w mikroskopie
swietlnym). Kiedy wyspy sa dostatecznie oczyszczone z otaczajacych ja tkanek, trawienie przerywa
sig, gwaltownie ozigbiajac mieszaning. Cato$¢ umieszcza si¢ w pojemnikach na 250 ml, z ktérych
kazdy zawiera po 20 ml ludzkiej surowicy, celem zablokowania dalszego trawienia kolagenaza. Tak
przygotowana mieszaning wiruje si¢c w 4°C, przez 1 min., z przyspieszeniem 100-150 x G, po
usunigciu supernatantu pozostato$¢ przemywa si¢ dwukrotnie w ten sam sposob roztworem HBSS i
przetrzymuje w 4°C przez 45-60 minut (tak zwane zimne trawienie). Uwolnione wyspy wraz z
elementami czgSci egzokrynnej rozdziela si¢ w gradiencie stezen (Euro-Ficoll) wirujac bez
przyspieszenia i z wytaczona opcja hamowania ultrawirowki. Oczyszczona w ten sposob frakcje
wysp poddaje si¢ analizie jakosciowej w ten sposob, ze pobiera si¢ 50 ul probki z kazdych 30 ml

otrzymanych po wirowaniu z Ficollem i inkubuje z Ditizonem dla oznaczenia jako$ci materiatu.

4.2.1.2. Barwienie Ditizonem

W celu okreslenia prawidlowe] fizjologii wysp oraz odréznienia ich od komdrek czesci
egzokrynnej, wyspy poddano inkubacji z Ditizonem (D5130 Sigma). Barwienie to umozliwia
przede wszystkim sprawdzenie funkcjonalnosci wysp, czyli ich zdolnos$ci syntezy insuliny. Ditizon
(CeHs—NH-NH-C(S)-N=N-CgHs) jest zwiazkiem organicznym, stosowanym do wykrywania,
oddzielania 1 oznaczania joné6w wielu metali (migdzy innymi cynku), z ktorymi tworzy barwne
kompleksy. Reprezentatywna probke 100 wysp poddano 30 min. inkubacji z roztworem Ditizonu,
przygotowanego przez rozpuszczenie 50mg Ditizonu w 50ml rozpuszczalnika (10mlI DMSO + 40mi
PBSx1). Wyspy syntetyzujace insuling, czyli w pelni funkcjonalne, barwia si¢ po inkubacji z
Ditizonem na czerwono. Wybarwione wyspy trzustkowe liczono pod mikroskopem $wietlnym
odwréconym (Nicon Eclipse TS100) przy powigkszeniu mikroskopu 100x i obliczano procentowy
udziat funkcjonalnych wysp w probie. Do dalszych badanh pobierano jedynie materiat, zawartos¢

ktorego 80-90% stanowity wyspy syntetyzujace insuling.
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4.2.2. Biologia molekularna

4.2.2.1. Projektowanie starteréw do reakcji PCR

4.2.2.1.1. Startery dla preproghreliny

W celu unikniecia amplifikacji genomowego DNA startery dla ppGHREL zaprojektowano
tak, aby hybrydyzowaly z matryca w dwoch réznych eksonach (Ryc.4). Ponadto wzigto pod uwage
mozliwos$¢ powstania struktur drugorzedowych takich jak dimery czy ,,spinki do wtosow”, ktdre
moglyby niekorzystnie wplynaé na przebieg reakcji PCR.

Oba startery ppGHREL zostaly zaprojektowane z wykorzystaniem sekwencji nukleotydow
mRNA dla ludzkiej preproghreliny (Ryc.5) z GenBank (AB029434), dostgpnej na stronach bazy
NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed). Startery te projektowano przy uzyciu wersji

demonstracyjnej programu internetowego Primer 3.0 dostepnego na stronie www.frodo.wi.mit.edu.

Specyficznos$¢ zaprojektowanej pary starterow sprawdzano wyszukujac sekwencje komplementarne
przy pomocy programu BLASTN (nucleotide-nucleotide BLAST), zawgzajac przeszukiwany
obszar do ludzkiego genomu. Dla opisywanych par starterow znaleziono 100% homologie
wylacznie w obrgbie sekwencji kodujacych spodziewany produkt. Startery zostaty zsyntetyzowane
w laboratoriach Invotrogen Italy. Zamoéwione zostaly droga mailowa przy uzyciu serwisu:

Invitrogen Custom Primer Email Ordering Template (europrim@invitrogen.com).

Tab.3 Startery wykorzystane w reakcjach PCR.

Starter | orientacja sekwencja dlugosé Produkt PCR
GHREL | sensowna 5’TGAGCCCTGAACACCAGAGAG3’ | 21pz 226

pz
GHREL | antysensowna | 5’AAAGCCAGATGAGCGCTTCTA3’ | 21pz
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ttggocatgg caggoteocag cttoctgsge ceotgascace agagagtcos goagagasag gagtcgaaga agocaccago caagotgoag
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Ryc.4 Kompletna sekwencja kodujaca mRNA ppGHREL czlowicka. Kolorem zaznaczone sa

startery skonstruowane tak, aby znalazly si¢ na dwoch réznych eksonach (na réozowo starter o

orientacji sensownej, kolorem pomaranczowym wyrdzniono starter o orientacji antysensownej).

cDINA

preproghrelina (aa)

-0.2 Kb ~3 Kb ~(LE Kb

Y
ghrelina (bialko) GSSFLSPEHQKAE}QRKESKI{PI‘AI{LQ[’R

0
C—(CH,);— CH, gupa oktanolowa
I '

0

Ryc.5 Struktura ppGHREL i biatka GHREL cztowieka. Gen ppGHREL sktada si¢ z 4 eksonow
rozdzielonych trzema intronami, kodujac u ludzi cDNA o dtugosci 511 pz. Na czerwono 0znaczono

orientacyjne miejsca doczepienia si¢ starterow amplifikujacych produkt mRNA o dlugosci 326pz.

W aminokwasowym tancuchu preproghreliny (117aa) na N-koncu znajduje si¢ peptyd sygnatowy.

Na C-koncu tancucha aminokwasowego znajduje si¢ ogon, usuwany przez enzymy proteolityczne.

Dojrzaty peptyd GHREL zbudowany z 28 aminokwasow, acylowany jest przy trzeciej serynie (na

podstawie Korbonits i wsp., 2004b).
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4.2.2.2. Badanie ekspresji preproghreliny w izolowanych wyspach Langerhansa trzustki

4.2.2.2.1. 1zolacja mRNA z wysp Langerhansa trzustki czlowieka

RNA z wysp Langerhansa trzustek dawcow izolowano wedtug protokotu dotaczonego przez
producenta (Invitrogen Life Technologies) do TRIzol LS reagent (nr katalogowy 15596-026) z
optymalizacjami dotyczacymi gléwnie objetosci poszczegdlnych odczynnikow, temperatury
wirowan oraz czaséow inkubacji. Srodowiskiem, w ktorym prowadzono izolacje, byta komora
laminarna uprzednio w tym celu przygotowana aby zmniejszy¢ ryzyko kontaminacji. Jej
powierzchnig robocza traktowano etanolem i odczynnikiem RNA-zap (firmy Ambion), a nast¢pnie
poddano dziataniu promieni ultrafioletowych (UV) przez okres 20 minut. Przed przystapieniem do
izolacji nalezalo usuna¢ RNAlater w ktorym przechowywane byty pobrane wyspy. W tym celu
probki trzykrotnie ptukano w wodzie (trzykrotne wirowanie przy 5000 x g przez 5 min. w wirdéwce
firmy Sigma). W trakcie calej procedury izolacyjnej uzywano wody wolnej od nukleaz (firmy
Eppendorf). We wspomnianej metodzie wykorzystywany jest TRIzol LS Reagent (Total RNA
Isolation Reagent for Liquid Samples, firmy GibcoBRL, nr katalogowy 10296). Wyspy
homogenizowano za pomoca odczynnika TRIzol LS (0,75 ml TRIzol-u na 50-100 g tkanki) w
homogenizatorze TISSUMIZER firmy Tekmar. Homogenat inkubowano przez 5 min. w
temperaturze 20-30 °C, by pozwoli¢ zdysocjowaé kompleksom nukleoproteinowym. W kolejnym
etapie dodano 0,2 ml chloroformu (firmy Sigma) na kazde 0,75 ml mieszaniny TRIzol-u, a
nastgpnie niezwlocznie i energicznie wytrzasano przez 15 sek., po czym inkubowano w
temperaturze 15-30°C przez okres 15 min. Po inkubacji probki wirowano réznicowo z
maksymalnym przeciazeniem 12000 x g przez 15 min. w temperaturze 4°C. W trakcie wirowania
dochodzi do rozdziatu preparatu na trzy fazy: najnizsza, czerwona (fenolowo-chloroformowa),
interfaze i powierzchniowa, bezbarwna faz¢ wodna zawierajaca RNA. Faza wodna powinna
stanowi¢ w przyblizeniu 70% objgtosci TROzol LS Reagent, uzytego przy homogenizacji. Interfaza
zawiera sktadniki organiczne takie jak: konserw. DNA czy biatka i moze zosta¢ zatrzymana do ich
pbzniejszej izolacji. Fazg wodna ostroznie zbierano pipeta i przenoszono do probowek docelowych.
W celu wytracenia RNA dodawano 0,5 ml izopropanolu (firmy Sigma) na kazde 0,75 ml TRIzol-u,
ostroznie mieszano i inkubowano w temperaturze 15 -30°C przez okres 10 min. Probki poddano
kolejnemu wirowaniu przy 12000 x g przez 13 min. w temperaturze 4°C. W wyniku wirowania
otrzymano przezroczysto-biaty osad RNA o konsystencji zelu oraz supernatant, ktory usunigto

bardzo ostroznie. Nastgpnie RNA przemyto w 75% etanolu (w stosunku 1ml 75% etanolu na 0,75
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ml TRIzol-u) wytrzasajac (worteksujac) tak, by osad oderwat si¢ od dna probéwki. Przeprowadzono
ostatnie wirowanie (7500 x g, 10 min., 2-8°C), po czym wylano etanol i suszono osad przez max. 10
min. Istotne jest, by nie dopusci¢ do przesuszenia osadu. Tak izolowany materiat rozpuszczono w
wodzie wolnej od nukleaz (uzywajac w tym celu 40-100 ul w zaleznosci od ilosci RNA). Dla
dobrego rozpuszczenia osadu uzyskany materiat inkubowano w temperaturze 57°C w
termomikserze firmy Eppendorf. Po zakonczeniu izolacji RNA, 15% materialu pobrano dla
przeprowadzenia reakcji kontrolnych majacych na celu oceng jakosci oraz ilosci wyizolowanego
materiatu, a pozostata cze$¢ (85%) uzyto w celach doswiadczalnych lub zamrozono w -80°C celem

konserwaciji.

PROTOKOL 1ZOLACIJI RNA

Ptukanie w wodzie (w celu pozbycia si¢ RNAlatera) x 3.

Dodanie 750 ul TRIzol LS Reagent.

Homogenizacja.

Pozostawienie na 5 min. w TRIzol LS Reagent.

Dodanie chloroformu (0,2 ml chloroformu na kazde 0,75 ml mieszaniny TRIzol-u,).
Inkubacja (15 min.).

Wirowanie (15 min. przy 12000 RCF).

Przeniesienie fazy wodnej do nowych probdéwek.

© o N o oA DdE

Dodanie izopropanolu (0,5 ml izopropanolu na kazde 0,75 ml TRIzol-u).

[EEN
o

. Inkubacja (10 min.).

. Wirowanie (13 min. 12000 RCF).

. Zlanie supernatantu.

. Dodanie 75% etanolu (1ml 75% etanolu na 0,75 ml TRIzol-u).
. Wirowanie (10 min. przy 7500 RCF).

. Zlanie etanolu.

T S =N S Y SN
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. Suszenie (max. 10 min.).

[EEN
\‘

. Umieszczenie w termomikserze (10 min. w temperaturze 55-57 °C).

[EEN
oo

. Kontrola jakosciowo-ilosciowa. Pomiar stezenia RNA w spektrofotometrze.

4.2.2.2.2. Kontrola ilosciowa oraz jakosciowa wyizolowanego RNA wysp Langerhansa

Kazdorazowa izolacja RNA wymaga przeprowadzenia kontroli zanieczyszczenia produktu
izolacji: biatkami, rozpuszczalnikami organicznymi lub genomowym DNA. Stabej jakosci RNA

bedzie skutkowato problemami podczas odwrotnej transkrypcji 1 moze niekorzystnie wpltywac na
38



MATERIALY [ METODY

jakos¢ otrzymywanych wynikow. Kontrole taka przeprowadza si¢ dwojako: rozdzielajac

elektroforetycznie uzyskane RNA, oraz sprawdzajac spektrofotometrycznie stgzenie RNA.

4.2.2.2.2.1. Rozdzial elektroforetyczny RNA

Rozdziat elektroforetyczny RNA informuje w gltownej mierze o zanieczyszczeniu proby
genomowym DNA oraz o degradacji produktu ekstrakcji (RNA) — stuzy wigc do oceny jakosciowej
produktu.

Rozdziat elektroforetyczny fragmentow RNA prowadzono w specjalnym 1% zelu
agarozowym, przygotowanym wedtug protokotu Fourney’a z modyfikacjami Alosiego. Do 10 ml
10x MOPS, zmieszanego z 85 ml autoklawowanej wody DEPC dodano 1 g agarozy. Mieszaning
znajdujaca si¢ w sterylnym naczyniu (RNase-free) poddano gotowaniu w kuchence mikrofalowej a
nastepnie schtodzono do okoto 50 °C. Nastepnie, pod wyciagiem, dodano 5ml 37% formaldehydu
oraz 0,7 pl bromku etydyny, zmieszano i wylano na sterylna (Rnase-free) forme, do ostygnigcia
(minimum 1 h przed natozeniem probek). Proba 10 ng RNA zostata zdenaturowana w 70°C przez
10 min. w obecnosci buforu obciazajacego RNA zapobiegajacego renaturacji (RNA Sample
Loading Buffer — Sigma Aldrich) w ilosci 1 ul buforu na kazde 5 pul proby RNA. Po denaturacji
dodatkowo do kazdej proby dodano 2 ul bromku etydyny o st¢zeniu 10 mg/ml (Promega Corp.,
Madison, WI, USA). Nastgpnie proby natozono na przygotowany wczesniej zel agarozowy 1%
zdenaturowany w obecnosci formaldehydu i buforu MOPS. Analizg zelu przeprowadzono przy
uzyciu aparatu Gel Logic 100 Imaging System (Estman Kodak Company, New Haven, CT, USA).
Izolacja RNA z ludzkich wysp Langerhansa trzustki powiodta si¢. Otrzymano dobrej jakosci RNA,
frakcje wyizolowanego materiatu zawieraja 28sSRNA, 18sRNA oraz 5sSRNA (Ryc.6).
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<+— 5sRNA

Ryc.6 Rozdziat elektroforetyczny RNA wyizolowanego z wysp Langerhansa trzustki. Wykazano
frakcje 28s, 18s i 55 RNA.

4.2.2.2.2.2. Pomiar stezenia RNA

W celu oceny ilosciowej i jako$ciowej RNA (stezenie ug/ml, zanieczyszczenia) uzyto
spektrofotometru (Biophotometr firmy Eppendorf). Jako proby zerowej uzyto wody wolnej od
nukleaz. Pomiary prowadzono trzykrotnie dla kazdej z préb w jednorazowych, plastikowych
kuwetach (firmy Eppendorf). Przy dlugosci fali 230 nm widoczna jest kontaminacja
rozpuszczalnikami (fonolem, etanolem), TRIzol-em i pozostalymi odczynnikami uzytymi do
izolacji RNA, dlatego wlasciwy stosunek odczytow przy dlugosciach fali 260/230 powinien
wynosi¢ od 1,7-2,0 (optymalnie 1,8). Kwasy nukleinowe (RNA i DNA), widoczne sa tylko przy
dhugosci fali 260 nm, natomiast biatka przy dlugosci 280 nm. Stosunek absorpcji Azgo d0 Aggo
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swiadczy 0 zanieczyszczeniu RNA biatkami a jego optymalna wartos¢, podobnie jak w przypadku
stosunku absorpcji Aggp do Azzp powinna miesci¢ si¢ w zakresie 1,8-2,0 (Stomski, 2004). Do
analizy wykorzystywano tylko proby, dla ktorych stosunek wartosci absorpcji Azeo/Azgo Wynosit
powyzej 1,7. Dla kazdej proby RNA dokonywano trzykrotnego pomiaru. Po zakonczeniu oceny,
proby zamrazano w temperaturze -80°C.

W wyniku pomiaru stezenia RNA w spektrofotometrze stwierdzono, ze koncowe stgzenie
produktu wyniosto 2145ng/ul. Dodatkowo analizy spektrofotometryczne prowadzone przy réznych
dhugosciach fali dowodza, ze wyizolowany material nie jest zanieczyszczony. Stosunek Az O
Aoz wynidst 1,75, co s$wiadezy¢ moze o braku kontaminacji préby rozpuszczalnikami
organicznymi, natomiast stosunek Azep do Azzp wyniost 1,81, co dowodzi braku obecnosci biatek w

wyizolowanym materiale. Po zakonczeniu izolacji RNA zamrozono w -80°C.

4.2.2.2.3. Trawienie RNA DNAza

Uzyskane preparaty RNA dodatkowo trawiono DNAza w celu usunigcia genomowego
DNA. W tym celu uzyto zestawu RQ1 RNase-Free DNase (Promega, CA, USA). Do sterylnej
probowki napipetowano 3 ul buforu RQ1 RNase-Free DNase (10x) oraz 3 ul DNAzy RQ1 RNase-
Free DNase (stezenie 1 U/ul). Nastepnie dodano 3 ug rozpuszczonego w wodzie RNA i calosé
uzupetniono woda do 30 ul. Kazda probe inkubowano przez 45 min. w 37°C. Nastgpnie
podniesiono temperatur¢ do 65°C oraz dodano 3 pl RQ1 DNase Stop Solution i inkubowano przez
10 min. przeprowadzajac tym samym inaktywacje DNAzy. Trawienie przeprowadzono opierajac

si¢ na zataczonym do zestawu protokole.

4.2.2.2.4. Reakcja odwrotnej transkrypcji RT — synteza cDNA

Reakcja ta jest prowadzona w celu uzyskania cDNA potrzebnego do reakcji PCR. Reakcja
zostala przeprowadzona dwustopniowo przy pomocy zestawu ImProm II Reverse Transcription
System (firmy Promega, CA, USA) w probowkach firmy eppendorf o objetosci 200 ul. W sktad
zestawu wchodzi odwrotna transkryptaza ImProm Il, dwa rodzaje starterow (startery oligo(dT)ys
syntetyzujace cDNA od konca 3’ — hybrydyzuja z koncami poliadenylowymi mRNA, oraz 6-
nukleotydowe startery losowe, ktore wiaza si¢ z RNA na catej jego dtugosci niespecyficznie), bufor

reakcyjny dla ImProm II, dNTP (10 mM) — substraty reakcji, MgCl, (10 mM) — zwigkszajace
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doktadno$¢ reakcji, RNasin (40 U/ul) — inhibitor nukleaz oraz woda wolna od nukleaz.
Teoretycznie uzycie obu rodzajow starteréw nie jest wymagane, jednak podnosi ono specyficznos¢
reakcji. W trakcie procedury postugiwano si¢ zataczonym do zestawu protokotem. Tabela nr 4

zawiera komponenty pierwszego etapu reakcji.

Tab.4 Komponenty pierwszego etapu reakcji odwrotnej transkrypcji.

skladniki Stezenie
RNA 2 g
startery random heksamers 1 ul (0,5 pg/ml)
startery oligo(dT)1s 1 ul (0,5 pg/ml)
woda wolna od nukleaz do catkowitej objetosci 5 ul

Sktadniki pierwszego etapu reakcji odwrotnej transkrypcji (Tab.4) zostalty wymieszane i
odwirowane, nastepnie poddane denaturacji w temperaturze 65°C przez okres 5 min. i umieszczone
na lodzie (Imin.). W drugim etapie reakcji dodano pozostate sktadniki niezbedne do syntezy DNA,
ktore ujete zostaty w tabeli nr 5.

Tab.5 Komponenty drugiego etapu reakcji odwrotnej transkrypcji.

skladniki stezenie
5x bufor ImProm 11 1x
MgCl; 25 mM 5mM
nukleotydy (dNTP mixture) 10 mM 0,5 mM kazdy nukleotyd
inhibitor rybonukleaz RNasin 40 U/ul 20U
odwrotna transkryptaza ImProm |1 1pul*
woda wolna od nukleaz do koncowej objetosci 15 pul

* producent nie podat stezenia odwrotnej transkryptazy

Po dodaniu i doktadnym zmieszaniu sktadnikow drugiego etapu reakcji RT calkowita
objetos¢ mieszaniny w probowkach wynosita 20 pl. Nastgpnie mieszaning t¢ inkubowano
trzykrotnie przy uzyciu termocyklera (firmy Eppendorf) w nastgpujacych warunkach:

1. 5 min. w temperaturze 25°C (przylaczanie starterow)
2. 42 min. w temperaturze 60°C (umozliwia synteze cDNA)

3. 15 min. w temperaturze 70°C (inaktywacja odwrotnej transkryptazy)
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Po zakonczeniu inkubacji proby schtodzono do temperatury 4°C a nastepnie zamrozono W
temperaturze -20°C. Réwnoczeénie wykonano dwie reakcje kontrolne wéréd losowo wybranych
prob:

- Kontrola RT+ (w opisanej powyzej procedurze zamiast RNA dodano wodg)
- Kontrola RT- (odwrotna transkryptaze zastapiono woda)

Pierwsza reakcja kontrolna stuzy monitorowaniu czystos$ci odczynnikow, druga wykonuje

si¢ w celu wykrycia zanieczyszczenia proby genomowym DNA, oraz dla sprawdzenia czy uzyte w

reakcji PCR startery zostaty poprawnie zaprojektowane.

4.2.2.2.5. Reakcja lancuchowa polimerazy PCR

W niniejszej pracy wykorzystano metodg potilosciowej reakcji PCR. Metodg t¢ uzyto w celu
przesledzenia ekspresji ppGHREL w wyspach Langerhansa trzustki izolowanych od pacjentéw. Do
reakcji wprowadza si¢ matrycowy DNA, trifosforany deoksyrybonukleozydow, startery (primery)
oraz termostabilna polimerazg¢ DNA (moze nia by¢ na przyktad polimeraza Taq wyizolowana z
bakterii Thermus aquaticus lub polimeraza Pfu z archeowcdéw Pyrococcus furiosis. W wyzszej
temperaturze (zwykle okoto 95°C) pekaja wiazania wodorowe i podwojna helisa DNA rozdziela si¢
na dwa pojedyncze tancuchy. W temperaturze nizszej, $cisle okreslonej dla danej pary starterow
(pomigdzy 45-60°C), startery przytaczaja sig do matrycy. Podwyzszenie temperatury do okoto 72°C
powoduje utworzenie si¢ na matrycy, z przytaczonymi do niej starterami, kompleksu z polimeraza
DNA, wskutek czego rozpoczyna si¢ synteza nici komplementarnej do matrycy. W tabeli nr 6
przedstawiono sktad mieszaniny reakcyjnej. Natomiast w tabeli nr 7 zestawiono kolejne etapy i

parametry przeprowadzonej reakcji PCR.

Tab.6 Sktad mieszaniny reakcyjnej.

Skladniki Stezenie na jedng reakcje
Bufor dla polimerazy 10 x 1x
MgCl, 25 mM 1,2-2mM
dNTPs 10 mM 0,25mM kazdy nukleotyd
starter sensowny 30 — 50 pmoli -
starter antysensowny 30— 50 pmoli
polimeraza Taq 5 U/ul 1U
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matryca (cDNA) okoto 200ng 2 -5 pl)

Woda wolna od nukleaz do koncowej objetosci 25 pl

EJ

stezenie w zaleznosci od badanego genu

*

“ w zalezno$ci od ilosci RNA uzytego w reakcji odwrotnej transkrypcji

Tab.7 Etapy i parametry reakcji PCR.

Etap reakcji PCR GHREL GHSR-1a GHSR-1b
wstepna denaturacja 94°C — 2.30 min. 94°C — 2.30 min. 94°C — 2.30 min.
denaturacja 94°C — 45 sek. 94°C — 45 sek. 94°C — 45 sek.
przytaczanie starterow 50°C — 45 sek. 57°C — 45 sek. 57°C — 45 sek.
wydtuzanie 72°C —1.30 min. 72°C — 1 min. 72°C — 1 min.
koncowe wydtuzanie 72°C — 10 min. 72°C — 11 min. 72°C — 1 min.
liczba cykli 35 35 35

4.2.2.2.6. Elektroforeza produktéw reakcji PCR w zelu agarozowym

Rozdziat elektroforetyczny fragmentow DNA prowadzono w 2% zelu agarozowym, w
buforze 1 x TAE, pod napigciem 2-5 V/cm2. Do lekko ostudzonych zeli dodawano bromek
etydyny, do koncowego stezenia lug/ml, celem uniknigcia parowania bromku etydyny, ktory jest
zwigzkiem bardzo toksycznym. Fragmenty DNA uwidaczniano w $wietle UV, o dlugosci fali

260nm.

4.2.3. Histologia

4.2.3.1. Ocena prawidlowosci rozwojowych ptodow

Poniewaz material na ktorym prowadzone byly badania pochodzit ze spontanicznych
aborcji, wazna byla ocena prawidtowosci rozwojowych wilaczonych w badania ptodéw oraz
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doktadne oszacowanie wieku. Wiek ptodu mozna wstepnie oszacowaé wedlug wzoru: wiek
(tygodnie) = CRL (cm) + 6,5 lub wedlug tabel za Doublet (Doublet i wsp., 1997). Plody wigksze
niz 200mm CRL, czyli od okoto 24-26. tygodnia rozwoju sa juz na tyle duze, ze moga by¢ badane
w ten sam sposob jak noworodki. Zarodki i ptody pomigdzy 30-200 mm CRL (8-24. tydzien
rozwoju) wymagaja szczegolnej uwagi przy ich ocenie. Wspoélczynnik CRL $cisle koreluje z
dhugoscia stopy plodow — dlatego czgsto dokonuje si¢ obu pomiaréw jednoczesnie (lub zamiennie,
jesli okreslenie CRL jest utrudnione lub nie jest mozliwe). Bardzo wazna jest takze ocena cech
zewnetrznych ptodu, takich jak: obecnos$¢ linii papilarnych palcow (10. tydzien), oddzielone
powieki (25-28. tydzien), wyglad twarzy. Zweryfikowanie prawidtowosci rozwojowych narzadow

wewngtrznych jest rowniez bardzo wskazane.

4.2.3.2. Utrwalenie materialu i przygotowanie skrawkow histologicznych

Powodzenie reakcji IHC zalezy w pierwszej kolejnosci od wilasciwego przygotowania
materialu. Musi on by¢ pobrany w taki sposob, by zostata zachowana antygenowo$¢ tkanki, przy
jednoczesnym nienaruszeniu jej struktury histologicznej (Zabel 1999, str. 13-29). Najog6lniej wigc
celem utrwalenia i przygotowania tkanek do badan IHC jest zapobieganie autolizie i gniciu tkanek,
niedopuszczenie do wyptukania lub przemieszczenia antygenu oraz zachowanie jego wlasciwosci
wigzania przeciwcial przy mozliwie dobrym utrzymaniu ogélnej struktury tkanki. Utrwalanie
zwigksza rowniez odporno$¢ elementow komorkowych na obrobke tkanki. Najbardziej
rozpowszechnionym i stosowanym juz od ponad 100 lat odczynnikiem utrwalajacym jest formalina
(40% roztwor formaldehydu w wodzie stosowany w rozcienczeniu 1:9). Formalina zachowuje
morfologi¢ tkanek oraz wigkszo$¢ epitopow wykrywanych w reakcjach IHC czy IMF, wptywa
jednak niekorzystnie na strukturg kwasow nukleinowych. Podczas utrwalania moze takze dochodzié¢
do zmian autolitycznych glebiej potozonych tkanek, spowodowanych powolnoscia dyfuzji
formaliny szczegdlnie w przypadku duzych wycinkow (Werner i wsp., 2000). Dlatego cenny
materiat histologiczny najczesciej utrwala si¢ w ptynie Bouina, ktory doskonale nadaje si¢ do
tkanek migkkich i delikatnych (takich jak embriony i ptody), a nastgpnie zatapia w parafinie
($rodowisku hydrofobowym), ktore zapewnia bardzo dobre warunki utrwalajace. Dzigki temu
mozliwe jest pocigcie tkanki na poszczegolne skrawki za pomoca mikrotomu, co w efekcie daje
powierzchni¢ tkanki, z doskonale zachowana struktura, ktéra po deparafinizacji gotowa jest do

oznaczef, a koncowo szczegdtowych analiz histochemicznych.
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Do odwadniania tkanek uzyto alkoholi, gdyz wykazuja one duze powinowactwo do wody.
W tym celu stosowano szereg alkoholu etylowego o wzrastajacym stezeniu. Materiaty utrwalone

w plynie Bouina inkubowano kolejno w :

Alkohol etylowy 50% + weglan wapnia 24 h
Alkohol etylowy 70% + weglan 24 h
Alkohol etylowy 85% 24 h
Alkohol etylowy 96% 24 h
Alkohol absolutny 24 h
Alkohol absolutny 24 h
Alkohol absolutny + benzen 3h
Benzen | 20 min.
Benzen Il 20 min.
Benzen Il 20 min.

Parafina trudnotopliwa

Benzen wypiera alkohol i jest jednocze$nie rozpuszczalnikiem parafiny.

Odwodnione w ten sposéb proby umieszczano w specjalnych formach i zalewano ciepta,
ptynna parafing, ktora po ostygnigciu zastygata w formie kostki (bloczek parafinowy). Bloczki
parafinowe krojono przy uzyciu mikrotomu firmy Microm HM 340E na 4-6pum skrawki
histologiczne i umieszczano na mikroskopowych szkietkach podstawowych sodowo-wapniowych
Super Frost® Plus (Menzel-Glaser, Roth) o wymiarach 25x75x1.0 mm. Szkielka te utrzymuja
skrawki sitami elektrostatycznymi, co zapobiega ich spadaniu lub odklejaniu si¢ W czasie procedury
IHC. Skrojone na mikrotomie skrawki umieszczano w tazni wodnej (temp. 37-38°C) celem ich
rozprostowania. Po okolo 2 min. swobodnego ptywania, skrawki wylawiano na szkietka i

pozostawiano na noc do wyschnigcia.

4.2.3.3. Przygotowanie macierzy tkankowej (TMA)

TMA to bloczki parafinowe zawierajace nawet do kilkuset wycinkow roznych tkanek
zebranych w jednym bloczku (Ryc.7). Zaleta tak przygotowanych preparatéw parafinowych jest
mozliwos¢ roéwnoczesnego oznaczenia histochemicznego tkanek pochodzacych od wielu

pacjentdw, oszczednos¢ naktadanych odczynnikow i istotnie skrocony czas oznaczen. Wykluczony
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zostaje w ten sposob btad metodyki zwiazany z potencjalnymi rdéznicami, ktére moga si¢ pojawic
podczas barwien wykonywanych w réznym czasie. Metoda przygotowania TMA byla po raz

pierwszy opisana w 1987 roku przez Wan, Fortung i Furmanskiego (Wan i wsp., 1987).

Ryc.7 TMA przygotowany dla blisko 100 réznych tkanek, umieszczonych w jednym bloczku
parafinowym (zrodto: Wikipedia, www.wikipedia.org [data dostepu 09.01.2013]).

Przygotowanie TMA jest czynnoscia bardzo precyzyjna i wymaga wczesniejszej, niezwykle
doktadnej analizy poszczegdlnych tkanek. Kazda tkanke bada si¢ osobno, poddajac ja barwieniu
hematoksylina, majacego na celu uwidocznienie struktury tkanki, zorientowanie si¢ w jej topologii
oraz wybranie reprezentatywnego do dalszych oznaczefn regionu. Nastgpnie wybrany fragment
tkanki wycigty zostaje z bloczka parafinowego i zatopiony ponownie w nowym bloczku, obok
pozostatych, w ten sam sposob dobranych fragmentow tkanek. Powstajacy w ten sposob TMA musi
by¢ szczegotowo opisany. Kazdorazowo tworzy si¢ mapg dla utozonych w jednym bloczku tkanek,
ktérej ogromna zaleta jest obiektywna analiza otrzymanych wynikow barwien.

Analizowany w rozprawie materiat pochodzit od 33. ptodéw, z ktérych analizie poddanych
zostalo 24. Rozmieszczone byly na dwoch szkietkach: ASS 231 na ktérym znajdowato si¢ 17
tkanek i ASS 232 na ktérym znajdowato si¢ 7 tkanek ptodowych znajdujacych si¢ na ré6znym etapie

rozwoju. Regiony trzustki byly reprezentatywne pod wzglgedem wielkosci.
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4.2.3.4. Immunohistochemia

4.2.3.4.1. Przygotowania wstepne

4.2.3.4.1.1. Deparafinizacja i uwodnienie tkanek

Zatapianie tkanek w srodowisku hydrofobowym w parafinie powoduje, ze prezentowane w
tkance antygeny moga by¢ niedost¢pne dla immunoglobulin. Warunkiem powodzenia reakcji IHC
jest calkowite lub czgsciowe usunigcie z tkanek §rodowiska, w ktorym zostaty zatopione. Skrawki
po $cigciu poddaje si¢ procesowi deparafinizacji termicznej. Szkietka umieszcza si¢ w cieplarce na
40 min. w temp. 60° C celem usunigcia parafiny z okolic preparatu jak i z samego skrawka.
Nastepnie skrawki umieszcza si¢ na 30 min. w ksylenie, ktory, jako rozpuszczalnik organiczny,
usuwa pozostata parafing z preparatow.

Po mechanicznej oraz chemicznej deparafinizacji, preparaty uwadnia si¢ poprzez
przeprowadzenie tkanek przez szereg alkoholi (alkohol etylowy) o malejacych stezeniach 100%,
95%., 80%, 70% az do wody destylowanej (w podanej kolejnosci). Skrawki umieszcza si¢ na 2 min.

pod biezaca woda w celu ostatecznego ich uwodnienia.

4.2.3.4.1.2. Blokowanie endogennej aktywnosci enzymatycznej

Istotna przyczyna powstania tak zwanego ,,tta” podczas barwien IHC, czyli wybarwiania sig¢
struktur nie zawierajacych poszukiwanego antygenu — jest obecnos¢ w badanej tkance endogennego
enzymu o takiej samej aktywnosci, jaka ma enzym nakladany na przeciwcialo drugorzedowe (np.
peroksydaza chrzanowa lub fosfataza zasadowa), a ktorego zadaniem jest utlenienie uzywanego w
IHC chromogenu do barwnego produktu. Aby zapobiec artefaktom nalezy zablokowaé ich
aktywnos¢ (Zabel 1999, str. 62-63). Aktywnos¢ endogennej peroksydazy blokowano poprzez 10

min. inkubacj¢ skrawkow z wodnym 3% roztworem H;0,.
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4.2.3.4.1.3. Blokowanie miejsc niespecyficznie wiazacych antygeny

Komercyjnie dostgpne przeciwciata pierwszorzgdowe (w szczegdlnosci przeciwciata
poliklonalne) moga takze w sposdb niespecyficzny wiaza¢ si¢ z prezentowanymi w tkance
antygenami. W wyniku reakcji IHC moglyby si¢ one uwidoczni¢ na réwni z poszukiwanym
antygenem, falszujac wynik. W celu uniknigcia niespecyficznosci stosuje si¢ blokowanie
surowicami, polegajace na kilkunastominutowej inkubacji materialu tuz przed natozeniem
przeciwcial pierwszorzedowych z biatkiem pochodzacym od innego gatunku zwierzecia niz to, od
ktorego uzyskano swoiste przeciwciato. Blokowanie miejsc niespecyficznie wiazacych antygeny
przeprowadzano poprzez inkubacjg tkanek z 3% BSA, lub mieszaning surowic: bydlecej i koziej w
stgzeniach 3% 1 10%, lub opcjonalnie z BSA mix (sktad podany w rozdziale 4.1.5.). Nie
zaobserwowano negatywnego wpltywu takich preinkubacji na zdolno$¢ taczenia si¢ specyficznego

przeciwciala pierwszorzegdowego z poszukiwanym antygenem w badanych tkankach.

4.2.3.4.2. Immunohistochemiczna metoda barwienia tkanek LSAB (Labeled StreptAvidin

Biotin) — barwienie pojedyncze

Najpopularniejsza metoda barwienia IHC jest standardowa metoda ABC, ktdra najogdlniej
opiera si¢ na wykorzystaniu specyficznego powinowactwa awidyny do biotyny (Ryc.8). Ponizszy
opis procedury IHC (LSAB) jest modyfikacja metody ABC gdzie awidyng zastapiono
streptoawidyna, majaca czterokrotnie wigksze powinowactwo do biotyny, wiazac ja
niekowalencyjnie. Streptoawidyna w odroznieniu do awidyny nie taczy si¢ niespecyficznie sitami
elektrostatycznymi z ujemnie natadowanymi sktadnikami tkanek np. btona komérkowa (jej punkt
izoelektryczny jest bliski obojgtnemu, i wynosi 7 pH, w odroznieniu do awidyny ktérej punkt
izoelektryczny wynosi 10 pH). Dodatkowo, streptoawidyna nie zawiera grup weglowodanowych,
ktore obecne w awidynie moga wptywaé na wiazanie z niektorymi biatkami tkanek, powodujac
zwigkszenie ryzyka niespecyficznych wiazan. Wszystko to sprawia, ze metoda LSAB jest blisko10
razy czulsza w pordwnaniu ze standardowa metoda barwienia immunohistochemicznego ABC.

Wykorzystano zestaw firmy Biogenex w ktorego sktad wchodzity: biotynylowany kompleks
przeciwcial drugorzgdowych rozpoznajacy przeciwciala myszy, krolika, 1 swinki morskiej oraz
enzym HRP zwiazany ze streptoawidyna. Reakcj¢ IHC wizualizowano za pomoca 3,3'-

diaminobenzydyny jako chromogenu dajacego brazowa reakcje barwna. Wszystkie preparaty

49



MATERIALY [ METODY

podbarwiano hematoksylina. Doktadny opis 1 dane dotyczace pochodzenia odczynnikow znajduja

si¢ w podrozdziale 4.1.4.

STREPTOAWIDYNA
SPRZEZONA Z PEROKSYDAZA

PRZECIWCIALO
DRUGORZEDOWE
ZNAKOWANE BIOTYNA

PRZECIWCIALO
PIERWSZORZEDOWE

ANTYGEN A

Ryc.8 Schemat wykrywania antygenu za pomoca kompleksu streptoawidyna-peroksydaza (zrédto:
Zabel 1999, str. 142).

Zatopione w parafinie tkanki $cinano na skrawki o grubosci 4-6 um, naktadano na szkietka
podstawkowe pokryte poli-L-lizyna i suszono w temperaturze pokojowej przez 12h. Szkietka z
preparatami zostaty nastgpnie poddane deparafinizacji termiczej w 60°C, celem usunigcia nadmiaru
parafiny z okolic tkanki jak i samego preparatu. Tak przygotowany material zdeparafinizowano 30
minutowa inkubacja w ksylenie a nast¢pnie uwodniono w szeregu malejacych stgzen alkoholi, do
wody. Domeny antygenowe GHREL, glukagonu, SST, PP oraz SYP zostaty udostepnione poprzez
gotowanie tkanek w 0,01 mol/l buforze cytrynianowym o kwasnym pH (pH 6.0) w cyklach 3 x 5
min. w kuchence mikrofalowej. Domeny antygenowe pozostatych biatek: czynniki transkrypcyjne
(Pax6, Nkx2-2, Nkx6-1, Isl1) oraz insulina, wymagaty 30 min. gotowania w buforze TRIS-EDTA o
pH zasadowym (pH 9.0). Skrawki, po ostudzeniu w temperaturze pokojowej, przemyto buforem
fosforanowym (PBS pH 7.4) i poddano dwojakiemu blokowaniu. Najpierw blokowano endogenna
aktywnosc¢ peroksydazy poprzez inkubacj¢ z 3% H202, przez 10 min. Nastgpnie blokowano miejsca
niespecyficznych wiazan surowica obcogatunkowa (10% BSA) przez kolejne 10 min. Tak
przygotowane skrawki poddano godzinnej inkubacji ze specyficznym przeciwcialem
pierwszorzedowym (Tab.1,Rozdz.4.1.3.). Nastepnie stosowano kolejno: 30 min. inkubacje z

przeciwcialem drugorzgdowym skoniugowanym z biotyna, oraz 30 min. inkubacjg ze
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streptoawidyna skoniugowana z peroksydaza chrzanowa. Po doktadnym odptukaniu odczynnikOw
na skrawki natozono DAB dajacy, w wyniku reakcji enzymatycznej z peroksydaza, przy udziale
H202, barwny produkt nierozpuszczalny w wodzie, oraz rozpuszczalnikach organicznych.
Koncowo, preparaty podbarwiono hematoksylina celem uwidocznienia struktury barwionej tkanki.
Ostatecznie, skrawki odwodniono w szeregu wzrastajacych stezen alkoholi, do ksylenu. Po

naklejeniu szkietek nakrywkowych, wybarwione preparaty analizowano w mikroskopie §wietlnym.

4.2.3.4.3. Immunohistochemiczna metoda barwienia tkanek LSAB (Labeled StreptAvidin
Biotin) — barwienie podwdjne

Metoda podwdjnego barwienia w IHC rozpoczyna si¢ barwieniem pojedynczym, do
momentu natozenia pierwszego chromogenu DAB. Skrawkow nie poddaje si¢ wtedy odwodnieniu
w celu utrwalenia, lecz kontynuuje si¢ immunohistochemiczna lokalizacj¢ kolejnego biatka. Po
wybarwieniu pierwszego z dwoch interesujacych nas peptydéw, skrawki poddawane sa ponownie
procesowi udostgpnienia determinant antygenowych dla drugiego przeciwciata pierwszorzedowego.
Preparaty gotowano po raz kolejny w 0,01 mol/l buforze cytrynianowym o kwasnym pH (pH 6.0) w
cyklach 3 x 5 min. w kuchence mikrofalowej, lub w buforze TRIS-EDTA o pH zasadowym (pH
9.0), w zaleznosci od specyfiki naktadanego przeciwciata. Blokowanie woda utleniona i surowicami
obcogatunkowymi nie bylo na tym etapie stosowane. Skrawki inkubowane byly z drugim,
specyficznym przeciwcialem pierwszorzegdowym przez godzing w temperaturze pokojowe;.
Nastgpnie naktadano drugorzedowe przeciwciato biotynylowane na 30 min., po czym skrawki
inkubowano ze streptoawidyna sprzgzong z fosfataza alkaliczna, przez kolejne 30 min. Reakcje
barwna wywotano przy uzyciu zestawu Vector Red Substrate (code: SK-5100, Vector Laboratories,
Inc.). Ostatecznie preparaty podbarwiono hematoksyling celem uwidocznienia struktury barwionej
tkanki. Poniewaz chromogen Vector Red wyplukiwany jest przez alkohol, reakcje zakonczono na
etapie uwodnionej tkanki, omijajac etap dehydratacji w szeregu wzrastajacych stgezen alkoholi do
ksylenu. Skrawki zabezpieczono i utrwalono specjalnym klejem odpowiednim dla roztworéw
wodnych, naklejajac na preparaty szkietka nakrywkowe. Chromogen natozony w tym typie reakcji
jako pierwszy — DAB, wybarwit struktury komorek na brazowo, natomiast Vector Red, na

czerwono. Podwdjna reakcje¢ IHC analizowano nastgpnie przy uzyciu mikroskopu $wietlnego.
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4.2.3.4.4. Podbarwianie hematoksyling

Hematoksylina to niebieski barwnik o charakterze zasadowym, otrzymywany z drewna
Haematoxylum campechianum. Stuzy do wybarwiania kwasowych czastek struktur biatkowych, np.
jader komorkowych. Utleniona, przeksztalca si¢ w hemateing o gigboko niebiesko-purpurowym
kolorze. Jest powszechnie uzywana do barwienia cytologicznego. Wybarwione na niebiesko jadra

utatwiaja orientacj¢ w topologii narzadu.

4.2.3.4.5. Odwodnienie tkanek i procedury konczace

Po przeprowadzeniu reakcji barwnych z chromogenami uzywanymi w IHC preparaty
utrwala si¢ poprzez ich odwodnienie w szeregu alkoholi o wzrastajacych stezeniach (70% - 80% -
95% - 100%). Nastepnie szkietka zanurza si¢ w rozpuszczalniku organicznym jakim jest ksylen i
delikatnie nakleja si¢ szkielko nakrywkowe stosujac w tym celu zywic¢ organiczna. Inaczej
postepuje si¢ w sytuacji, kiedy stosowany chromogen rozpuszczalny jest w substancjach
organicznych. W takim przypadku rezygnuje si¢ z odwodnienia tkanek w szeregu alkoholi o
wzrastajacych stezeniach i przeptukane w wodzie destylowanej preparaty poddaje si¢ bezposrednio
naklejeniu szkietek nakrywkowych z uzyciem kleju utrwalajacego preparaty wilgotne. Poniewaz
tak przygotowane preparaty moga by¢ przechowywane przez wiele lat, bez niebezpieczenstwa
utraty barwnego produktu reakcji, wazne jest dokladne opisanie szkielek z podaniem daty
wykonanego barwienia i krotkiego opisu eksperymentu (rodzaj wizualizowanego antygenu oraz

stgzenie robocze uzytego przeciwciala pierwszorzedowego).

4.2.3.4.6. Reakcje kontrolne

Rownolegle z immunohistochemiczna lokalizacja danego antygenu przeprowadza si¢
reakcje kontrolne, sprawdzajace specyficzno$¢ 1 potwierdzajace wiarygodnos¢ uzyskanych
wynikow. Polegaja one na dokladnym powtorzeniu procedury IHC z ominigciem natozenia
Swoistego przeciwciata pierwszorzedowego. W ten sposéb mozna wykry¢ nieswoiste wiazanie
przeciwciala drugorzedowego oraz pozostalych odczynnikow uzywanych kolejno. Oczekiwana
reakcja potwierdzajaca swoisto$¢ wiazania, to brak jakiejkolwiek reakcji barwnej. Zaréwno w IHC

jak i IMF, znany jest rowniez drugi rodzaj reakcji kontrolnej. Jest to tak zwana reakcja adsorpcyjna.
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Polega na uprzedniej inkubacji przeciwciata pierwszorzedowego z wyizolowanym i oczyszczonym
antygenem (peptydem), przeciwko ktéremu przeciwciato jest skierowane. Procedura ta ma na celu
wysycenie miejsc wiazacych antygeny stosowanych przeciwcial i niedopuszczenie do ich zwiazania
z antygenami komorek analizowanego skrawka. Mieszaning preinkubacyjna (specyficzne
przeciwcialo pierwszorzedowe i peptyd) inkubuje si¢ z tkanka w ktorej dany antygen jest obecny.
Jesli przeciwciato jest specyficzne tylko dla danego antygenu, to nie powinno si¢ 0no przytaczy¢ do
zadnego miejsca w tkance. W takim wypadku reakcja kontrolna objawia si¢ brakiem jakiejkolwiek
reakcji barwnej. Natomiast jesli przeciwciato nie jest w peni specyficzne, to po dokonczeniu catej
procedury IHC otrzymamy produkty barwne reakcji, ktore informuja o niespecyficzno$ci uzytego

przeciwciala pierwszorzedowego.

4.2.3.5. Immunofluorescencja

IMF to metoda wizualizacji kompleksu antygen-przeciwciato z wykorzystaniem znacznika
lub znacznikdw fluorescencyjnych. Wynik reakcji w postaci $wiecacych komplekséw obserwujemy
pod mikroskopem fluorescencyjnym. Wyr6znia sig:

1. Immunofluorescencjg¢ bezposrednia, w ktorej znakowane fluorochromem przeciwciato

pierwszorzedowe, bezposrednio wiaze si¢ z antygenem

2. Immunofluorescencje posrednia, gdzie przeciwciato pierwszorzgdowe skierowane jest

przeciwko antygenowi A, natomiast przeciwciato drugorzedowe, skierowane jest przeciwko

przeciwciatu pierwszorzgdowemu i wyznakowane jest fluorochromem.

Podwojna IMF posrednia stosuje si¢ w przypadku badania koekspresji dwoch roéznych
antygenébw w tej samej komdrce. W metodzie tej stosuje si¢ dwa rodzaje przeciwciat
pierwszorzedowych: jedno skierowane przeciwko antygenowi A, drugie natomiast przeciwko
antygenowi B. Oba te przeciwciala musza by¢ wyhodowane na innych gatunkach zwierzat.
Nastgpnie przeprowadza si¢ inkubacje z przeciwcialami drugorzgdowymi z ktérych kazde
skierowane jest przeciwko odpowiedniemu przeciwciatu pierwszorzedowemu i kazde jest
znakowane innym fluorochromem np. przeciwcialo drugorzedowe skierowane przeciwko
przeciwcialu koziemu jest wyznakowane TRITC i wybarwia kompleks antygen-A-przeciwcialo na
czerwono. Drugi typ przeciwciata drugorzedowego jest skierowane przeciwko pierwszorzedowemu
przeciwcialu kréliczemu 1 jest wyznakowane FITC, wigc wybarwia miejsce wystgpowania antygenu

B na zielono.
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4.2.3.5.1. Metoda podwdjnej immunofluorescencji posredniej

W pracy stosowano metode podwojnej IMF posredniej z zastosowaniem dwodch rodzajow
fluorochroméw, FITC ktory jest wzbudzany przez fale o dlugo$ci 495 nm i emituje Swiatlo w
zakresie koloru zielonego o dtugosci fali 517 nm. Drugi fluorochrom TRITC jest wzbudzany przez
falg o dlugosci 550 nm 1 emituje Swiatto z zakresu barwy  czerwonej
o dtugosci 573 nm.

Metoda podwdjnej IMF posredniej prowadzona byta poczatkowo jak standardowe barwienie
IHC do momentu gotowania preparatow w buforach: cytrynianowym (pH 6) lub TRIS-EDTA (pH
9). Szkielka po ostygnigciu w temperaturze pokojowej (20 min.) przemywano woda destylowana i
poddawano 5 min. inkubacji z 15mM glicyna celem wyblokowania autofluorescencji tkanek i 0,2%
zelatyna przez 20 min. Po trzykrotnym ptukaniu tkanek w buforze PBS, preparaty inkubowano z
przeciwcialami pierwszorzedowymi (1 h w temperaturze pokojowej lub przez noc w 4°C).
Przeciwciata zmywano ze szkietek 0,2% zelatyna, z ktora nastgpnie inkubowano skrawki przez 5
min. Po doktadnym przeptukaniu preparatow PBS-em, natozone zostaty drugorzgdowe przeciwciata
fluorescencyjne, ktore pozostawiono na 45 min. w ciemnosci w temperaturze pokojowej. Od tego
momentu wszystkie manipulacje wykonywane przy szkietkach przeprowadzane byly w ciemnosci
w celu ochrony uzytych fluorochromow przez wyswieceniem. Nastepnie skrawki inkubowano z
0,2% zelatyna przez 3 min., po czym przemyto doktadnie PBS-em. W koncowym etapie procedury
natozono DAPI celem podbarwienia jader komérkowych. Po 10 min. usunigto fluorochrom i
doktadnie przemyto szkietka, zakanczajac procedur¢ w srodowisku wodnym. Szkietka nakrywkowe
naklejono z uzyciem kleju do preparatow wilgotnych 1 pozostawiono na noc do wyschnigcia. Tak
przygotowane preparaty IMF, zawsze chronione przez ekspozycja na $wiatlo, analizowano 1

dokumentowano, po czym przechowywano w temperaturze -20°C.

4.2.3.6. Analiza ilo$ciowa otrzymanych barwien immunohistochemicznych

Analizg ilosciowa wybarwionych preparatow przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania

AxioVision Rel.4.4, zliczajac liczbg immunoreaktywnych komoérek (w odniesieniu do danej wyspy

w ktorej byly one obecne) lub powierzchni¢ wybarwiona immunohistochemicznie (w odniesieniu

do obserwowanego pola przy okreslonym powigkszeniu).
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4.2.3.6.1. Czestos¢ wystepowania, powierzchnia wyspy i wzgledna masa komorek

immunopozytywnych w trzustce czlowieka dorostego

Czestos¢ wystepowania komorek GHREL-ip obliczono analizujac preparaty trzustek
pochodzacych od 32. dawcow. Czestos¢ wystepowania komorek immunopozytywnych w wyspie
analizowano pod powickszeniem obiektywu 40x, okreslajac liczbe  komorek GHREL-ip
widocznych na danym przekroju wyspy. Trzy preparaty z kazdej trzustki (kazdy z kilkoma
przekrojami) badano przy uzyciu mikroskopu $wietlnego, studiujac pie¢ przypadkowo wybranych
pol przypadajacych na jeden preparat histologiczny. Zliczono catkowita liczb¢ wysp widocznych w
analizowanym polu mikroskopowym, oraz liczbe komoérek GHREL-ip przypadajacych na dana
wyspe w przekroju.

Frakcje objetosci wyspy Langerhansa zajmowana przez poszczegodlne komorki
immunopozytywne kalkulowano wyliczajac stosunek powierzchni komoérek wykazujacych dana
reakcj¢ IHC do powierzchni komorek niewybarwionych a znajdujacych si¢ w analizowanym polu
preparatu. Analiza taka mozliwa byta dzigki zastosowaniu oprogramowania AxioVision Rel. 4.4.

Znajac masy poszczegdlnych trzustek (przyjmujac mas¢ wilasciwa trzustki réwna 1,000 g-
cm) oraz wyliczywszy frakcje objetosci komorek GHREL-ip oraz komorek beta w trzustce,

mozliwe byto obliczenie wzglednej masy komoérek immunopozytywnych w trzustce.

4.2.3.6.2. Analiza ilosciowa trzustek w trakcie rozwoju

4.2.3.6.2.1. Rozmiary wysp w trakcie rozwoju

Za wielko$¢ wysp przyjeto umownie ich S$rednicg, ktéra analizowano po uprzednim
wybarwieniu IHC na SYP. W pierwszej kolejnosci wyliczono wielko$¢ wysp jako $rednia
arytmetyczna liczona z sumy dhugosci (X) i szerokosci (Y) analizowanej wyspy (Ryc.9). Srednice

wysp obliczano wigc wedlug wzoru:

Srednica wyspy = (X+Y)/2
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Ryc.9 Wyspy Langerhansa trzustki wybarwione Ditizonem. Strzatkami oznaczono dtugo$¢ (X) oraz

b

szeroko$¢ (Y) danej wyspy.

Nastepnie analizie poddano powierzchnig, zajmowana przez wybarwione IHC komorki
endokrynne, ktéra wyrazono w mm’. Przy uzyciu oprogramowania Axio Vision Rel. 4.4
wyznaczano powierzchni¢ immunoreaktywna dla danego hormonu danej wyspy. Analizowano pigé
przypadkowo wybranych pol mikroskopowych preparatow z kazdego tygodnia rozwoju trzustki
(nie mniej niz 10 wysp przypadajacych na dany etap rozwoju). Wyniki usredniono obliczajac w ten

sposob srednia powierzchni¢ wysp charakterystyczna dla danego etapu rozwoju.

4.2.3.6.2.2. Liczba komdrek immunoreaktywnych w przekroju wyspy w trakcie rozwoju

Liczbe komorek immunoreaktywnych analizowano po uprzednim wybarwieniu preparartow
przy uzyciu specyficznego przeciwciata pierwszorzgdowego skierowanego na interesujacy nas
antygen (insulina, GHREL, glukagon, PP, SST, SYP, czynnik transkrypcyjny). Analizowano je
przy pomocy programu Axio Vision Rel. 4.4. W programie tym liczba komdrek odnoszona jest do
calkowitej liczby komorek na przekroju danej wyspy 1 wyrazana w procentach.

Liczba komdrek danego typu odnoszona byta do catkowitej liczby komorek danej wyspy
widocznej na przekroju 1 wyrazona jako jej procent. Udziat komoérek danego typu obliczano z 5-11
wysp, z nie mniej niz 3 przypadkowo wybranych p6l mikroskopowych 1 wyrazano jako $rednia

+ SD.
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4.2.3.7. Analiza jakosciowa otrzymanych barwien immunohistochemicznych i

immunofluorescencyjnych

Wyniki barwien IHC analizowano przy uzyciu mikroskopu optycznego odwroconego —
Axiovert 25 (ZEISS, Niemcy) z oprogramowaniem AxioVision Rel.4.4. Do obserwacji tkanek
wybarwionych immunofluorescencyjnie uzywano mikroskopu konfokalnego LSM 510 Meta
(ZEISS, Niemcy) lub mikroskopu Leica DM5000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany) z
wbudowana kamera i aparatem cyfrowym (Evolution MP; Leica). Zdjecia analizowano przy uzyciu
oprogramowania firmy Leica IM50 Image Manager.

Kazdy typ reakcji poprzedzony byt reakcjami kontrolnymi, ktérych celem byto
zweryfikowanie specyficznosci uzywanych przeciwcial pierwszorzgdowych. W tym celu
przeciwciato pre-inkubowano przez 30 min. z odpowiadajacym mu peptydem, po czym taki
kompleks natozono na tkanke. Nastepnie kontynuowano reakcje¢ IHC/IMF wedtug standardowego
protokotu barwienia. W celu zweryfikowania specyficznosci pozostatych sktadnikow reakcji
IHC/IMF omijano inkubacj¢ z przeciwcialem pierwszorzgdowym, inkubujac tkanke jedynie z
buforem PBS. Nastgpnie kontynuowano reakcj¢ IHC/IMF wedlug standardowego protokotu

barwienia.
4.2.3.8. Analiza statystyczna wynikow

Analizg statystyczna wynikow prowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji
ANOVA — testu Duncana, za pomoca programu SigmaStat 2.0 (StatSoft). Roznice pomigdzy

$rednimi na poziomie 5% (p <0,05) uznane byly za istotne, a na poziomie 1% (p <0,01) za wysoce

istotne. Wyniki przedstawione zostaty jako $rednie * btad standardowy (SEM).
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5. WYNIKI

5.1. Identyfikacja komérek GHREL-ip w trzustce czlowieka dorostego (wyspy
Langerhansa)

5.1.1. Ekspresja ppGHREL w izolowanych wyspach Langerhansa trzustki

Ekspresj¢  ppGHREL badano w izolowanych wyspach Langerhansa trzustki
cztowieka. Wyspy izolowano od pacjentow zakwalifikowanych jako dawcy wysp do
przeszczepu, w celach transplantacji chorym na cukrzyce typu I-szego pacjentom, a czesé
wyizolowanego materialu przeznaczono do celow doswiadczalnych, dla zweryfikowania
hipotezy o obecnosci ppGHREL w komorkach endokrynnych wysp trzustkowych cztowieka.
Zastosowano par¢ starterow specyficznych dla mRNA ppGHREL. Zastosowana para
starterow amplifikowala w reakcji PCR produkt o wielkosci 326 pz. Wyniki analizy ekspres;ji
ppGHREL w izolowanych wyspach trzustki cztowieka przedstawiono na rycinie nr 10.

Ryc.10 Analiza ekspresji mMRNA ppGHREL wykonana technika PCR w izolowanych
wyspach Langerhansa trzustki cztowieka. 1000 pz (wzorzec wielkosci markera), HI (Human

Islets — izolowane wyspy), W (woda — kontrola).
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Wyniki tych badan wykazaty, ze ppGHREL ulega ekspresji na poziomie mRNA w

aparacie wyspowym trzustki cztowieka dorostego.

5.1.2. Komérki GHREL-ip jako komorki endokrynne — analiza immunofluorescencyjna

wysp trzustki czlowieka doroslego

Doniesienia literaturowe, ze komoérki GHREL-ip stanowia oddzielna grupe, lub
podgrupe endokrynnej populacji komorek aparatu wyspowego wymagaty rozpoczecia badan
histochemicznych od zweryfikowania hipotezy, iz komorki GHREL-ip sa komorkami
endokrynnymi. Dlatego tez przeprowadzono badania IMF kolokalizacji GHREL z SYP w
trzustce. SYP jest markerem komdrek neuroendokrynnych, w tym komorek wysp
Langerhansa (Chejfec i wsp., 1987; Kalina i wsp., 1991). Przyktadowy wynik podwojnego
barwienia IMF przedstawia rycina nr 11.

Ryc.11 Kolokalizacja GHREL (FITC — kolor zielony) i SYP (TRITC — kolor czerwony) w
trzustce cztowieka. A. natozenie obrazoéw zebranych z 3 kanatow: FITC (GHREL), TRITC
(SYP), DAPI (jadra komoérkowe — kolor niebieski). B. Komorki GHREL-ip w wyspie. C.
Komorki SYP-ip. Kolor zotty, wynikajacy z natozenia si¢ sygnalow obu fluorochromow,

obrazuje koekspresj¢ badanych peptydéw. Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 35 pm.
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Jak wykazaty przeprowadzone badania, w trzustce cztowieka dorostego praktycznie
wszystkie komorki wysp sa komorkami SYP-ip. Poza wyspa wystepuja tylko pojedyncze
komorki SYP-ip, i to w najblizszym sasiedztwie wysp. W przeciwienstwie do nich, komarki
GHREL-ip sa tylko nieliczne, przy czym wystepuja one zarOwno w obrebie wysp jak i w ich
najblizszym sasiedztwie. W przeprowadzonych badaniach wszystkie komorki GHREL-ip sa
réwniez komorkami SYP-ip. Nalezy podkresli¢, ze zdecydowanie stabsza reakcje IMF na

SYP obserwuje si¢ w przypadku pojedynczych komorek znajdujacych si¢ poza wyspa.

5.1.3. Komorki GHREL-ip piatym typem komorek endokrynnych wyspy

Identyfikacja GHREL w wyspie Langerhansa trzustki byta do niedawna kwestia
sporna. W 2002 roku Volante i wsp. zlokalizowali GHREL w komoérkach B trzustki cztowieka
wnioskujac, ze jej ekspresja zachodzi w komdrkach syntetyzujacych insuling. W tym samym
roku inna grupa wykazata kolokalizacj¢ GHREL z glukagonem w komorkach a trzustki (Date
i wsp., 2002). Te sprzeczne doniesienia literaturowe, jak i najnowsze wyniki badan, jakoby
komérki GHREL-ip wyznaczaly nowy, piaty typ komoérek w wyksztalconym aparacie
endokrynnym trzustki (Wierup i wsp., 2002) wymagaty podjgcia prob zweryfikowania tej
hipotezy na materiale objgtym badaniami niniejszej pracy.

W tym celu przeprowadzono podwojne barwienia na preparatach trzustki osoby
dorostej. W pierwszej kolejnosci badano ewentualng koekspresj¢ GHREL z insuling
(Ryc.12.A, 13.A) i glukagonem (Ryc.12.B, 13.B). Nastgpnie wykonano dodatkowe
doswiadczenie majace na celu przesledzenie ewentualnej kolokalizacji GHREL z SST
(Ryc.13.C) oraz PP (Ryc.13.D).
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Ryc.12 Komorki GHREL-ip (FITC) wykazuja brak koekspresji z: A. glukagonem (TRITC) i

B. insuling (TRITC). Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 35 pm.

C

Ryc.13 Immunofluorescencyjna lokalizacja GHREL (TRITC) z: A. insuling (FITC), B.
glukagonem (FITC), C. SST (FITC) oraz D. PP (FITC) w wyspie cztowieka dorostego. Kolor
niebieski (DAPI). Powigkszenie obiektywu x 20.
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Nie obserwuje si¢ koekspresji GHREL z Zadnym z czterech gldéwnych hormonow
trzustki (Ryc.13). Komorki INS-ip zlokalizowane sa wewnatrz wysp. Otoczone sa one
pozostatymi typami komoérek endokrynnych, w tym takze komoérkami GHREL-ip, ktore
zlokalizowane sa zazwyczaj na obrzezu wyspy. Komorki GLUK-ip zajmuja, podobnie jak
komorki e, peryferyjna cze$¢ wyspy, jednak ewidentnie stanowia one odrebna od komdrek
GHREL-ip, populacje komorek aparatu wyspowego (Ryc.12.A, 13.A). Wyniki badan IMF,
dokumentujace brak kolokalizacji GHREL z insulina w komorkach B oraz z glukagonem w
komorkach o trzustki, zgodne sa ze wczesniejszymi doniesieniami literaturowymi (Wierup i
wsp., 2002).

Dodatkowo przeprowadzono doswiadczenia majace na celu potwierdzenie hipotezy o
catkowitej 1 pelnej odrgbnosci piatego typu komoérek wyspy. Brak kolokalizacji GHREL z
SST w komodrkach & i PP w komérkach PP (Ryc.13.C, 13.D) potwierdza te hipoteze. Komorki
GHREL-ip stanowia wigc u cztowieka dorostego nowy, piaty typ komorek wysp Langerhansa

trzustki.

5.1.4. Lokalizacja komorek GHREL-ip w trzustce

Obecno$¢ komoérek GHREL-ip w trzustce opisano na podstawie badan IHC
wykonanych na tkankach pochodzacych od oséb dorostych. Zaobserwowano trzy typy
lokalizacji komérek GHREL-ip w trzustce: w wyspie (Ryc.14), w przewodach trzustkowych
(Ryc.15) oraz pojedyncze komorki zlokalizowane wsérod pozostatych —elementow
egzokrynowych (Ryc.16). Najbardziej zewngtrznie potozonymi komorkami wysp
Langerhansa trzustki cztowieka dorostego sa komorki syntetyzujace GHREL. Obecne sa one
zawsze na obrzezu wyspy (Ryc.14), stanowiac bardzo niewielki procent jej komoérek. Nie
zaobserwowano komdrek GHREL-ip wewnatrz wysp. Komérki GHREL-ip obserwowano
natomiast w $cianach przewodow trzustkowych (Ryc.15), oraz wérod pozostatych elementow

egzokrynowych jako pojedyncze, chaotycznie rozrzucone komdrki (Ryc.16).
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v
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Ryc.14 Immunohistochemiczna lokalizacja komérek GHREL-ip w wyspach Langerhansa
trzustki cztowieka dorostego (A i B). Widoczna wyrazna reakcja IHC w kilku komdrkach

zlokalizowanych na obwodzie wysp A i B. Powigkszenie obiektywu x 20.

—

L " 100 pm 1
1 p E, 1

Ryc.15 Immunohistochemiczna lokalizacja komérek GHREL-ip w przewodzie trzustkowym
trzustki osoby dorostej (strzatki). Widoczne na rycinie zgrupowanie komorek w dolnej czegsci
przewodu (A) moze wyznacza¢ nowo ksztattujace si¢ komorki endokrynne przysziej wyspy

(duct-to-islet neogenesis). Powigkszenie okreslone skala.
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Ryc.16 Komdrka GHREL-ip wérdd elementow egzokrynnych trzustki cztowieka dorostego.
Powigkszenie obiektywu x 40.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w pelni wyksztatlconej trzustce cztowieka
niewiele jest komérek GHREL-ip. Stanowia one bardzo niski procent pozostatych komorek
tworzacych organ. Na podkreslenie zastluguje obecno$¢ tych komoérek w $cianach przewodow

trzustkowych, co moze mie¢ istotny wptyw na neogenezg wysp w dorostym organizmie.

5.1.5. Czestos¢ wystgpowania, frakcja objetosci i frakcja masy komorek GHREL-ip w

trzustce czlowieka doroslego

Badaniu poddano preparaty trzustek pochodzacych od 32. pacjentow
zakwalifikowanych jako dawcy narzadu. Na preparatach tych wykonywano reakcje IHC dla
GHREL. Sposrod wszystkich wysp, 34,7+18,7% wykazuje co najmniej jedna komorke
GHREL-ip, w pozostatych, takich komoérek nie obserwowano. Sposroéd wszystkich wysp, w
ktorych zlokalizowano komorki GHREL-ip, az 74,0+24,2% wysp zawieratlo maksymalnie do
3. komorek GHREL-ip. W pozostatej cze$ci (26,0+24,2%) obserwowano wigcej niz 3
komorki GHREL-ip. Srednio okoto 1,2+1,2 komérek GHREL-ip przypada na przekroj danej
wyspy.
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Obliczono roéwniez powierzchnig zajmowana przez komorki € i p (dla kazdego typu
komdrek oddzielnie), przypadajaca na analizowane pole preparatu. Analiza taka mozliwa byta
dzigki zastosowaniu oprogramowania AxioVision Rel. 4.4. przy uzyciu ktorego obliczano
powierzchni¢ komorek wykazujacych reakcje IHC, w stosunku do powierzchni komdrek
niewybarwionych, znajdujacych si¢ poza wyspa a wyznaczajacych czes¢ egzokrynna trzustki.

Frakcja objetosci komdrek GHREL-ip w wyspach trzustki cztowieka dorostego
wynosi 0,14+0,16%. Natomiast frakcja objetosci komoérek B wynosi 2,50+1,94%. Jako ze
dysponowano danymi odno$nie masy poszczegolnych trzustek (100+21 g), oraz przyjmujac
mas¢ wilasciwa trzustki réwna 1,000 g-cm, obliczono catkowita $rednia mase¢ komorek
GHREL-ip (0,13+0,15 g), oraz komdrek INS-ip (2,4+1,9 g) w trzustce. Tak pte¢ jak i wiek
pacjentow nie wptywaty na mas¢ komorek GHREL-ip w trzustce, natomiast bardzo wyrazna

byta ujemna korelacja ze wskaznikiem masy ciata (BMI) badanych.
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Ryc.17 Srednia liczba komérek GHREL-ip/wyspe oraz frakcja masy komoérek & w trzustce
cztowieka dorostego, oraz ich zaleznos¢ od BMI. A. érednia liczba komérek GHREL-ip w
trzustce (n/przekroj wyspy; R=0.565; p=0.001), B. frakcja masy komorek & (g) w trzustce
(R=0.482; p=0.006) w odniesieniu do BMI dawcow. Linia ciagta — regresja liniowa, linia

przerywana — 95% przedzial ufnosci.
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Ryc.18 Frakcja objgtosci wyspy zajgta przez komorki GHREL-ip i stosunek ich masy do
masy komorek INS-ip w trzustce cztowicka dorostego i ich zalezno$¢ od BMI. A. Frakcja
objetosci komorek GHREL-ip w trzustce (%) (R=0.57; p=0.001), B. stosunek masy komorek
¢ do masy komdrek B w trzustce (R=0.627; p<0.001) w odniesieniu do BMI dawcoéw. Linia

ciagta — regresja liniowa, linia przerywana — 95% przedzial ufnosci.

5.2. Cytologiczne aspekty rozwoju wysp Langerhansa czlowieka w okresie ptodowym

Ksztattowanie si¢ wysp w trakcie rozwoju to dynamiczny i bardzo ztozony proces.
Obejmuje on wzrost i réznicowanie si¢ poszczegélych komorek a przez to zmiang relacji
ilosciowych poszczegdlnych komponentow endokrynnej czsci trzustki. Jednak niemalze
liniowemu wzrostowi wielkosci wysp podczas ontogenezy nie towarzyszy rOwnoczesny,
liniowy wzrost procentowego udzialu poszczegdlnych komorek endokrynnych aparatu
wyspowego. Ten dynamiczny proces wzajemnych zalezno$ci ilosciowych poszczegdlnych

komorek wyspy opisano w ponizszych rozdziatach.

5.2.1. Ogolny rozw0j wysp Langerhansa — analiza jako$ciowa i ilosciowa

Analizowano trzustki pltodéow pomiedzy 13. a 39. tygodniem rozwoju
wewnatrzmacicznego. W tym okresie w badanym narzadzie obserwowano staly wzrost
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udziatu komponenty endokrynnej (komorki SYP-ip), ktory to proces analizowano ilosciowo
oraz jakosciowo. Analizy te oparto na pomiarach zmieniajacej si¢ powierzchni endokrynnej

badanych trzustek.

5.2.1.1. Analiza jakos$ciowa — immunohistochemiczna

Komorki endokrynne (SYP-ip), widoczne sa w trzustce juz na bardzo wczesnych
etapach rozwoju ptodowego. W trzynastym tygodniu zycia wewnatrzmacicznego trzustka
sktada si¢ z drobnych przewoddéw trzustkowych, w okolicy ktorych bardzo czgsto obserwuje
si¢ chaotycznie porozrzucane komoérki endokrynne, ktore wraz z nablonkiem endodermalnym,
otoczone sa masa komorek mezenchymalnych. Na tym etapie rozwoju pojedyncze komorki
endokrynne nie sa jeszcze zorganizowane w wyspy, cho¢ wykazuja pozytywne reakcje IHC
dla poszczegdlnych hormonéw. W kolejnych etapach rozwoju komoérki zebrane sa juz w
grupy komorek endokrynnych (15 tydz.), ktére wykazuja homotypowy, czyli jednolity sposob
barwienia, oddzielnie dla insuliny lub glukagonu. Nadal obserwuje si¢ pojedyncze komorki
endokrynne rozsiane w czgéci egzokrynnej narzadu. Komponenta endokrynna zaczyna
ksztattowac si¢ w wyspy Langerhansa trzustki okoto 17. tygodnia zycia wewnatrzmacicznego
(widoczne komorki GLUK-ip nadaja zarys prymitywnym wyspom). Intensywny rozwaj wysp
obserwuje si¢ od 18. tygodnia az do urodzenia. Wyspy w 21. tygodniu rozwoju wykazuja
charakter heterotypowy — w prymitywnych wyspach obecne sa juz dwa lub wiecej rodzajow
komérek endokrynnych. W 24. tygodniu zycia wewnatrzmacicznego obserwuje si¢ typowy
dla dorostej wyspy uktad komorek o, B, 8, PP i €, cho¢ z nieustalonym jeszcze udziatem
ilosciowym poszczegolnych typow komorek (Ryc.20). Komorki INS-ip stanowia zasadniczg i
centralna cze$¢ wyspy i otoczone sa komoérkami o oraz 8, z nielicznymi komorkami
pozytywnymi dla PP na obwodzie. W duzej liczbie obecne sa rowniez komorki GHREL-ip,

ktore zlokalizowane sg na obrzezach wysp (Ryc.20).
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Ryc.19 Komdrki SYP-ip w trzustce w okresie ptodowym i pourodzeniowym cztowieka. Okresy
rozwoju (tygodnie) opisane sa w lewym, géornym rogu kazdego zdjecia, gdzie N (noworodek), D
(dorosty). Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm (zdjecie D = 50 pum).
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Ryc.20 Immunohistochemiczna lokalizacja hormondw trzustki w 24. tygodniu zycia
wewnatrzmacicznego. Opis poszczegélnych hormonéw widoczny jest na dole kazdego ze

zdje¢. Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm.

5.2.1.2. Analiza iloSciowa

Komponent endokrynny zaczyna ksztattowaé si¢ w wyspy Langerhansa trzustki
wczesnie w rozwoju osobniczym. Poczatkowo, komorki endokrynne obserwowane sa jako
pojedyncze, porozrzucane chaotycznie w tkance mezenchymalnej komorki, czgsto znajdujace
si¢ w bliskim otoczeniu prymitywnych przewodoéw trzustkowych. W kolejnych etapach
rozwoju komorki zebrane sa juz w grupy komorek endokrynnych, ktére z czasem zwigkszaja
swa $rednice tworzac prymitywne wyspy Langerhansa. Rozw0j wysp obserwowa¢ mozna od
17. tygodnia a $rednia wielko$¢ wysp, wzrasta systematycznie az do osiagnigcia peinej

dojrzatosci morfologicznej jak i fizjologicznej w trzustce osoby dorostej (Tab.8). Ze wzgledu
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na zblizony do kulistego ksztalt wysp, ich wielko$¢ analizowano jako $rednia arytmetyczna
liczona z sumy dhugosci (X) i szerokosci (Y) analizowanej wyspy. Srednice wysp obliczano

wiec wedtug wzoru:

Srednica wyspy = (X+Y)/2

Tab.8 Srednie wielkosci wysp wyrazone jako ich $rednice (um), zmieniajace si¢ w trakcie
rozwoju trzustki cztowieka. Duze litery oznaczaja roznice wysoce istotnie statystycznie
(p<0,01), n=5-640. Obliczenia oparto na 1 trzustce, gdzie analizowano rozmiary wysp na
podstawie pomiaréw wielkosci liczby wysp ukazanej w nawiasach. U dorostych badania

przeprowadzono na 32. trzustkach, analizujac razem 640 wysp.

Okresy rozwoju trzustki | srednica wysp (pm) + SEM
(liczba mierzonych wysp)

(A) 17 tydz. (n = 11) 71+ 80

(B) 18 tydz. (n =9) 76+14

(C)21tydz. (n=7) 78+14

(D) 22 tydz. (n=7) 90+27

(E) 23 tydz. (n = 6) 91+13

(F) 28 tydz. (n = 12) 99+18

(G) 30 tydz. (n=5) 107422 (A)

(H) Noworodek (n = 8) 123+22 (ABCDE)
(I) Dorosty (n = 640) 140+34  (ABCDEGH)
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Ryc.21 Wykres ukazuje zmieniajaca si¢ w trakcie rozwoju $rednicg wysp trzustkowych
cztowieka. Na osi X oznaczono tygodnie rozwoju wewnatrzmacicznego (od 17. do 30.), N

(noworodek), D (dorosty). Na osi Y 0znaczono $rednicg wysp podang w pum.

Taki staty, zblizony do liniowego wzrost $redniej wielkosci wysp (Ryc.21) swiadczy
bezposrednio tak o ekspansji komponentu endokrynnego w trakcie rozwoju jak i o
zaggszcezaniu si¢ czgsci endokrynnej. Wyniki wstepnych analiz dotyczacych zmieniajacej sig
wielkosci wysp w trakcie rozwoju wewnatrzmacicznego, wzbogacono dodatkowo o
kalkulacje progresywnie zmieniajacej si¢ powierzchni wysp, wyrazonej w mm? (Ryc.22).
Kalkulacja taka mozliwa byla po wybarwieniu preparatow na SYP 1 analizie materialu w
mikroskopie $wietlnym przy uzyciu oprogramowania AxioVision Rel. 4.4. Zaobserwowano
podobne tendencje jezeli chodzi o progresywnie zwigkszajaca si¢ wielko$¢ wysp podczas

rozwoju wyrazona tak jako ich $rednicg, jak i ich powierzchnig.
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Ryc.22 Zmieniajaca si¢ powierzchnia wysp Langerhansa, wyrazona w mm? (08 Y) w trakcie
rozwoju wewnatrzmacicznego podanego w tygodniach (0§ X). Srednia wielko$¢ wysp
wyrazona jest jako jej powierzchnia obliczana z 5-60 wysp przypadajacych na dany okres

rozwoju. D (dorosty).

5.2.2. Identyfikacja poszczeg6lnych typow komorek endokrynnych

W dynamicznie rozwijajacej si¢ trzustce, juz na bardzo wczesnych etapach rozwoju
obserwowa¢ mozna obecne tam komorki endokrynne, ktére z czasem formuja wyspy.
Poczatkowo, zgrupowania komorek endokrynnych maja charakter homotypowy, sa zatem
ztozone wytacznie z komérek jednego typu, czyli GLUK-ip, lub tez INS-ip. Dopiero z czasem
struktury te, przypominajace prymitywne wyspy, nabieraja heterotypowego profilu,
zawierajac roznego rodzaju komorki endokrynne, ktore uktadaja si¢ w ich obrgbie w
specyficzny 1 charakterystyczny dla danego typu komorek sposob. Mozemy mowi¢ wtedy o
dojrzatosci morfologicznej danego typu komorek. Tak wige komorki INS-ip wewnatrz wyspy,
GLUK-ip dookota komorek p a GHREL-ip na samym skraju wysp. Moment osiagnigcia
dojrzatosci morfologicznej réznych typow komorek endokrynnych jest rézny. Najwczesniej,
w typowy dla siebie sposob uktadaja si¢ koméorki GLUK-ip, bo juz w 17. tyg. rozwoju
zlokalizowane sa na obrzezu nowotworzacych si¢ wysp. Kolejno, dojrzatos¢ morfologiczna
osiagaja komorki INS-ip (18. tydz.) i jako ostatnie — GHREL-ip, bo dopiero w 21. tyg.
rozwoju. Ta czasowa zaleznos¢ ukazana jest na rycinie nr 23 (panel A obrazuje progresywnie

zmieniajacy si¢ komponent endokrynny trzustki w trakcie rozwoju).
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Ryc.23 Immunohistochemiczna lokalizacja glownych typéw komorek endokrynnych w
trakcie rozwoju trzustki czlowieka. Poszczegdlne panele przedstawiaja lokalizacje IHC
réznych hormonow czesci endokrynnej trzustki. Kolejno panele: A. SYP, B. glukagon, C.
insulina, D. GHREL. Okres rozwoju trzustki podany jest w lewym goérnym rogu kazdego z
pionéw. Pogrubieniem ramki zdje¢ oznaczono okres rozwoju, na jakim dany typ komorki
osiaga dojrzato$¢ morfologiczna, rozumiana jako typowa dla trzustki dorostego cztowieka

lokalizacje w obrebie wyspy. Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm.
Identyfikacja oraz szczegdtowy opis jakosciowych zmian komponentu endokrynnego,

analizowanego oddzielnie dla komoérek GLUK-ip, INS-ip oraz GHREL-ip znajduje si¢ W

kolejnych rozdziatach.
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5.2.2.1. Identyfikacja komorek GLUK-ip

W zebranym materiale identyfikowano pojedyncze komorki GLUK-ip juz od 13. az do
15. tygodnia. W 17. tygodniu rozwoju, komorki GLUK-ip widoczne sa juz na obrzezu
nowoformujacych si¢ wysp. Taki schemat lokalizacji komorki te wykazuja poprzez caly okres
rozwoju. Komorki GLUK-ip nie tworza zwartego pierScienia okalajacego centralng czesé
wyspy, lecz tendencja umiejscawiania si¢ tychze na obrzezu wysp, poczynajac od 17.
tygodnia rozwoju, jest stata i ewidentna (Ryc. 24).
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Ryc.24 Immunohistochemiczna lokalizacja komdrek GLUK-ip w rozwijajacej si¢ trzustce

cztowieka. Okres rozwoju (tygodnie) podany jest w lewym gornym rogu poszczegdlnego

zdjecia. Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm.

5.2.2.2. ldentyfikacja komdrek INS-ip

Komorki INS-ip widoczne sa juz w 13. tygodniu rozwoju, jako pojedyncze,
rozrzucone chaotycznie w czeg$ci egzokrynnej komorki. Od 15. tygodnia obserwuje si¢ ich

tendencje do zbierania si¢ w kilkukomoérkowe, kilkunastokomorkowe grupy o charakterze
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homotypowym. Od 18. tygodnia az do okresu pourodzeniowego komorki INS-ip osiagaja swa
morfologiczna dojrzatlo$¢, tworzac zasadniczy element rozwijajacych si¢ wysp Langerhansa.
Poza zmiennym, procentowym udzialem liczby tych komoérek w wyspie, ich profil
immunohistochemiczny jest staly. Komoérki INS-ip zlokalizowane sa zazwyczaj w centrum
wysp, stanowiac wigksza, choé w zaleznosci od etapu rozwoju zmienng czg$¢ wyspy
(Ryc.25).

Ryc.25 Immunohistochemiczna lokalizacja komorek INS-ip w rozwijajacej sie trzustce

cztowieka. Okres rozwoju (tygodnie) podany jest w lewym goérnym rogu poszczegdlnego

zdjecia. Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm.
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5.2.2.3. Identyfikacja komérek GHREL-ip

Ze wzgledu na obecno$¢ komoérek GHREL-ip tak w obrebie wyspy, jak i w
przewodach trzustkowych, analizowano immunohistochemiczny profil obecno$ci tychze
dwojako: w wyspie i poza nig. Najwigcej zmian, tak odnoszacych si¢ do liczbowego udziatu
komorek GHREL-ip, jak i ich specyficznego profilu immunohistochemicznego, obserwowano
w obregbie wyspy, dlatego dane dotyczace analizy tej czesci trzustki przesledzono bardziej
szczegdtowo. Dodatkowo zaskakujacy dynamizm zmian liczby komdérek GHREL-ip w
wyspie sprawil, ze wlasnie temu komponentowi czgsci endokrynnej po§wigcono rozwinigta w

kolejnych rozdziatach, analiz¢ ilo$ciowa.

5.2.2.3.1. Komorki GHREL-ip w wyspie

Analizowano komorki GHREL-ip od 13. tygodnia rozwoju, poprzez szereg kolejnych
okresOw rozwoju ptodowego (ostatnim etapem jest analiza trzustki w 39. tygodniu rozwoju
wewnatrzmacicznego), az do osiagnigcia petnej dojrzatosci wydzielniczej organu (trzustka
cztowieka dorostego), (Ryc.27). Poczatkowo, pojedyncze komérki GHREL-ip (13 — 15. tydz.)
grupuja si¢ w kilkukomorkowe (17. tydz.), kilkunastokomorkowe agregacje (18 — 20. tydz.),
aby poczawszy od 21. tygodnia rozwoju mogty by¢ lokalizowane na obrzezu wysp. Taki
immunohistochemiczny profil ekspresji komoérek GHREL-ip obserwuje si¢ w kolejnych
okresach rozwoju ptodowego, az do osiagnigcia peinej dojrzatosci morfologicznej trzustki.
Jest on typowy 1 konserwatywny, cho¢ w zaleznos$ci od okresu rozwoju ré6zny pod wzgledem
ilosci komorek okalajacych wyspe. Charakterystyczny, a zarazem nietypowy dla komoérek
endokrynnej czesci trzustki jest potksigzycowaty (crescent-like) uktad komorek GHREL-ip w
obrebie wyspy, obserwowany pomigdzy 21. a 39. tygodniem rozwoju (Ryc.26). U noworodka
uktad ten ulega rozpadowi na pojedyncze komorki, ktore konsekwentnie zlokalizowane sa na
skraju wysp. Podobnie w przypadku trzustki osoby dorostej, komérki GHREL-ip obecne sa

na obrzezu wysp, cho¢ na tym etapie jest ich juz bardzo niewiele w wyspie.
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Ryc.26 Charakterystyczny ,,potksigzycowaty” uktad komoérek GHREL-ip na wybranych
etapach rozwoju ptodowego (wiek w tygodniach podany jest w lewym, gornym rogu kazdego

ze zdj¢¢). Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm.

W 18. tyg. rozwoju wewnatrzmacicznego komorki GLUK-ip oraz INS-ip
zlokalizowane sa juz w typowym dla siebie uktadzie w obrgbie wyspy, podczas gdy komarki
GHREL-ip obecne sa nadal w formie pojedynczych komoérek lub ich matych zgrupowan,
otoczonych czgécia egzokrynna. Osiagaja one swoja dojrzalos¢ morfologiczna dopiero okoto

21. tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego (Ryc.23).
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Ryc.27 Immunohistochemiczna lokalizacja komérek GHREL-ip w rozwoju ludzkiej trzustki
(okresy rozwoju podane sa w lewym, gornym rogu poszczegdlnego zdjecia). Powigkszenie
okreslone odcinkiem wynosi 25 pum dla tygodni 13-18, oraz 100 um dla pozostatych.

5.2.2.3.2. Komorki GHREL-ip poza wyspa

Poczynajac od 13. tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego, poprzez kolejne stadia
roéznicowania si¢ oraz ostatecznego ksztaltowania sie¢ czeSci endo- i egzokrynnej trzustki,
komérki GHREL-ip lokalizowano rowniez w $cianach przewodoéw trzustkowych (Ryc.28).
Na uwage zastuguje komorka GHREL-ip zlokalizowana w grupie komorek endokrynnych
wyodrebniajacych sig¢ z przewodu trzustkowego w procesie nowotworzenia si¢ wyspy (z ang.
,budding”) (Bonner-Weir i wsp., 2008), (Ryc.28.D).
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Ryc.28 Lokalizacja komorek GHREL-ip poza wyspa podczas rozwoju wewnatrzmacicznego
czlowieka. Okresy rozwoju (tygodnie) opisane sa w lewym, gornym rogu kazdego zdjecia,

gdzie N (noworodek), D (dorosty). Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100 pm.

5.2.3. Dynamika zmian liczby komorek endokrynnych wysp trzustki

Analiza zmian liczby okre§lonego typu komorek czgsci endokrynnej trzustki w
obrgbie wyspy mozliwa jest dopiero po osiagnigciu przez dany typ komorek dojrzatosci
morfologicznej. W niniejszej rozprawie dojrzato§¢ morfologiczna komoérek endokrynnych
okreslono na moment osiagnigcia przez dany typ komorek charakterystycznej dla danej grupy
lokalizacji w obrebie wyspy. Najwczes$niej, bo w 17. tygodniu rozwoju dojrzatosé¢
morfologiczna osiagaja komoérki GLUK-ip. Kolejno, w 18. tygodniu rozwoju obserwuje si¢
komorki INS-ip, w typowym dla nich utozeniu w centralnej czgsci wyspy. Komorki GHREL-
ip dopiero w 21. tygodniu rozwoju osiagaja dojrzatos$¢ morfologiczna (Ryc.23). Analizowano
dynamik¢ zmian liczby poszczegdlnych typéw komorek endokrynnych w wyspach
Langerhansa podczas rozwoju czlowieka. Celem podkreslenia wzajemnych zalezno$ci
liczbowych wzgledem poszczegolnych okreséw rozwoju, wyniki kalkulacji komorek GLUK-

ip, INS-ip oraz GHREL-ip przedstawione zostaty na wspolnym wykresie.
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Ryc.29 Frakcja objetosci wysp Langerhansa zajmowana przez poszczegolne typy komorek
wyspy w trakcie rozwoju. Procentowe zestawienie komorek INS-ip (kotka), GLUK-ip
(kwadraty) oraz GHREL-ip (trojkaty) w wyspie na poszczegdlnych etapach rozwoju
(tygodnie), gdzie N — noworodek, D — dorosty.

5.2.3.1. Analiza liczby komdrek INS-ip

Analiza liczby komorek INS-ip, wyrazonej jako procent wszystkich komoérek danej
wyspy, mozliwa byla poczawszy od 18. tygodnia rozwoju, gdyz dopiero na tym etapie
obserwowany jest typowy uklad komorek B w obrebie wyspy. Szczegotowe obliczenia
zestawione zostaty w tabeli nr 9.

Procentowy udziat komorek f w trzustce w trakcie rozwoju jest zmienny. Poczatkowo
(18. tydz.) udziat ten jest, jak na ten typ komorek, niski (38,73%+5,01) i do okoto 23.
tygodnia zblizony do procentowego udzialu komoérek o w wyspie. Pomiedzy 23. a 36.
tygodniem rozwoju obserwuje si¢ wyrazny wzrost liczby komorek INS-ip i taka tendencja
wzrostowa widoczna jest juz we wszystkich kolejnych okresach rozwoju. W dorostym
narzadzie komorki B stanowia okoto 71,92%+8,65 wyspy. Procentowy udziat komoérek  w
wyspie osoby doroste] zwigkszyl si¢ wigc niemalze dwukrotnie w odniesieniu do

poczatkowych okresow rozwoju.
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Tab.9 Procentowy udzial komorek INS-ip w wyspach, na kolejnych etapach rozwoju trzustki

cztowieka (tygodnie) gdzie D — dorosty, n=5-11.

Okres rozwoju
18 tydz.
21 tydz.
22 tydz.
23 tydz.
26 tydz.
28 tydz.
30 tydz.
33 tydz.

D

5.2.3.2. Analiza liczby komdrek GLUK-ip

Sredni udzial (%)

38,73
38,72
37,89
39,23
45,68
51,51
59,64
61,32
71,92

+SEM
5,01
5,91
9,67
11,10
10,44
9,02
1,77
3,68
8,65

Analiza liczby komoérek GLUK-ip, wyrazonej jako procent wszystkich komorek danej

wyspy, mozliwa byla poczawszy od 17. tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego, gdyz na tym

etapie obserwowany jest typowy uktad komoérek o w obregbie wyspy. Szczegotowe obliczenia

zestawione zostaty w tabeli nr 10.

Tab.10 Procentowy udziat komorek GLUK-ip w wyspach, na kolejnych etapach rozwoju

trzustki cztowieka (tygodnie) gdzie D — dorosty, n=5-11.

Okres rozwoju
17 tydz.
18 tydz.
21 tydz.
22 tydz.
23 tydz.
26 tydz.
28 tydz.
30 tydz.
33 tydz.

D

Sredni udzial (%)

34,19
32,74
32,25
33,40
34,14
33,21
39,54
29,43
21,15
24,50

+SEM
8,17
10,22
5,59
3,47
1,95
7,41
5,67
3,79
4,47
8,23
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Procentowy udzial komorek o w wyspie jest zrbwnowazony w rOzZwoju trzustki
cztowieka. Komoérki GLUK-ip stanowia nieco ponad 30% komorek ksztaltujacej si¢ wyspy.
Obserwuje si¢ to we wszystkich okresach rozwoju wewnatrzmacicznego, cho¢ koncowe etapy
charakteryzuja si¢ spadkiem procentowego udzialu komorek a w wyspie (21,15%+4,47 w 33.
tygodniu rozwoju). Wyspa Langerhansa osoby dorostej sktada si¢ w 24,50%+8,23 z komorek
wydzielajacych glukagon.

5.2.3.3. Analiza liczby komorek GHREL-ip

Analiza liczby komorek GHREL-ip, wyrazonej jako procent wszystkich komorek
danej wyspy, mozliwa byla poczawszy od 21. tygodnia rozwoju, gdyz dopiero na tym etapie
obserwowany jest typowy uklad komorek & w obrgbie wyspy. Szczegdlowe obliczenia

zestawione zostaty w tabeli nr 11.

Tab.11 Procentowy udziat komérek GHREL-ip w wyspach, na kolejnych etapach rozwoju
trzustki cztowieka (tygodnie) gdzie N — noworodek, D — dorosty, n=5-11.

Okres rozwoju  Sredni udziat (%) +SEM
21 tydz. 14,88 10,22
22 tydz. 20,19 2,80
23 tydz. 29,94 5,79
26 tydz. 18,65 0,81
28 tydz. 15,16 6,95
30 tydz. 7,52 1,23
33 tydz. 6,85 2,41
N 4,34 1,55
D 0,74 0,53

Bardzo interesujaca jest dynamika procentowego udzialu komoérek GHREL-ip w
wyspie. Dopiero w 21. tygodniu obserwowa¢ mozna komorki GHREL-ip w obrebie wyspy.
Do 23. tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego procentowy udzial komorek GHREL-ip w
wyspie rosnie do blisko 30% (Tab.11), bgdac dwukrotnie wyzszym w stosunku do
poczatkowego etapu (21. tydzien). Warto podkresli¢, ze 23. tydzien rozwoju charakteryzuje
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si¢ podobnym procentowym udziatem trzech analizowanych grup komorek endokrynnych: o,
B i & Typowy rozktad procentowy poszczegdlnych typéw komorek w obrebie wyspy
stabilizuje si¢ na dalszych etapach rozwoju. Juz w 26. tygodniu zauwazy¢ mozna istotny
spadek liczby komérek GHREL-ip w wyspie (18,65%+0,81), udziat ktorych w 30. tygodniu
jest az dwukrotnie mniejszy w stosunku do 28. tygodnia rozwoju. U noworodka nadal
obserwuje si¢ znaczny jak dla tego typu komorek, procentowy udziat w wyspie (4,34%+1,55),

ktory spada do 0,74%+0,53 w wyspach trzustki osoby doroste;j.

5.2.4. Badanie koekspresji gtléwnych hormonéw wyspy w trakcie rozwoju

W przeprowadzonych barwieniach IMF wykazano, ze komorki GHREL-ip tworza
osobny typ komorek endokrynnej czgsci trzustki osoby dorosltej, jako ze nie wykazano
koekspresji GHREL z zadnym z czterech gldownych hormonéw trzustki. Podobne badania
przeprowadzono na trzustkach ptodéw z roéznych okreséw rozwoju, w celu potwierdzenia
hipotezy o odrgbnosci komoérek € w calym okresie rozwoju osobniczego. Wyniki ko-
immunofluorescencji GHREL z insuling oraz glukagonem w zestawieniu szczegélowym, oraz
GHREL z pozostatymi hormonami trzustki w opisie ogélnym w rozwoju, przeanalizowano w

ponizszych rozdziatach.

5.2.4.1. GHREL i insulina

Immunofluorescencyjna  lokalizacja ~ komdrek  INS-ip  oraz  GHREL-ip,
przeprowadzona zostala na trzustkach ptodow w roznych etapach ich rozwoju. W
analizowanym materiale nie zaobserwowano kolokalizacji GHREL z insuling w tym samym
typie komédrek wysp (Ryc.30). Juz we wczesnych etapach rozwoju ontogenetycznego obecne
sa pojedyncze komdrki INS-ip, ktore czesto zlokalizowane sa w bliskim sasiedztwie
pojedynczych komoérek GHREL-ip. Nie obserwowano jednak ich kolokalizacji, czyli nie

znaleziono komorek, ktdre miatyby potencjat sekrecji obu hormonoéw jednoczesnie.
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Ryc.30 Immunofluorescencyjna kolokalizacja insuliny (kolor zielony) oraz GHREL (kolor
czerwony) w réznych okresach rozwoju trzustki cztowieka (wskazane w lewym goérnym rogu

kazdego zdjecia, D — dorosty). Powigkszenie obiektywu x 20.

5.2.4.2. GHREL i glukagon

Pojedyncze komorki GLUK-ip i GHREL-ip obecne sa w 15. tygodniu rozwoju. Nie
wykazuja one jednak cech koekspresji (Ryc.31). W pdzniejszych etapach, komorki te czgsto,
ze wzgledu na swoja charakterystyczna lokalizacje w wyspie, sasiaduja ze soba, jednak
wyznaczaja oddzielne typy komorek endokrynnej czgsci trzustki. Przez caty okres rozwoju
komorki GHREL-ip wykazuja tendencje do umiejscawiania si¢ na skraju wysp, tworzac
najbardziej zewngtrzng grupg komorek wyspy, wyznaczajac niejako jej zakres. Od momentu
osiagnigcia morfologicznej dojrzatosci przez komorki GHREL-ip, wyspy zorganizowane sa w
ten sposob, ze ich trzon tworza komorki syntetyzujace insuling, nieco bardziej peryferyjnie od
nich leza komorki GLUK-ip, a calo$¢ otoczona jest zwartym wiencem komorek GHREL-ip.

Dopiero w trzustce osoby dorostej, gdzie liczba komorek GHREL-ip przypadajaca na wyspeg
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jest bardzo niska — najbardziej zewngtrzna czg¢§¢ wyspy wspoltworzona jest przez komorki o i

€ (Ryc.31.D).

Ryc.31 Immunofluorescencyjna kolokalizacja glukagonu (kolor zielony) oraz GHREL (kolor
czerwony) na roznych etapach rozwoju trzustki cztowieka (wskazane w lewym gornym rogu

kazdego zdjgcia, D — dorosty). Powigkszenie obiektywu x 20.

5.2.4.3. GHREL i pozostale hormony trzustki

Poza najwazniejszymi pod wzgledem liczbowym komorkami endokrynnymi trzustki:
a i B, wyspy od samego poczatku rozwoju tworzone sa przez dwa pozostate typy dobrze
poznanych i opisanych komdrek endokrynnych: & i PP. W pracy skupiono si¢ gtéwnie na
przesledzeniu ewentualnej kolokalizacji GHREL z insuling lub glukagonem, ze wzgledu na
wczesniejsze doniesienia literaturowe, jakoby w trakcie rozwoju ludzkiej trzustki taka

koekspresja zachodzita (Date i wsp., 2002; Volante i wsp., 2002). Jednak aby wnioskowac o
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odrgbnosci komorek GHREL-ip, jako piatym typie komorek endokrynnej czg$ci trzustki,
nalezato przeprowadzi¢ dodatkowe doswiadczenia majace na celu przesledzenie ewentualnej

koekspresji GHREL z SST w komorkach 6, oraz PP w komdrkach PP. Wyniki tych

do$wiadczen prezentowane sg na rycinie nr 32.

Ryc.32 Immunofluorescencyjna lokalizacja komérek GHREL-ip (kolor czerwony) z SST (A,
B, C — kolor zielony) i PP (D — kolor zielony) w rozwijajacej si¢ trzustce cztowieka. Wiek
(tygodnie) podany jest przy opisie kazdego ze zdjg¢. Powigkszenie okre§lone odcinkiem

wynosi 50pm.
Podczas rozwoju ludzkiej trzustki nie stwierdzono komorek wykazujacych

koekspresjg¢ GHREL z SST. Sporadycznie obserwowano kolokalizacj¢ GHREL z PP na
pozniejszych etapach rozwoju (Ryc.33).
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Ryc.33 Immunofluorescencyjna kolokalizacja GHREL (kolor czerwony) z PP (kolor zielony).
Komoérki wykazujace koekspresj¢ GHREL z PP obserwowano bardzo sporadycznie
(pojedyncza komorka wskazana jest biala strzatka). Trzustka w 30. tygodniu rozwoju.

Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 50um.

5.3. Badanie koekspresji GHREL z czynnikami transkrypcyjnymi kluczowymi w
rozwoju trzustki cztowieka: Isl1, Nkx2-2, Nkx6-1, Pax6

Istnieje szereg czynnikow transkrypcyjnych warunkujacych przeksztalcenie si¢ komorek

pierwotnych w zdeterminowane sekrecja wilasciwego hormonu komorki danego typu.
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Przesledzono ewentualng koekspresj¢ GHREL z czynnikami transkrypcyjnymi: Isl1, Nkx2-2,
Nkx6-1 oraz Pax6, istotnymi w rozwoju trzustki czlowieka (Ryc.34).
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(panel D) na réznych etapach rozwoju trzustki cztowieka (18, 23, i 30. tydzieh rozwoju).

Powigkszenie okreslone odcinkiem wynosi 100um, (na wigkszych powigkszeniach 20um).

Tendencja koekspresji lub braku koekspresji GHREL jest stala dla danego czynnika
transkrypcyjnego na wszystkich etapach rozwoju trzustki. Wykazano stata koekspresj¢
GHREL z czynnikami transkrypcyjnymi Isll i Nkx2-2 oraz catkowity brak koekspresji
GHREL z Nkx6-1 i Pax6.
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6. DYSKUSJA

Celem niniejszej dysertacji byto przesledzenie ontogenetycznych procesow determinujacych
réznicowanie si¢ piatego typu komorek wysp trzustkowych, jakimi sa komorki e, w trzustce
cztowieka. Przeprowadzone badania wykazaly, ze komorki te charakteryzuja si¢ odmiennym
profilem ekspresji genow i biatek w poréwnaniu z komorkami a oraz § wysp trzustki. Po pierwsze,
podczas rozwoju trzustki cztowieka komorki € wykazuja istotne roznice, tak ilosciowe jak i
lokalizacyjne w stosunku do komorek a i B. W tym aspekcie Wierup i wsp. dowiedli juz wcze$niej
obecno$ci GHREL w zyciu ptodowym jak i w dorostym organizmie cztowieka (Wierup i wsp.,
2002), jednakze badania te oparte zostaly na bardzo ograniczonej liczbie analizowanych
przypadkéw. Dodatkowo, dynamika zmian ilosciowych komorek GHREL-ip w trakcie rozwoju
trzustki cztowieka nie zostata jak dotad przesledzona.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze najwigcej komorek € obserwuje si¢ w 23. tygodniu
rozwoju wewnatrzmacicznego, W ktorym to okresie komdrki GHREL-ip stanowia 30%
endokrynnej populacji komorek nowoformujacych si¢ wysp trzustki cztowieka. U noworodka, jest
ich zaledwie 5% i udziat ten nadal maleje w trzustce czlowicka dorostego (ponizej 1%). Ponad
czterdziestokrotny spadek procentowego udziatlu komorek GHREL-ip w wyspie czlowieka
dorostego w stosunku do 23. tygodnia rozwoju, moze $wiadczy¢ posrednio o potencjalnej roli
komérek GHREL-ip w rozwoju i ksztaltowaniu si¢ w petni funkcjonalnych wysp Langerhansa
trzustki czlowieka. Na uwagg zastuguje ,,potksigzycowate” utozenie komorek GHREL-ip w wyspie,
obserwowane od 21. tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego, do urodzenia. Sugerowa¢ on moze
zjawisko polaryzacji komoérek w rozwijajacych sie wyspach, co obserwowano juz wcze$niej w
odniesieniu do komdrek B w wyspie (Bonner-Weir, 1988). Czynnikiem limitujacym badan, ujetych
w niniejszej dysertacji jest ograniczona liczba badanych wysp na podstawie ktorych oparto czg$¢
statystyczna wynikow. Nie mozna przyktadowo definitywnie stwierdzi¢, ze komorki GHREL-ip nie
wykazuja absolutnie zadnej koekspresji z innymi hormonami wyspy, pomimo faktu ze takiej
koekspresji nie zaobserwowano. Date ze wspotpracownikami (Date i wsp., 2002) opublikowali
wyniki badan, w ktorych wykazali kolokalizacj¢ GHREL z glukagonem w trzustce osob dorostych,
podczas gdy grupa Volante (Volante i wsp., 2002) opisata kolokalizacj¢ GHREL z insuling w
trzustce czlowieka. W niniejszej dysertacji nie potwierdzono zadnej z tych obserwacji.
Udowodniono natomiast na podstawie przebadanego materiatu histologicznego trzustek ptodowych
jak 1 w petni wyksztatconych organdw, ze ekspresja GHREL zachodzi w zupehie odrgbnym typie
komorek wysp Langerhansa. Brak kolokalizacji GHREL z innymi hormonami wyspy cztowieka jest

sprzeczny z wynikami zespotow Prado (Prado i wsp., 2004) i Hellera (Heller i wsp., 2005). Obie
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grupy dowiodly istnienia komorek immunoreaktywnych dla obu hormonoéw: GHREL i glukagonu,
na bardzo wczesnych etapach rozwoju, lecz nie w pelni wyksztalconym narzadzie. Niestety,
badania te przeprowadzono na gryzoniach, dlatego bezposrednie ich odniesienie do rozwoju trzustki
cztowieka jest utrudnione, tym bardziej, ze znane sa istotne réznice gatunkowe w lokalizacji i
charakterze komorek GHREL-ip (Jeon i wsp., 2009; Raghay i wsp., 2013). Wedtug Polaka i wsp.
(Polak i1 wsp., 2000), wigkszos¢ komorek endokrynnych trzustki cztowieka okoto 8. tygodnia
rozwoju wewnatrzmacicznego ma charakter polihormonalny, podczas gdy juz w 9. tygodniu
rozwoju nie obserwuje si¢ komorek o takim charakterze. Podobne obserwacje poczynili Bocian-
Sobkowska i wsp. (Bocian-Sobkowska i wsp., 1999). Na podstawie badan opisanych w niniejszej
dysertacji nie mozna wykluczy¢ faktu kolokalizacji GHREL z innymi hormonami aparatu
wyspowego trzustki do 13-tego tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego.

Wazkim celem tejze pracy bylo przesledzenie profilu koekspresji GHREL z czynnikami
transkrypcyjnymi istotnymi w réznicowaniu si¢ poszczegolnych rodzajow komorek endokrynnych
wyspy trzustki cztowieka. Czynnik transkrypcyjny Pax6, istotny w réznicowaniu si¢ komorek a, nie
ulegal ekspresji w komorkach GHREL-ip w trakcie rozwoju. Wynik ten zgodny jest z obserwacjami
Hellera i wsp. (Heller i wsp., 2005), ktorzy dowiedli, ze u myszy rdéznicowanie si¢ komorek € nie
jest kontrolowane przez czynnik transkrypcyjny Pax6, lecz jest przez niego antagonizowane. Te
obserwacje, wraz z udokumentowanym brakiem koekspresji GHREL z glukagonem w trakcie
rozwoju wysp trzustki, wskazuja na odrgbnos¢ tych dwoch typow komorek oraz rozne szlaki
transkrypcyjne determinujace ich roznicowanie sig. Nie obserwowano rowniez koekspresji GHREL
z czynnikiem transkrypcyjnym Nkx6-1, podczas gdy ekspresja czynnika transkrypcyjnego Nkx2-2
zachodzita w komorkach e. Potwierdzono to juz wcze$niej na myszach z wyciszonym genem
czynnika transkrypcyjnego Nkx6-1 (Prado i wsp., 2004). W wyspach tych genetycznie
zmodyfikowanych myszy nie obserwowano zmiany liczby komérek GHREL-ip w poréwnaniu z
grupa kontrolna. Jednakze rola czynnika transkrypcyjnego Nkx2-2 wydaje si¢ by¢ bardziej ztozona.
Czynnik transkrypcyjny Nkx2-2 odgrywa kluczowa role¢ w réznicowaniu si¢ komoérek INS-ip w
rozwoju wysp trzustki. Z przedstawionych przez Prado i wsp. doswiadczen wynika, ze Nkx2-2
odgrywa réwniez istotna rolg w réznicowaniu si¢ komérek GHREL-ip, jako Ze jego ablacja
powoduje ewidentny wzrost liczby komoérek & w znokautowanych genetycznie wyspach myszy,
przy czym u takich zwierzat obserwuje si¢ zupetny brak komorek B (Prado i wsp., 2004; Chao i
wsp., 2007). Wyniki te, wspolnie z obserwacjami prezentowanymi w niniejszej dysertacji o
koekspresji Nkx2-2 z GHREL w wyspach czlowieka w rozwoju, sugerowa¢ moga role tegoz
czynnika transkrypcyjnego w roznicowaniu si¢ komorek € w komorki typu . Udokumentowano

réwniez obecno$¢ czynnika transkrypcyjnego Isll we wszystkich przebadanych komorkach
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GHREL-ip w trakcie rozwoju. Isll jest czynnikiem transkrypcyjnym niezb¢dnym w rozwoju
mezenchymy zawiazka grzbietowego trzustki, oraz réznicowaniu si¢ nabtonka trzustki w komorki
endokrynne (Habener i wsp., 2005; Ahlgren i wsp., 1997) i stuzyt gtownie jako kontrola pozytywna
w opisanym ukladzie doswiadczen. Profil koekspresji GHREL 2z badanymi czynnikami
transkrypcyjnymi istotnymi w réznicowaniu si¢ poszczegolnych rodzajow komoérek endokrynnych
wyspy trzustkowej cztowieka sugeruje réznicowanie si¢ komorek INS oraz GHREL z tej samej linii
komérek progenitorowych.

Na podkreslenie zastuguje fakt, ze po raz pierwszy oszacowano mas¢ komorek € w trzustce
cztowieka dorostego (0,13 g) oraz ukazano silna, odwrotna korelacj¢ masy komérek GHREL-ip ze
wskaznikiem masy ciata BMI. Sa to wstepne dane, jako ze estymacja masy komorek ¢ oparta
zostata na ograniczonej liczbie preparatow. Dodatkowo, zakres BMI dawcow ujetych w statystyce
byt raczej waski, jednak stosunek BMI z masa komorek & odzwierciedlat odwrotna zaleznos¢ BMI
od stezenia GHREL w plazmie badanej grupy pacjentéw, udokumentowana wczesniej przez inne
zespoty badawcze (Pumell i wsp., 2003; Monti i wsp., 2006).

Komérki GHREL-ip obecne sa w trzustce cztowieka poczynajac od bardzo wczesnych
etapdw rozwoju. Trzustka nie jest jednak glownym miejscem syntezy GHREL. Funkcje t¢ w
organizmie dorostym spetniaja przede wszystkim komorki btony Sluzowej zotadka. Interesujacy
natomiast jest fakt, ze w rozwoju relacja ilosciowa komoérek GHREL-ip trzustki w poréwnaniu z
komérkami GHREL-ip zotadka jest odwrocona (Wierup i wsp., 2002). Nasza wiedza na temat
funkcji GHREL w trzustce jest bardzo ograniczona, jednak hipoteza o jej parakrynnej/autokrynnej
roli w regulacji funkcji komorek B trzustki wydaje si¢ by¢ bardzo istotna (Granata i wsp., 2007). W
rozwoju, to wiasnie trzustka stanowi gtowne miejsce syntezy GHREL. Wyniki prezentowane w
niniejszej dysertacji zgodne sa z tymi obserwacjami. Swiadczy¢ to moze o istotnej roli jaka moga
spelnia¢ komorki GHREL-ip w rozwoju cztowieka. Rozpatrywaé powinno sig t¢ kwesti¢ jednak na
dwoch poziomach. Z jednej strony rola komorek o precyzyjnie okreslonym profilu sekrecyjnym, z
drugiej, rola hormonu przez nie wydzielanego, czyli GHREL. Niezaprzeczalnie, funkcja GHREL
jako hormonu uwalniajacego hormon wzrostu jest kluczowa we wzroscie 1 rozwoju calego
organizmu. Dowiedziono wczeséniej, ze GHREL stymuluje proliferacjg i roznicowanie si¢ komorek
wysp czlowieka, w szczegolnosci komorek B wysp trzustkowych (Granata i wsp., 2007). GHREL
hamuje rowniez apoptozg komorek wysp trzustki (Granata i wsp., 2007; Irako i wsp., 2006), dlatego
jedna z funkcji GHREL w rozwijajacym si¢ organie moze by¢ miejscowa stymulacja wzrostu i
dojrzewania komorek trzustki. Endogenna GHREL hamuje rowniez sekrecj¢ insuliny w wyspach
(Wierup i wsp., 2004; Dezaki i wsp., 2006; Broglio i wsp., 2001; Egido i wsp., 2002; Colombo i
wsp., 2003) oraz hamuje ekspresj¢ i produkcje interleukin (Dixit i wsp., 2004) i thumi rozwdj
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ostrego zapalenia trzustki (Dembinski i wsp., 2003). Mozna na tej podstawie spekulowac, iz
zmniejszona masa komorek & zwiazana z podwyzszonym BMI, moglaby by¢ powodem
podwyzszonej sekrecji insuliny, jak i zwigkszonego ryzyka apoptozy oraz zmian zapaleniowych
komorek trzustki.

Podsumowujac, W niniejszej rozprawie prze$ledzono zmiany relacji ilosciowych
komponentu endokrynnego trzustki cztowieka w trakcie rozwoju, ze szczegdlnym uwzglednieniem
dynamiki zmian liczby komoérek &. W przebiegu rozwoju trzustki cztowieka, w okresie zycia
ptodowego komorki GHREL-ip cechuja si¢ znaczaca dynamika migracyjna i proliferacyjna, co
znajduje swe odbicie w zmieniajacej si¢ stopniowo ich lokalizacji oraz frakcji objgtosci jaka
zajmuja w wyspach. Udowodniono, ze procentowy udzial komérek GHREL-ip w wyspie wzrasta
podczas rozwoju, stanowiac blisko 30% komponenty endokrynnej w 23. tygodniu rozwoju
wewnatrzmacicznego. Wysoki udziat procentowy komérek GHREL-ip w obrgbie wyspy w trakcie
rozwoju, przy bardzo niskim procencie obserwowanym w wyspie dorostego sugeruje, ze komorki te
pehnia istotna rolg w rozwoju: samej wyspy, trzustki jak i calego organizmu. Liczba oraz lokalizacja
komorek ¢ jest determinowana rozwojowo. Komdrki GHREL-ip stanowia odrebna grupe komorek
endokrynnych aparatu wyspowego, tak w rozwoju jak i w organizmie dorostym. Nie wyklucza to
jednak istnienia niewielkiej subgrupy komérek GHREL-ip, ktére potencjalnie mogtyby mieé
charakter polihormonalny. Komorki ¢ wykazywaly koekspresj¢ z czynnikami transkrypcyjnymi
Nkx2-2 oraz Isl1 — istotnymi w roznicowaniu si¢ komoérek B. Taki profil koekspresji sugeruje
roznicowanie si¢ komorek INS oraz GHREL z tej samej linii komorek progenitorowych. Nie
obserwowano ekspresji GHREL w komorkach wykazujacych ekspresje Nkx6-1 oraz Pax6. Brak
koekspresji GHREL z czynnikami transkrypcyjnymi istotnymi w réznicowaniu si¢ komorek GLUK
wysp trzustkowych cztowieka sugeruje, ze obie linie komorkowe odlegte sa od siebie genetycznie.

Doktadna rola GHREL w dojrzewaniu i reorganizacji trzustki cztowieka podczas rozwoju
jak i w organizmie dorostym jest nadal niejasna, jednak uzyskane wyniki sugeruja istotny wplyw

komorek ¢ na biologie wysp Langerhansa trzustki, szczegdlnie na wezesnych etapach rozwoju.
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1. Wyniki badan uj¢tych w niniejszej rozprawie wskazuja, ze komorki GHREL-ip sa piatym typem
komorek endokrynnych wysp trzustkowych cztowieka a kolokalizacja w nich GHREL i SYP

wskazuje, ze pochodza one z neuroektodermy.

2. W przebiegu rozwoju trzustki cztowieka, w okresie zycia ptodowego komorki GHREL-ip
cechuja si¢ znaczaca dynamika migracyjna i proliferacyjna, co znajduje swe odbicie w zmieniajace]
si¢ stopniowo ich lokalizacji (w przewodach trzustkowych, w obrgbie samych wysp jak 1 w
pojedynczych komorkach zlokalizowanych wsrod pozostatych elementéw egzokrynowych) oraz
frakcji objgtoscei jaka zajmuja w wyspach (blisko 30% komponenty endokrynnej w 23. tygodniu

rozwoju, przy tylko nieznacznej w trzustce dorostego cztowieka).

3. Wysoki udziat procentowy komérek GHREL-ip w obrebie wyspy w trakcie rozwoju, przy bardzo
niskim procencie obserwowanym w wyspie dorostego sugeruje, ze komorki te petnia istotng rolg w

rozwoju: samej wyspy, trzustki jak i catego organizmu.

4. Uzyskane wyniki wskazuja, ze od 13. do 24. tygodnia rozwoju plodowego powstajace wyspy
przechodza z narzadu homotypowego (jeden rodzaj komorek wydzielniczych) w narzad
heterotypowy (5 rodzajow komorek w 23. tygodniu rozwoju), w ktorym nastepuje ustalanie si¢

udziatu ilosciowego poszczegdlnych typéw komorek endokrynnych w wyspie.

5. Profil koekspresji GHREL z badanymi czynnikami transkrypcyjnymi istotnymi w réznicowaniu
si¢ poszczegblnych rodzajow komoérek endokrynnych wyspy trzustkowej czlowieka sugeruje

réznicowanie si¢ komorek INS oraz GHREL z tej samej linii komoérek progenitorowych.
6. Brak koekspresji GHREL z czynnikami transkrypcyjnymi istotnymi w réznicowaniu si¢ komorek

GLUK wysp trzustkowych cztowieka sugeruje, ze obie linie komorkowe odlegle sa od siebie

genetycznie.
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Komorki syntetyzujace ghreling w wyspach trzustki w rozwoju plodowym czlowieka

oraz ekspresja w nich czynnikéw transkrypcyjnych regulujacych réznicowanie komorek

wysp.

Cel: Podczas gdy mechanizmy specyfikacji oraz wzajemnych zalezno$ci pomigdzy czterema
typami komoérek endokrynnych trzustki (a, B, 6 oraz PP) sa dobrze poznane, tak w organizmie
dorostym jak 1 podczas rozwoju ptodowego, mechanizm réznicowania si¢ 1 funkcji piatego
typu komorek aparatu wyspowego, komorek € w organizmie ludzkim jest niezglebiony.
Celem prezentowanej pracy byto zweryfikowanie hipotezy dotyczacej ontogenetycznej jak i
morfogenetycznej odregbnosci komoérek & w stosunku do pozostatych komodrek aparatu

wyspowego ludzkiej trzustki.

Metody: Przeprowadzono analiz¢ obecnosci komdrek GHREL-ip w 24. trzustkach ptodow
pomigdzy 13. a 39. tygodniem rozwoju, oraz w trzustkach 32. osob dorostych. Dodatkowo,

materiat do prezentowanych badan stanowita trzustka noworodka z autopsji.

Wyniki: Komérki GHREL-ip obserwowano od 13. tygodnia rozwoju wewnatrzmacicznego,
jako pojedyncze, rozrzucone w czgsci egzokrynnej trzustki komorki. Na pdzniejszych etapach
rozwoju, komodrki € grupowaly si¢ w kilkukomoérkowe agregacje, aby poczawszy od 21.
tygodnia rozwoju mogly by¢ lokalizowane na obrzezu wysp. Taki immunohistochemiczny
profil ekspresji komoérek GHREL-ip obserwuje sie¢ w kolejnych okresach rozwoju ptodowego,
az do osiagnigcia pelnej dojrzatosci morfologicznej trzustki. Jest on typowy i konserwatywny,
cho¢ w zaleznosci od okresu rozwoju roézny pod wzgledem ilosci komorek okalajacych
wyspe. Nie obserwowano koekspresji GHREL z insuling, glukagonem, czy STT.
Sporadycznie obserwowano kolokalizacj¢ GHREL z PP na po6zniejszych etapach rozwoju
wewnatrzmacicznego. Wykazano stata koekspresj¢ GHREL z czynnikami transkrypcyjnymi
Isl1 i Nkx2-2 oraz catkowity brak koekspresji GHREL z Nkx6-1 i Pax6 na wszystkich
etapach rozwoju trzustki. Srednio okoto 1,2+1,2 komérek GHREL-ip przypada na przekroj
danej wyspy w trzustce osoby dorostej. Frakcja objetosci komorek GHREL-ip w wyspach
trzustki cztowieka dorostego wynosi 0,14+0,16%. Jako ze dysponowano danymi odnosnie
masy poszczegblnych trzustek (100+21 g), oraz przyjmujac mase¢ wiasciwa trzustki rowna
1,000 g-cm, obliczono catkowita $rednia masa komorek GHREL-ip (0,13+0,15 g). Tak ple¢
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jak i wiek pacjentow nie wplywaty na mas¢ komérek GHREL-ip w trzustce, natomiast bardzo

wyrazna byla ujemna korelacja ze wskaznikiem masy ciata (BMI) badanych.

Whnioski: Wyniki badan ujetych w niniejszej rozprawie wskazuja, ze komorki GHREL-ip sa
piatym typem komorek endokrynnych wysp trzustkowych cztowieka a kolokalizacja w nich
GHREL i SYP wskazuje, ze pochodza one z neuroektodermy. Profil koekspresji GHREL z
badanymi czynnikami transkrypcyjnymi istotnymi w roznicowaniu si¢ poszczegdlnych
rodzajow komorek endokrynnych wyspy trzustkowej cztowieka sugeruje réznicowanie sig
komorek INS oraz GHREL z tej samej linii komorek progenitorowych. Wysoki udziat
procentowy komorek GHREL-ip w obrgbie wyspy w trakcie rozwoju, przy bardzo niskim
procencie obserwowanym w wyspie dorostego sugeruje, ze komorki te petnia istotna role w

rozwoju: samej wyspy, trzustki jak i catego organizmu.

Key words: Koekspresja, Rozwdj, Komorki endokrynne, Trzustka plodowa, Ghrelina,
Insulina, Czynniki transkrypcyjne.
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Ghrelin-producing cells in pancreatic islets and the expression of transcriptional factors crucial

for islet cell differentiation during human pancreas development.

Aims/hypothesis: While the mechanisms of specification and the reciprocal relationships of the four
types of endocrine cell (alpha, beta, delta and pancreatic polypeptide cells) within the human endocrine
pancreas are well described in adults and during fetal development, ghrelin-immunoreactive cells

(epsilon cells) remain poorly understood.

Methods: We studied epsilon cells in 24 human fetal pancreases between 13 and 39 weeks of

development and in 32 pancreases from adult organ donors.

Results: We observed single epsilon cells scattered in primitive exocrine tissue from gestational week
13 in developing pancreas. Later in the developmental process, epsilon cells started to aggregate into
clusters. From gestational week 21, epsilon cells were located around developing islets, forming an
almost continuous layer at the peripheral rim of the islets. They remain localized on the mantle of the
islets, although at different amounts, in the adult pancreas. Coproduction of ghrelin with insulin,
glucagon or somatostatin was not detected during fetal development. Co-production with pancreatic
polypeptide was evident sporadically. Epsilon cells co-produced Nkx2-2 and Isl1, but not Nkx6-1 or
Pax6. A guantitative analysis was performed in the adult pancreas: there was an average of 1,2+1,2
epsilon cells per islet, the relative epsilon cell volume was 0,14+0,16% and the epsilon cell mass was
0.13+0.15 g. Neither sex nor age affected the epsilon cell mass, although there was a significant inverse
correlation with BMI.

For the first time, we estimated the epsilon cell mass in human adult pancreas (about 0,13 g)
and showed a significant inverse correlation of epsilon cell mass with BMI. The estimate is based upon
relative volume calculations in a small portion of pancreas and should therefore be considered

preliminary.

Conclusions/interpretation: We investigated the endocrine mass during human pancreas development,
with a special emphasis on the dynamics of changes in epsilon cells. We were able to show that large

numbers of epsilon cells are present in human pancreas during fetal life and that the number and
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SUMMARY

localisation of these cells is developmentally regulated. Epsilon cells were monohormonal and co-
produced Nkx2-2 and Isll, but not Nkx6-1 and Pax6. This indicates that alpha and epsilon cells
represent distinct endocrine cell types subjected to different regulatory signals and that epsilon and beta
cells may share a common precursor, different then for alpha cells.

The exact role of ghrelin in endocrine pancreas maturation during fetal life and in pancreas
reorganisation in adulthood is still unknown, but results obtained in our study suggest a significant

impact of epsilon cells in early islet biology.

Keywords: Co-expression, Development, Endocrine, Fetal pancreas, Ghrelin, Insulin, Transcription

factors.
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Zgoda Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym im. Karola Marcinkowskiego w
Poznaniu na prowadzenie badan.
UNIWERSYTET MEDYCZNY IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

KOMISJA BIOETYCZNA PRZY UNIWERSYTECIE MEDYCZNYM
IM. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POZNANIU

Collegium Maius tel. (+48 61) 854 62 51, 854 60 60
ul. Fredry 10 fax. (+48 61) 854 61 07
61-701Poznan www.bioetyka.ump.edu.pl

Uchwata nr 612/08

Na podstawie art. 29 ustawy z dnia 5 grudnia 1996r. o zawodzie lekarza i lekarza dentysty (tj. Dz.Uz 2002r. Nr 21, lpo'z4204 ze zm),
Rozporzadzenia Ministra Zdrowia i Opieki Spolecznej z dnia 11 maja 1999r. w sprawie szczegotowych zasad powolywania i finansowania
oraz trybu dziatania komisji bioetycznych (Dz.U. Nr 47, poz.480 ); Rozporzadzenia Ministra Zdrowia z dnia 11 marca 2005r. w sprawie
szczegolowych wymagan Dobrej Praktyki Klinicznej (Dz.U. Nr 57, poz. 500); Ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001r. Prawo [armacemyc:ne {g.
Dz.U. z 2004r. Nr 53, poz. 533 ze zm.); Rozporzqdzenia Ministra Zdrowia z dnia 3 stycznia 2007r. w sprawie wzoru wniosku 0 rozpoczecie
badania klinicznego produktu leczniczego oraz o wydanie przez komisje bioetyczng opinii o badaniu klinicznym produktu leczniczego,

kierujqc sie Zasadami Prawidlowego Prowadzenia Badan Klinicznych — GCP — opracowanymi w oparciu o Deklaracje Helsinskq.

Komisja, na posiedzeniu w dniu: 15 maja 2008 r.
rozpatrzyla wniosek, ktory przedstawit Pan:
prof. dr hab. Krzysztof W. Nowak

w sprawie prowadzenia badari w
San Raffaele Scientific Institute, Via Olgettina 60, 20 132 Milano, Italy
oraz w czesci analizy wynikéw w Katedrze Fizjologii i Biochemii Zwierzat

Uniwersytetu Przyrodniczego w Poznaniu

Glowny badacz: mgr Karolina Maria Andratoj¢

Temat
badari: "Komorki syntetyzujgce greline w wyspach trzustki w

rozwoju ptodowym czlowieka oraz ekspresja w nich
czynnikow transkrypcyjnych regulujacych réznicowanie
komorek wysp”.

Komisja wyraza zgode¢ na prowadzenie badar
Przewodniczqcy Komisji

Prof. zw. dr hab. med. Zygmunt Przybylski
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Przewodniczacy: prof. zw. dr hab. ZYGMUNT PRZYBYLS

Z-ca Przewodn.: prof. dr hab. JOZEF KRAWCZAK

Cztonkowie :

W POZNANIU.

15 maja 2008 r.

prof. dr hab. WOJCIECH SLUZEWSKI

prof. dr hab. ROMAN SZULC

prof. dr hab. JANUSZ SZYMAS
prof. dr hab. HENRYK WYSOCKI
prof. dr hab. PAWEL CHECINSKI
prof. dr hab. JANUSZ PALUSZAK
dr hab. MACIEJ KRAWCZYNSKI
dr med. PIOTR TOMCZAK
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5 |prof. dr hab. Wojciech Stuzewski neurologia dzieci¢ca, | Dziecigcej UM
choroby zakaZne ul. Szpitalna 27/33, Poznan
Klinika Intensywnej Terapii Kardiologicznej i
6 |prof. dr hab. Henryk Wysocki chorgby WEWNGUZNE, | Choréb Wewngtrznych UM
kardiologia : :
ul. Przybyszewskiego 49, Poznan
T 3 genetyka kliniczna, Katedra i Zaktad Genetyki Medycznej UM
7 | dr hab. med. Maciej Krawezyfiski | j)jigrvka ul. Grunwaldzka 55, Poznan
: onkologia kliniczna, | Klinika Onkologii UM,
8 |drmed. Piotr Tomezak radioterapia ul, Lakowa 1/2, Poznan
chirurgia ogdlna, Klinika Chirurgii Ogdlnej i Naczyniowej oraz
9 |prof. dr hab. Pawet Checinski naczyniowa i Angiologii UM, ZOZ MSWiA ul. Dojazd 34,
angiologia Poznan
3 HE L Katedra 1 Zakiad Fizjologii UM,
10 |prof. dr hab. Janusz Paluszak fizjologia kliniczna ul. Swiecickiego 6
y Wydziat Teologiczny UAM,
11 |ks. prof. dr hab. Jerzy Troska teologia, etyka ey gondid
: ; Wydzial Prawa UAM, ul. Sw. Marcin 90,
12 | dr hab. Jerzy W. Ochmanski prawnik Po);n e
4 . Wydzial Nauk Spotecznych UAM,
13 | prof. dr hab. Janusz Wisniewski filozof ul. Szamarzewskiego 89, Poznan
14 | dr farm. Olimpia Klimaszewska farmaceuta Apteka , Kalifarm”
15 | Barbara Lipiak pielegniarka Z0Z Grunwald
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