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Skréty uzywane w pracy

SKROTY UZYWANE W PRACY

bFGF - (ang. basic Fibroblast Growth Factor) Czynnik wzrostu fibroblastow

CCR6 - (ang. Chemokine CC Motif receptor 6) Receptor dla chemokiny 6

CD1a - (ang. Cluster of Differentiation 1a) Biatko powierzchniowe charakteryzujace komorki
Langerhansa

CD207 -( ang. Langerin, Cluster of Differentiation 207) Langeryna

CD29 - (ang. B-integrin) B integryna

CD3 - (ang. Cluster of Differentiation 3) Biatko powierzchniowe charakteryzujace limfocyty
T

CD34 - (ang. Cluster of Differentiation 34) Biatko powierzchniowe charakteryzujace
hematopoetyczne komorki macierzyste

CD4 - (ang. Cluster of Differentiation 4) Biatko powierzchniowe charakteryzujace limfocyty
T pomocnicze, limfocyty T regulatorowe, monocyty

CD68 - (ang. Cluster of Differentiation 68) Biatko powierzchniowe charakteryzujace
makrofagi

Cdk 4,6,2 - (ang. Cyclin dependent kinase) Kinazy cyklinozalezne

CK1 - (ang. Cytokeratin 1) Cytokeratyna 1

CK10 - (ang. Cytokeratin 10) Cytokeratyna 10

CK14 - (ang. Cytokeratin 14) Cytokeratyna 14

CK16 - (ang. Cytokeratin 16) Cytokeratyna 16

CK17 - (ang. Cytokeratin 17) Cytokeratyna 17

CK®6 - (ang. Cytokeratin 6) Cytokeratyna 6

CT - (ang. Computed Tomography) Tomografia komputerowa

CXCR?2 - (ang. Chemokine receptor 2) Receptor dla chemokiny 2

d — dzien

DAG - (ang. Diacyloglicerol) Diacyloglicerol

dsRNA - (ang. double stranded RNA) Dwuniciowe RNA

E2F - (ang. a Family of transcription factors in higher eukaryotes) Rodzina czynnikow
transkrypcyjnych u wyzszych eukaryota

EDC - (ang. Epidermal differentiation compex) Kompleks réznicowania naskorka

EDTA - (ang. Ethylenediaminetetraacetic acid) Kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGF - (ang. Epidermal Growth Factor) Naskorkowy czynnik wzrostu

EGFR - (ang. Epidermal growth factor receptor) Receptor naskorkowego czynnika wzrostu


http://en.wikipedia.org/wiki/Transcription_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Eukaryotes
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ESC — (ang. Epidermal Stem Cells) Naskorkowe komorki macierzyste

ET-1R - (ang. Endothelin-1 receptor) Receptor dla endoteliny-1

EthD — 111 - (ang. Ethidium homodimer 111) Homodimer etydyny |11

FCS - (ang. Fetal Calf Serum) Plodowa surowica cieleca

FGF - (ang. Fibroblast Growth Factor) Czynnik wzrostu fibroblastow

FGF-R1 - (ang. Fibroblast Growth Factor Receptor 1) Receptor 1 czynnika wzrostu
fibroblastow

G-CSF - (ang. Granulocyte Colony-Stimulating Factor) Czynnik stymulujacy tworzenie
kolonii granulocytow

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

GRO - (ang. Growth Regulated Oncogene) Onkogen zwigzany ze wzrostem

hBD-1 - (ang. Human f -defensin 1) Ludzka B defensyna 1

hBD-2 - (ang. Human f -defensin 2) Ludzka 3 defensyna 2

hBD-3 - (ang. Human f -defensin 3) Ludzka 3 defensyna 3

HB-EGF - (ang. Heparin Binding Epidermal Growth Factor) Naskorkowy czynnik wzrostu
wiazacy heparyng

HLA-DR - (ang. Human Leukocyte Antigen DR) Glowny uklad zgodnosci tkankowej
cztowieka

ICAM - (ang. Inter-Cellular Adhesion Molecule) Miedzykomoérkowa molekuta adhezyjna
IFN-aByR - (ang. Interferon Receptor) Receptor dla interferonu afy

IFN-B - (ang. Interferon B) Interferon

IFN-vy - (ang. Interferon y) Interferon y

IgA - (ang. Immunoglobulin A) Immunoglobulina A

IGF - (ang. Insuline Growh Factor) Insulinopodobny czynnik wzrostu

IGF-R - (Insuline Growth Factor Receptor) Receptor dla insulinopodobnego czynnika
wzrostu

IgG - (Immunoglobulin G) Immunoglobulina G

IgM - (ang. Immunoglobulin M) Immunoglobulina M

IL-1 - (ang. Interleukin 1) Interleukina 1

IL-18 - (ang Interleukin 18) Interleukina 18

IL-3 - (ang. Interleukin 3) Interleukina 3

IL-6 - (ang. Interleukin 6) Interleukina 6

IL-8 - (ang. Interleukin 8) Interleukina 8
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INK4 - (ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) Inhibitor kinazy zaleznej od cyklin

IP-10 - (ang. Interferon 10 induced protein) Biatko indukowane interferonem 10

IP3 - (ang. Inositol trisphosphate) Trojfosforan inozytolu

IP-9 - (ang. Interferon 9 induced protein) Biatko indukowane interferonem 9

JNK - (ang. Jun N-terminal kinases) Kinaza Jun

KC - (ang. Keratinocytes) Keratynocyty

KC (1) — (ang. Keratinocytes (lymphedema)) Keratynocyty (limfedema)

KC (n) - (ang. Keratinocytes (normal)) Keratynocyty (normalne)

KGF - (ang. Keratinocyte growth factor) Czynnik wzrostu keratynocytow

KGFR - (ang. Keratinocyte growth factor receptor) Receptor dla czynnika wzrostu
keratynocytow

Ki67 - (ang. proliferation-related Ki-67 antigen) Biatko obecne w jadrach komorek
aktywnych mitotycznie

KSC — (ang. Keratinocyte stem cells) Komorki macierzyste naskorka

LC — (ang. Langerhans cells) Komoérki Langerhansa

LIF - (ang. Leukemia inhibitory factor) Czynnik hamujacy biataczke

LIF-R - (ang. Leukemia inhibitory factor receptor ) Receptor czynnika hamujacego biataczke
LL-37 - (ang. Human Cathelicidin LL-37) Ludzka katelicydyna LL-37

MAPK — (ang. Mitogen - activated protein kinase) Kinaza aktywowana mitogenem

MIP - (ang. Macrophage inflammatory protein) Biatko zapalne makrofagow

MRI - (ang. Magnetic resonance imaging) Magnetyczny rezonans jadrowy

MyD88 - (ang. Myeloid differentiation primary response gene 88) Gen 88 zwigzany
Z r6znicowaniem komorek linii mieloidalnej w odpowiedzi pierwotnej

ND-50 — (ang. Neutralization Dose 50)-Krzywa dawki potowicznej neutralizacji

NF«B - (ang. Nuclear factor k B) Czynnik transkrypcji jadrowej

NGF - (ang. Nerve growth factor) Czynnik wzrostu nerwow

NK - (ang. Natural killer cells) Komorki NK

p21 - (ang. Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A) Inhibitor 1A kinazy zaleznej od cyklin

p38 - (ang. Mitogen-activated protein kinase 14) Kinaza 14 aktywowana mitogenem

p63 - (ang. Protein p63) Biatko p63, jadrowy marker komorek macierzystych naskorka
PAMP - (ang. Pathogen associated molecular patterns) Wzorce molekularne zwigzane
zZ patogenami

PBS - (ang. Phosphate-Buffered Saline) Buforowana sdl fizjologiczna

PCNA - (ang. Proliferating Cell Nuclear Antigen) Jadrowy antygen komorek proliferujacych
7
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PDGF - (ang. Platelet Derived Growth Factor) Ptytkopochodny czynnik wzrostu

PMN — (ang. Polymorphonuclear leukocytes) Polimorfojadrowe leukocyty

PT/L - ptyn tkankowy/limfa

PT/L (1) — ptyn tkankowy/limfa (limfedema)

PT/L (n) — ptyn tkankowy/limfa (normalna)

RANTES - (ang. Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and Secreted) Czynnik
regulowany przez aktywacje¢; ekspresja i wydzielanie przez prawidtowe limfocyty T

RPMI 1640 - (ang. medium Roswell Park Memorial Institute) Medium hodowlane RPMI
1640

S — (ang. Serum) Surowica

SCF - (ang. Stem Cell Factor) Czynnik komorki macierzyste;j

SPRs - (ang. Small Proline Rich proteins) Mate biatka bogate w proling

SRP - (ang. Signal Recognition Particle) Czgsteczka rozpoznajgca sygnat

TA — (ang. Transit amplifying cells) Komorki przejsciowo namnazajace si¢

TGF-a - (ang. Tumor Growth Factor o) Czynnik wzrostu nowotworu o

TGF-p - (ang. Tumor Growth Factor ) Czynnik wzrostu nowotworu 3

TGF-BR - (ang. Tumor Growth Factor Receptor) Receptor czynnika martwicy nowotworu 3
TIR — (ang. Toll/IL-1R domain) Domena TIR

TLR 10 - (ang. Toll-like receptor 10) Receptor Toll 10 podobny

TLR 2 - (ang. Toll-like receptor 2) Receptor Toll 2 podobny

TLR 3 - (ang. Toll-like receptor 3) Receptor Toll 3 podobny

TLR 5 - (ang. Toll-like receptor 5) Receptor Toll 5 podobny

TNF-a - (ang. Tumor Necrosis Factor) Czynnik martwicy nowotworu o

VEGF - (ang. Vascular Endothelial Growth Factor) Czynnik wzrostu $rodblonka
naczyniowego

WHO - (ang. World Health Organization) Swiatowa Organizacja Zdrowia


http://pl.wikipedia.org/wiki/J%C4%99zyk_angielski
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Jedna z czgstszych chorob cztowieka budzaca coraz wigksze zainteresowanie
immunologoéw jest tzw. obrzgk limfatyczny konczyn i narzadéw. Wedlug statystyk WHO
liczba chorych z tego rodzaju patologia wynosi na swiecie ok. 300 milionow.

Obrzek limfatyczny konczyn 1 narzadow jest objawem  zastoju plynu

miedzykomorkowego (tkankowego) i limfy w tkankach w nastgpstwie uszkodzenia naczyn
limfatycznych prowadzacych do regionalnych weztow chtonnych. Do uszkodzenia dochodzi
w bakteryjnych zapaleniach skory i tkanek migkich, urazow tkanek migkich 1 kosci, oraz po
usunigciu lub naswietlaniu weztow chtonnych w przypadkach nowotworow.
Uktad limfatyczny, ktérego anatomia to przestrzen migdzykomoérkowa, sie¢ naczyn
limfatycznych, narzady limfoidalne oraz rozproszona tkanka chionna (grudki chlonne),
a takze krazace komorki odpornosciowe, sprawuje funkcje straznika genetycznego ,.self”
ustroju [120, 121]. Wszelkie sygnaly obwodowe z tkanek, takie jak wniknigcie i rozpoznanie
obcego antygenu (bakterie, wirusy, grzyby, czastki nicorganiczne, ciata obce), jak i odstonigte
wilasne antygeny tkankowe i komorkowe (uraz, autoagresja) i wreszcie (allo- i ksenogeniczne)
antygeny przeszczepu tkanki czy narzadu powoduja natychmiastowg odpowiedz komoérkowo-
humoralng tkanki limfoidalnej [111]. Masa antygenu wnikajacego do naczyn limfatycznych,
jego immunogenno$¢ i oporno$¢ na degradacje odgrywaja rolg w procesie odpowiedzi ale
takze uszkodzenia i zuzycia uktadu limfatycznego. To ostatnie jest szczegdlnie widoczne
W postaci zaniku wezldw w starszym wieku. Nastepstwem uszkodzenia naczyn i weziow
chtonnych jest zastd] w krazeniu ptynu tkankowego i limfy, a wigc klinicznie obrzgk oraz
szereg zaburzen funkcji komoérkowych drenowanej tkanki. W przypadku skory, w tym
w szczegblnosci  konczyn, dochodzi do zmian funkcjonalnych keratynocytow oraz
fibroblastow. Efektem tego jest hiperkeratoza (hyperkeratosis) i wioknienie (fibrosis).
Mechanizm przebiegu tych procesow in vivo pozostaje niejasny, poniewaz uczestniczy w nim
wiele wspolzaleznych czynnikow komérkowych 1 humoralnych §rodowiska.

Przedmiotem niniejszej pracy byto badanie wplywu czynnikow humoralnych srodowiska
migdzykomorkowego skory (ptynu tkankowego/limfy) na proliferacje¢ 1 rdéznicowanie
keratynocytow u chorych z zastojem limfy w konczynach dolnych.

Keratynocyty (KC) sa glownymi komoérkami naskoérka pelnigcego role bariery

srodowiskowej oddzielajacej wnetrze ustroju od otoczenia. Bariera ta peini funkcje:
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a) mechaniczng - chronigca przed urazami glgbokich tkanek, b) anty-penetracyjng dla
mikroorganizméw oraz c¢) $rodowiskowa dla bakterii kolonizujacych naskorek, gléwnie
mieszki wlosowe oraz gruczoty tojowe i potowe.

KC podlegaja stalemu procesowi proliferacji i roznicowania [30]. Sygnaty regulujace
te procesy pochodzg ze skory wiasciwej (dermis), w tym z jej komorek mezenchymalnych,
a takze z czynnikow humoralnych dostarczanych do naskorka droga krwiono$ng [41]. Innym
zrédlem sygnatdéw jest mechaniczne uszkodzenie struktury naskorka oraz dzialanie antygenu
bakteryjnego, wirusowego lub grzybiczego [1, 26]. KC wydzielajg szereg czynnikéw wzrostu
i cytokin oraz peptydow antybakteryjnych dziatajgcych w uktadzie autokrynnym [33, 103].
Szereg z tych czynnikow humoralnych dyfunduje do plynu tkankowego skory wiasciwej
I tkanki podskornej, ktory po wptynieciu do naczyn limfatycznych okreslany jest mianem
limfy [115, 116].

Mechanizm regulacji proliferacji i réznicowania KC cztowieka jest badany przede
wszystkim w warunkach in vitro, stad co si¢ dzieje in vivo pod wptywem czynnikéw wzrostu
I cytokin jest mato poznane. Wynika to m. in. z ograniczonej wiedzy dotyczacej rodzaju
i liczby czynnikéw humoralnych zawartych w ptynie tkankowym skory. Niewiele wiadomo,
w jaki sposob czynniki humoralne dziataja na komoérki macierzyste keratynocytow (o stabo
dotychczas zdefiniowanym fenotypie) czy tez na tzw. komorki namnazajgce si¢ przejSCiowo
(ang. transit amplifying cells, TA). Nie wiadomo takze, ktora z cytokin lub ich grupa wptywa
specyficznie na proces proliferacji i roznicowania KC. Niewielka jest tez wiedza o tym,
w jakich przyzyciowych warunkach KC warstwy podstawnej naskorka aktywnie wyrazaja
receptory dla cytokin 1 czynnikow wzrostu.

Wyjasnienie wymienionych zagadnien pozwoliloby na opracowanie metod
pobudzania lub hamowania proliferacji KC w warunkach klinicznych, np. w ranach lub
hiperkeratozach czy tez w obrzeku limfatycznym, ktoérego integralng komponentg jest
nadmierna proliferacja KC. Ponadto umozliwitoby to efektywniejszg hodowle KC in vitro dla
celow transplantologicznych.

Powstaje zatem pytanie, ktore czynniki wzrostu i1 cytokiny znajdujace si¢ w ptynie
tkankowym/ limfie skory cztowieka, pobudzaja proliferacje i réznicowanie KC, oraz ktore
z komorek proliferujacych moga naleze¢ do populacji o fenotypie uznanym obecnie
za charakterystyczny dla komorek macierzystych naskorka. Aby proces ten mogl byc
obserwowany, niezbedny byt naturalny model. Okazat si¢ nim zast6j PT/L w skorze i tkance
podskornej cztowieka (obrzgk limfatyczny, ang. obstructive lymphedema), ktorego jednym

Z nastgpstw jest nadmierna proliferacja KC. Przeniesienie procesu proliferacji i roznicowania

10
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KC do hodowli z zastosowaniem PT/L, pozwoliloby na §ledzenie procesu proliferacji
I r6znicowania oraz na wyciggniecie wnioskow o wartosci kliniczne;.

Zastosowatam wigc oryginalng, dotychczas nie publikowang przez innych metode
hodowli izolowanych KC w PT/L czlowieka, pobieranych ze skoéry chorych z zastojem
limfatycznym oraz zdrowych wolontariuszy. Zaktad, w ktorym praca zostata wykonana jest
jednym z czotowych na $wiecie, ktory zajmuje si¢ patomechanizmem zastoju limfatycznego.
Zostaly w nim opracowane techniki zbierania PT/L oraz hodowli KC, stad mozliwo$¢ badania

zjawisk komoérkowych w naturalnym srodowisku humoralnym.
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Przeglad piSmiennictwa

2 PRZEGLAD PISMIENNICTWA

2.1 Fizjologia oraz funkcja skory i keratynocytow

Skéra pelni kluczowg role w utrzymaniu stabilno$ci wewnetrznego Srodowiska
organizmu 1 obronie ciata przed wptywem otoczenia. Ten najwigckszy organ ludzkiego
organizmu stanowi zewnetrzng powtoke ciata i sktada si¢ z dwoch warstw: 1) naskorka
I 2) skory wiasciwej. Jako pierwotny organ obrony i adaptacji, skora pozostaje takze
najwickszym organem ciata wystawionym na dzialanie wszystkich czynnikéw s$rodowiska
zewnetrznego. Zmienno$¢ parametrow anatomicznych (np. liczba warstw komorek
W warstwie ziarnistej skory, rozmieszczenie przydatkow, odmienno$¢ struktury potaczenia
skorno-naskorkowego, zmiany w ukrwieniu) determinuje w pewnym zakresie zmienno$¢ jej
funkcji. Naskorek jest nabtonkiem wiclowarstwowym, ptaskim, rogowaciejacym. Jego
gldowng mase komorkowa stanowig komorki zwane keratynocytami. Ulozone sg one
w czterech mozliwych do zréznicowania morfologicznego warstwach: podstawnej,
kolczystej, ziarnistej i zrogowaciatej. Rycina 2. oraz tabela 6. przedstawiaja warstwowy
podziat naskorka oraz charakterystyke KC z poszczegélnych warstw. Komorki z warstwy
podstawnej, ktore ustawione sg réwnolegle do blony podstawnej i przytaczone do niej
hemidesmosomami, biora udziat w wytworzeniu polaczenia skoérno-naskorkowego.
Z komorkami z warstwy kolczystej, zawierajgcymi tonfilamenty, zwigzane sg one
desmosomami. W naskoérku poza KC obecne sg jeszcze tzw. passenger cells, tj. komorki
Merkla (receptory dotyku), komorki pochodzenia nerwowego — melanocyty (w prawidtowych
warunkach proporcja KC do melanocytow wynosi 36:1), oraz komorki Langerhansa
(stanowig 2-5% ogolnej ilosci komorek naskorka) [79].

Naskoérek stanowi bariere dla antygendw czasteczkowych, wirusow, bakterii oraz
innych komorek, a takze dla rozmaitych zwigzkéw chemicznych i czynnikow fizycznych,
stwarzajagc w ten sposOb warunki miejscowej odpornosci. Peini on takze inne funkcje
immunologiczne: KC 1 komorki Langerhansa mogg prezentowac¢ antygeny limfocytom T oraz
wydziela¢ cytokiny i czynniki wzrostu (jak np. IL-1, IL-3, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-a, TGF-
I In.), wlaczajac inne komoérki do odpowiedzi immunologicznej [52]. KC podobnie jak wiele
innych komorek nabtonkowych, posiadaja liczne receptory rozpoznajace wzorce molekularne
patogenow (PAMP). Sa nimi: powierzchniowe TLR 2, dla ktéorych ligandem sg
peptydoglikany bakterii Gram dodatnich, TLR 5, ktérego ligandem jest flagellina bakterii
Gram ujemnych i TLR 10. Ligandem wewnatrzkomérkowego TLR 3 jest dsSRNA. Kontakt
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Z patogenami uruchamia kaskade przeniesienia sygnaléw na biatka adaptorowe i indukcje
kinazy NFkB, ktora pobudza transkrypcje genow kodujgcych prozapalne mediatory
odpowiedzi odpornosciowej (IL-1B, IL-6, TNF-a, GM-CSF, G-CSF, IL-8, GRO, RANTES
i MIP, a takze ICAM-1). Czasteczki te powodujg aktywacje oraz przycigganie do miejsca
whniknigcia patogenow: komorek zernych, granulocytow obojetnochtonnych oraz monocytow
z krwi obwodowej, z ktorych powstaja makrofagi zapalne [54].

W wyniku transdukcji sygnatu dochodzi do ekspresji cytokin i innych czgsteczek
sygnatowych. Cytokiny te mogg takze wptywaé na proliferacjc KC. W przekazywaniu
sygnatu uczestniczy biatko receptorowe MyD88 oraz receptory TLR z wyjatkiem receptora
TLR 3. W momencie pobudzenia receptora TLR biatko MyD88 taczy si¢ poprzez domeng
TIR z receptorem TLR. KC moga wykazywa¢ takze funkcje supresorowe, hamujac
aktywno$¢ komorek NK oraz proliferacje limfocytow T i B poprzez uwalnianie TGF-f, co
zmniejsza nasilanie objawow zapalnych [96].

Bardzo waznym elementem dziatania przeciwdrobnoustrojowego KC jest zdolno$¢ do
syntezy i uwalniania defensyn typu . Defensyny to naturalne antybiotyki peptydowe,
stanowigce od 30% do 50% ziarnistoSci azurofilnych granulocytow obojg¢tnochtonnych.
Biatka o identycznej strukturze, nalezace do defensyn, wystepuja takze w lizosomach
makrofagéw. Tylko KC uwalniajg defensyny typu p hBD-2 i hBD-3, podczas gdy wszystkie
inne komorki nabtonkowe wykazuja konstytutywng obecnos¢ defensyny typu hBD-1. Rézne
szczepy bakterii powoduja r6zng dynamike wydzielania defensyn. Zjawisko to jest zalezne od
czesciowego lub catkowitego zablokowania przez inhibitory kinaz Janusowych (JNK) szlaku
p38 lub NFkB. Bakterie zasiedlajace skore i jej przydatki, mogg wywiera¢ selektywny wplyw
na uwalnianie defensyn, wobec wszystkich rodzajow komorek nabtonkowych [14, 63]. Po
stymulacji szczepami Staphylococcus aureus, KC uwalniajg takze inny naturalny antybiotyk -
katelicydyne (LL-37) [ 37, 54, 95, 102, 130].

Pod wptywem EGF, IL-1 oraz TNF-o dochodzi w ranie do intensywnych podziatéw
KC z warstwy podstawnej i przypodstawnej oraz ich migracji i szybkiego wypehienia
miejsca ubytku [2]. W pracy Pastore i wsp. pojawita si¢ koncepcja wptywu komponent
bakteryjnych na proces proliferacji KC. Wptyw ten jest uzalezniony od szlaku zwigzanego

z receptorem dla EGF, ktory jest bogaty w cysteing [123].

13



Przeglad piSmiennictwa

2.2 Plyn tkankowy/limfa jako srodowisko dla komérek naskérka i skéry

Z wlosowatych naczyn tetniczych do przestrzeni tkankowej przedostaje si¢ woda, tlen,
aminokwasy, weglowodany, tluszcze, hormony, witaminy, sole mineralne, produkty
przemiany komoérkowej 1 zwigzki z nich syntetyzowane. Limfa zawiera wszystkie biatka
wystepujace w osoczu krwi oraz dodatkowo pewng ilo$¢ bialek syntetyzowanych w tkankach.
Sktad chemiczny limfy w znacznym stopniu roézni si¢ od osocza. Limfa jest produktem
dyfuzji i filtracji sktadnikow osocza. Dodatkowo jest wzbogacona w produkty metabolizmu
komorkowego. Sktad PT/L jest uzalezniony od poziomu filtracji kapilarnej, przepuszczalno$ci
$ciany kapilary oraz stanu metabolicznego komorek parenchymalnych [107, 108, 109, 112,
116].

Biatka wykrywane w limfie obwodowej, uczestniczace w odpowiedzi immunologicznej,
moga pochodzi¢ z trzech zrodel: 1. osocza; 2. tkanki, z ktorej limfa jest drenowana oraz
3. komorek znajdujacych si¢ w limfie. Przewazajaca wigkszos¢ tych bialek przechodzi
z osocza poprzez dyfuzje przez Scian¢ kapilary, filtracje 1 transport pecherzykowy. Ilos¢
biatka zalezy takze od przepuszczalno$ci membrany kapilarnej tkanki lub organu. Wykazano,
ze nie ma znacznych roéznic pomigdzy st¢zeniem bialek w limfie i plynie tkankowym skory
oraz tkanki podskornej. Stezenie biatka catkowitego w limfie stanowi 25% biatka catkowitego
surowicy. Stezenie catkowitej globuliny w limfie stanowi 20% stezenia globuliny w surowicy
i odpowiednio 19G 28%, IgA 16%, I1gM 8%. Poziom biatek dopeiniacza oraz bialek ostrej
fazy w limfie jest niski i wickszo$¢ tych biatek pochodzi z osocza krwi [108, 109, 116, 119].
Tabela 1 przedstawia sktad biatkowy PT/ L z konczyny dolne;.

Tabela 1. Skitad biatkowy limfy z konczyny dolnej [wg 115]

Biatko Stezenie [g/1] L:S Uwagi
34,9 0,39 *
Biatko catkowite 36,9 0,53 *k
19,7 0,24 il
Albumina 16,8 0,48 Frkx
a-1- glikoproteina 0,22 0,45 Fhkx
a-l-antytrypsyna 0,69 0,25 Fekkk
a-1-antychymotrypsyna 0,12 0,25 Fekkk
a-2-HS-glikoproteina 0,19 0,35 Fhkk
B-2-glikoproteina 0,074 0,4 Fhkk
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B-lipoproteina 1,11 0,2 —
Haptoglobina 0,15 0,17 =
Inhibitor-a-1-trypsyny 0,065 0,11 =
Plazminogen 0,026 0,22 F—
Prealbumina 0,12 0,35 r—
Retinol 0,007 0,11 ko
Transferyna 2,3 0,55 ok

L:S — stosunek stezenia danego biatka w limfie do jego stezenia w surowicy
* Srednia warto$é po 24 h zbierania

** Wtérny zastoj

*** Pierwotny zastdj

***Srednia warto$é po 3 h zbierania

2.3 Zastdj ptynu tkankowego/ limfy

Zasto] PT/L jest procesem obejmujacym gromadzenie si¢ wody, biatka, produktow
metabolicznych, migrujacych  komoérek  odpornosciowych  (limfocytow, komodrek
Langerhansa), erytrocytow, komorek osiadtych (KC, fibroblastow, komorek srodblonka) oraz
debris komorek ulegajacych apoptozie w przestrzeni migdzykomoérkowej i naczyniach
chlonnych. W jego nastepstwie dochodzi do postepujacego wioknienia tkanki (proliferacji
fibroblastow i odktadania kolagenu). Zaburzenia odptywu chtonnego z tkanki prowadzg do
zatrzymania w niej mikroorganizméw penetrujacych skorg, a nastgpnie do ich kolonizacji
w glebiej potozonych tkankach. Obrzgk chtonny jest nie tylko gromadzeniem si¢ wody
i biatka w tkance, ale takze zwigkszeniem si¢ liczby komorek i substancji podstawowej samej
tkanki [116].

Wspotistniejace zwigkszenie zawartosci wody w tkance, liczby komorek 1 masy macierzy
zewnatrzkomorkowej wskazuje, ze termin lymphedema powinien zosta¢ zastgpiony terminem
lymphofibroedema (obrzek chtonno-widknisty). Brak drenazu chtonki z konczyny powoduje
retencj¢ wody i biatka oraz substancji biologicznie czynnych takich, jak: cytokiny, czynniki
wzrostu czy chemokiny. Moga one wptywac na procesy zachodzace w komorkach tkanki (ich

metabolizm i tempo proliferacji) zarowno hamujaco, jak i stymulujaco [106, 112, 113].

2.4 Aktywacja keratynocytéw przez cytokiny i czynniki wzrostu

Strefe komorek proliferujacych w naskorku stanowi gtéwnie warstwa podstawna, w ktorej

moga si¢ znajdowaé zaro6wno komorki macierzyste, jak i komorki TA (przejsciowo
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namnazajace si¢). W warunkach fizjologicznych stopien proliferacji zalezny jest gtownie od
komorek namnazajacych si¢ przejsciowo, ktore wywodzg si¢ z komorek macierzystych.
Komoérki te po przejsciu Kilku cykli mitotycznych, przeksztalcaja si¢ w komorki
zroznicowane, niezdolne do dalszych podziatow [46]. Komorki z warstw podstawnych tworzg
in vitro kolonie, podczas gdy duze z warstw powierzchniowych nie posiadajg tej zdolno$ci
[11]. Ponadto, w matych KC (Srednica 11-14 um) sg wyrazane biatka charakterystyczne dla
dzielacych si¢ KC, jak np. cyklina A i B; w przypadku KC o duzej $rednicy (Srednica <
20um), ktore wytwarzajg zrogowaciala otoczke, wysoka jest ekspresja inwolukryny,
profilagryny oraz transglutaminazy [131]. Do podstawowych cytokin, wptywajacych na
proces proliferacji KC, zaliczamy: IL-1, TNF-a oraz IL-6. Ponadto, czynniki wzrostu takie,
jak: EGF, KGF, IGF, FGF, VEGF, TGF sg niezb¢dne w procesie wzrostu komorek naskorka
[59, 140]. W celu okreslenia komorek aktywowanych bada si¢ ekspresje CK6, CK16, CK17
natomiast ekspresje cytokeratyny 1, 10, 14, filagryny oraz inwolukryny w celu badania
procesu roznicowania [80]. Proces aktywacji KC jest zalezny od czynnikow wzrostu
i cytokin, m.in., takich jak: IL-1, TNF-a, IL-6, KGF, TGF- o, TGF-B, IFN-y [43, 140, 42].
Aktywowane KC wykazuja hiperproliferacje, zdolno$¢ do migracji, zmiany w cytoszkielecie,
zwigkszong ekspresj¢ receptoréw powierzchniowych oraz zwigkszong produkcje sktadnikow
blony podstawnej [144, 42]. Taka odpowiedz jest konieczna do odnowy uszkodzonych
obszarow naskorka iskory [140, 141]. Aktywowane KC wytwarzaja takze sygnaty
parakrynne dla aktywacji fibroblastow, komoérek $rodbtonka naczyn, melanocytow,
limfocytoéw, oraz sygnaty autokrynne skierowane do sgsiadujacych keratynocytow, co zostato
przedstawione na rycinie 1.

Czynnikiem inicjujagcym aktywacje wydaje si¢ by¢ IL-1p, ktora jest takze aktywatorem
skornych fibroblastow, przyczyniajac si¢ do ich migracji, proliferacji oraz wytwarzania
sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej [35, 88, 93]. Ponadto, IL-1 jest autokrynnym
sygnatem, ktéry pobudza KC, prowadzac do ich proliferacji, migracji 1 ekspresji zestawu
genoéw aktywacji [75, 132]. KC wyrazajg na swojej powierzchni receptory dla IL-1, zarowno
typu 1, jak i typu I, oraz dla antagonisty receptora IL-1 [15, 24, 31, 48, 76, 125]. Transdukcja
sygnalu w odpowiedzi na IL-1 zaczyna si¢ na powierzchni komorki po pobudzeniu receptora
typu | [146]. Aktywowane KC produkujg takze powierzchniowe czasteczki takie, jak: ICAM-
1, integryny oraz fibronektyne, ktora jest sktadnikiem blony podstawnej [21, 49, 51, 55, 73,
74, 85, 104].

KC aktywowane przez IL-1 moga by¢ utrzymywane w tym stanie wlasnie przez TNF-a

[101]. TNF-a jest obecny w wyzszych warstwach zdrowego naskorka i moze by¢ uwalniany
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przez IL-1 [13]. TNF-a aktywuje w naskorku odpowiedZz immunologiczng poprzez indukcje
dodatkowych czastek sygnalowych: cytokin, czynnikéw wzrostu i ich receptorow majacych
mitogenny wptyw na KC (np. amfiregulina, TGF-a, IL-1a, antagonista receptora IL-1 oraz
EGFR) [49]. Istniejg dwa receptory dla TNF-a, lecz KC ekspresjonujg tylko receptor typu 1
0 masie 55 kDa.

IL-6 jest wytwarzana przez KC z warstwy podstawnej. W zapaleniu i chorobach
objawiajacych si¢ hiperproliferacja dochodzi do jej nadekspresji we wszystkich warstwach
naskorka [57].

KGF, jest wytwarzany gltownie przez fibroblasty w trakcie gojenia si¢ rany. Zostalo
zidentyfikowanych wiele genow, ktore sa zaangazowane w mitogenny efekt KGF na KC [7,
5]. Naleza do nich geny dla czynnikdéw transkrypcyjnych c-myc oraz c-fos, a takze geny
kodujace enzymy regulatorowe, biorgce udzial w biosyntezie nukleotydow, jak np. enzymy
biorgce udzial w syntezie puryn. Ponadto KGF indukuje ekspresj¢ TGF - oo w KC, ktory jest
ich silnym mitogenem [25]. KGF bierze takze udzial w aktywacji EGFR. W dojrzalym
naskorku EGFR jest obecny w warstwie podstawnej i w mniejszym stopniu w warstwie
kolczystej. Przylaczanie si¢ odpowiednich ligandow do receptora EGFR moze aktywowa¢ KC
[22, 66]. W odpowiedzi na aktywacje EGFR, KC proliferuja i staja si¢ zdolne do migracji [36,
101]. Wykazano, ze ligandy EGFR silnie indukuja ekspresj¢ CK6 oraz CK16 [61, 87, 161].
Raz aktywowane KC syntetyzujg dodatkowe czynniki wzrostu i cytokiny, takie jak TGF-a,
IL-3, IL-6, IL-8, G-CSF, GM-CSF oraz M-CSF [16, 22, 75, 101].

Poza wptywem KGF na aktywnos$¢ proliferacyjng KC powoduje on wzrost ekspresji
stromelizyny-2, bierze udzial biosyntezie hialuronianu a takze pobudza wytwarzanie
enzymow utatwiajac migracje KC [126]. KGF redukuje takze uszkodzenia wywotane stresem
oksydacyjnym w KC, poprzez indukcje ekspresji enzymow, uczestniczacych w detoksykacji
reaktywnych form tlenu [58].

Roézne markery zewnatrzkomorkowe sg wyrazane przez aktywowane KC. Zalicza si¢ do
nich powierzchniowe bialka blonowe, integryny, biatka substancji zewnatrzkomorkowej,
a takze receptory dla czynnikdw zar6wno autokrynnych, jak i tych produkowanych przez
infiltrujgce komorki uktadu immunologicznego [3, 18, 91, 104]. Po aktywacji KC przechodzg
na droge réznicowania. Wydzielany przez fibroblasty TGF-B jest waznym regulatorem tego
procesu [4]. Indukuje on synteze bialek macierzy zewnatrzkomérkowej 1 ich
powierzchniowych receptorow, atakze skladnikow blony podstawnej takich, jak

fibronektyna, laminina, kolagen IV i VII, integryny: a5, av, 1, B4, B5 [143, 128, 135, 17].
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Biatko to redukuje szybki wzrost KC do poziomu obserwowanego W warstwie podstawnej
naskorka [132].
Receptory dla cytokin, chemokin i czynnikow wzrostu przedstawia Tabela 2, natomiast

cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu wydzielane przez KC przedstawia Tabela 3.

Komorki
Langerhansa

Melanocyty

IL-1, IL-1ra, IL-6, IL-8, TNF-a,
TGF-a, TGF-B, GM-CSF

Komorki \
tuczne -G A
NG . i

§
BEGF, IL-1, TNF-q, IL-1ra 4 %

IL6, TGF-B

Komorki B

Endotelium

g-491 ‘D-INL
11 4SJ-ND ‘0T-11
‘L1191 TN

Komorki T Makrofagi

Rycina 1. Kooperacja KC (komérki w srodkowej czesci ryciny) z komérkami Langerhansa,
komérkami tucznymi, fibroblastami, komérkami srédbtonka, komérkami T i B, makrofagami,
PMN i melanocytami oraz autokrynny wplyw wydzielanych cytokin i czynnikéw wzrostu na KC
(niebieska strzatka)

Tabela 2. Receptory dla cytokin, chemokin i czynnikéw wzrostu obecnhe na KC [wg 33, 115]

RECEPTOR EFEKT AKTYWACJI RECEPTORA

IL-1R1 Wydzielanie cytokiny

IL-1R2 Brak sygnatu transdukcji

IL-4R Wytwarzanie IL-6

IL-6R Indukcja proliferacji

IL-10R Inhibicja wytwarzania HLA-DR

IL-13R Wytwarzanie IL-6

IL-17R Wydzielanie cytokiny

TNF-aR Wydzielanie cytokiny, indukcja ICAM-1, indukcja wzrostu
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EGF-R Indukcja proliferacji
FGF-R1 Indukcja proliferacji
KGF-R Indukcja proliferacji
IGF-R1 Indukcja proliferacji
NGF-R Indukcja proliferacji
ET-1R Indukcja proliferacji
TGF-BR Kontrola réznicowania
LIF-R Nieznana

IFN-a/ receptor Inhibicja proliferacji
IFN-y receptor Indukcja HLA-DR oraz ICAM-1
CXCR2 Przyciaganie neutrofili
CCR6 Nieznana

Tabela 3. Cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu wydzielane przez KC [wg 33, 115]

CYTOKINA/CHEMOKINA

EFEKT DZIALANIA

IL-1a, B Wrodzone reakcje immunologiczne
IL-1Ra IL-1 inhibitor

IL-10 Inhibicja Thl

IL-12 Indukcja Thl

IL-18 Indukcja ThliTh2

TNF-a Indukcja czasteczek adhezyjnych
GM-CSF Regulacja funkcji LC

M-CSF Nieznana

IL-3 Czynnik wzrostu komorek tucznych
IL-6 Proliferacja KC

IL-7 Czynnik wzrostu komoérek T

IL-15 Czynnik wzrostu komoérek T

TGF-a Wptywa na ruchliwosé KC
Amfiregulina, HB-EGF Czynnik wzrostu KC

Bfgf Czynnik wzrostu KC

FGF-10 Czynnik wzrostu KC

IGF-II Czynnik wzrostu KC

NGF Czynnik wzrostu KC i melanocytéw
VEGF Czynnik wzrostu komérek srédbtonka
PDGF Czynnik wzrostu fibroblastéw i komérek miesni gtadkich
ET-1 Czynnik wzrostu KC i melanocytéw
SCF Czynnik wzrostu komérek tucznych i melanocytéw
LIF Nieznana
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IFN-y Indukcja Thl

TGF-p1 Inhibicja proliferacji KC, indukcja ziaren Birbecka
MIP-3a Atraktant LC przez CCR6

SDF-1a Atraktant LC przez CXCR4

IP-9, IP-10 Atraktant komorek T przez CXCR3

IL-8, GROa Atraktant neutrofili przez CXCR2

2.5 Proces réznicowania keratynocytow

Roznicowanie KC jest procesem inicjowanym w momencie, gdy komorki macierzyste
wychodzg ze swojej niszy, aby wygenerowa¢ komorki przejsciowo namnazajace si¢ [137,
41]. Proces roznicowania komorek naskorka jest wieloetapowym procesem biologicznym,
w wyniku ktorego dochodzi do wyksztalcenia na powierzchni naskérka warstwy
zrogowacialej. Ten uporzadkowany cykl przemian, wymaga skoordynowanego dziatania
wielu genéw kodujacych specyficzne biatka, bedace wskaznikami r6znicowania
W poszczegdlnych warstwach naskorka. Geny te sa skupione w tzw. kompleksie réznicowania
naskorka - EDC i usytuowane u cztowieka na chromosomie 1q21. Przez caty ten okres KC
odbierajg swoiste sygnaly przekazywane im na drodze aktywacji roznych szlakow
sygnatowych [64, 97].

Kluczowym czynnikiem sygnalowym W procesie roznicowania, niezbednym na
wszystkich etapach tego procesu jest jon wapnia. Zarowno formowanie desmosomow,
sekrecja ciatek lamellarnych, jak i aktywacja enzymow uczestniczacych w réznicowaniu, sa
procesami zaleznymi od wapnia. Jego stezenie w przestrzeni zewnatrzkomorkowej rozni si¢
W poszczegbdlnych warstwach ijest ono czterokrotnie wyzsze w Szczytowych partiach
naskorka w poréwnaniu do warstwy podstawnej. Gradient wapnia (z 1,2-1,8 mM do 0,05-1,0
mM) jest wystarczajacy do wzbudzenia proliferacji komorek, ale dalsze przemiany wymagaja
wyzszego stezenia zarOwno w przestrzeni zewnatrzkomorkowej, jak i w cytozolu [79].
Przytaczenie Ca®" do transbtonowego receptora NMDA aktywuje podjednostke a biatka G,
ktéra inicjuje szlak sygnalizacyjny rozpoczynajacy si¢ dziataniem fosfolipazy C. Po
uwolnieniu z blony komorkowej 1,4,5-trojfosforanu inozytolu, dyfunduje on w cytozolu,
dociera do retikulum endoplazmatycznego, gdzie wigze si¢ z zawartymi w jego blonie
kanalami wapniowymi i otwiera je. Zmagazynowany wewnatrz siateczki cytoplazmatycznej
wapn wpltywa do cytozolu, gwaltownie zwiekszajagc w nim st¢zenie jonéw wapnia [64].

Wiazanie kinazy C (PKC) z fosfolipidami btony zalezy od obecno$ci jondw wapnia i rodzaju
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fosfolipidow. Prawdopodobny mechanizm aktywacji PKC obejmuje kilka etapow.
W pierwszym, cztery czasteczki fosfatydyloseryny wiaza jeden jon Ca?* poprzez grupy
karboksylowe seryny. Nastepnie przytacza si¢ PKC tworzac nieaktywny enzymatycznie
kompleks. Zwigzanie jednej czgsteczki DAG z tym kompleksem inicjuje zmiany
konformacyjne w czasteczce enzymu i jego aktywacje, ktorej wynikiem jest fosforylacja
bialek docelowych, takich jak: inwolukryna, enwoplakina i periplakina, a pdzniej takze
lorykryna, indukujac ich ekspresj¢ [64].

Kolejny etap, prowadzacy do powstania warstwy rogowej, wigze si¢ z tworzeniem w KC
dwoch rodzajow ziarnisto$ci. Pierwsze z nich majg nieregularny ksztalt 1 zawieraja
profilagryne, podczas gdy drugie sa mniejsze, okragle i zawieraja lorykryne - biatko bogate
W cysteing. W trakcie r6znicowania keratynocytow profilagryna ulega proteolizie, w wyniku
ktorej powstaje czasteczka filagryny. Biatko to laczy poszczegélne filamenty keratynowe
posrednie, wspottworzace szkielet komorki, w grubsze wigzki nazywane makrofibrylami
I wypelniajgce calg komorke. W trakcie proteolizy profilagryny jej reszta N-koncowa jest
przenoszona do jadra roznicujgcej si¢ komorki, odgrywajac wazng role w jego rozpadzie [64].
Filagryna jest rowniez zrodlem wolnych aminokwasow, ktére dzigki swojej wysokiej
higroskopijnos$ci petnig wazng funkcje w utrzymaniu prawidtowego nawodnienia warstwy
rogowej naskorka. Lorykryna, po uwolnieniu z ziarnistos$ci, faczy si¢ wigzaniem krzyzowym
Z biatkiem SPR, przy udziale naskorkowo specyficznej transglutaminazy 3. Dopiero taki
kompleks jest przytaczany do rusztowania powstatego wezesniej z inwolukryny, enwoplakiny
i periplakiny. Podczas wczesnych etapow roznicowania dochodzi do wzmocnienia
migdzykomorkowej adhezji, ktora odbywa si¢ za posrednictwem adheryn 1 desmosomow,

W sposob zalezny od wapnia [40, 47, 64, 60].

2.6 Komoérki macierzyste keratynocytéw i ich cykl komoérkowy

Komorki macierzyste KC przechodza ograniczong liczbe szybkich podziatow
mitotycznych, nastepnie przechodzg w stan spoczynku, a ich komorki potomne ostatecznie si¢
roznicujg [6]. Uwaza sie, ze sposrod wszystkich KC, komoérki macierzyste naskorka cechuja
si¢ najwyzsza ekspresja Pl-integryny, ao6-integryny, czynnika transkrypcyjnego p63
i Delta 1. Maja one takze wyzsza ekspresj¢ B-kateniny cytoplazmatycznej w stosunku do

B kateniny zwiazanej z kadherynami bton komoérkowych [124].
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Integrynom, jako receptorom biatek macierzy zewnatrzkomoérkowej, przypisuje si¢
ogromne znaczenie w regulacji homeostazy skoéry. Sa one heterodimerycznymi
glikoproteinami, przytwierdzajagcymi KC warstwy podstawnej naskorka do btony podstawnej
[55]. B1-integryna jest jednym z markeréw komorek macierzystych naskorka. Glikoproteina
ta zapewnia odpowiednie rozmieszczenie komorek macierzystych, a takze sprawia, ze
komorki sa silniej przytwierdzone do podtoza, niz komorki przejsSciowo namnazajgce si¢
I migrujace w kierunku wyzszych warstw naskérka. Wraz z utratg kontaktu komorek
macierzystych z btong podstawng i zapoczatkowaniem procesu ich roznicowania, obserwuje
si¢ zahamowanie syntezy Pl-integryny na powierzchni tych komoérek. Towarzyszy temu
rowniez zahamowanie proliferacji komorek 1 zmiana ekspresji wielu genéw, w tym
kodujacych biatka Ras oraz c-Myc [6]. Udowodniono takze, ze zablokowanie receptoréw
Bl-integryny powoduje apoptoz¢ komoérek naskorka — gtownie poprzez obnizenie w nich
stezenia biatka Bcl-2 [124]. Wiasciwosci adhezyjne integryn utrzymuja odpowiedni wzor
rozmieszczenia komorek macierzystych w warstwie podstawnej naskorka iuwaza si¢, ze
odgrywaja one rowniez istotng rol¢ w regulacji r6znicowania KC. Bl-integryny wystepuja na
powierzchni KC z warstwy podstawnej naskorka, a wigc takze komoérek macierzystych
zlokalizowanych w charakterystycznych niszach (w przedziatach migdzymieszkowych,
W macierzy terminalnej mieszka wlosowego oraz w géornym rejonie mieszka wlosowego,
w matym wybrzuszeniu, w okolicy ujécia gruczolu lojowego). Proces opuszczania przedziatu
komoérek macierzystych wiaze si¢ z odlaczeniem si¢ komoérek od blony podstawnej
i stopniowym podje¢ciem migracji w kierunku powierzchniowych warstw naskorka. Zmiany te
zwigzane sg ze spadkiem ekspresji B1- integryny [6, 44, 99, 124]. W stanie hiperproliferacji
moze dochodzi¢ do jej wyrazania w warstwie kolczystej. W pracy Haase 1 wsp. wykazano, ze
aktywacja MAPK jest skorelowana z ekspresjg integryn [56]. Konstytutywna aktywacja
MAPK powoduje proliferacjg KC, tym samym opdzniajac proces ich réznicowania [ 56].

Czynnik transkrypcyjny p63 nalezy do rodziny, do ktorej naleza takze biatka p53 1 p73.
W naskorku ludzkim, mieszkach wlosowych i hodowanych KC, biatko p63 ulega ekspres;ji
W jadrach komorek zachowujacych zdolnos¢ proliferacyjng. Badania dowodza, ze w trakcie
réznicowania spada ekspresja tego biatka. [29]. W pracy Lardered i wsp. po raz pierwszy
opisano izolacje keratynocytow nalezacych do tzw. ang. Side Population. Wykazano, ze KC
SP (Side Population Keratinocyte) maja zdolnos¢ do wyrzutu barwnika fluorescencyjnego
Hoechst podobng do komodrek macierzystych, pochodzacych ze szpiku. Stanowig one 0,16 %

populacji i sa komoérkami niezréznicowanymi [77].
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W hodowli, proliferujace KC charakteryzuja si¢ aktywnym cyklem komorkowym, ktory
prowadzi do podziatdéw komoérkowych pod kontrolg cyklin takich, jak cyklina D1, kinaz
zaleznych od cyklin, jak réwniez ich inhibitorow [139]. Stymulacja mitogenna uruchamia
kaskade procesdOw biochemicznych, prowadzacych do zwiekszenia ekspresji genu cykliny D1.
Cykl komorkowy KC jest gldwnie regulowany w fazie G1. Gléwnymi kinazami zaleznymi od
cyklin sg cdk4, cdké6 i cdk2. Kinazy ulegaja aktywacji, wiazac si¢ z wlasciwymi cyklinami.
Cyklina D (D1, D2 i D3) wiaze si¢ z cdk4/6 podczas, gdy cykliny E i A z cdk2 [23].
W komoérkach spoczynkowych biatka te ulegajg fosforylacji i tworza kompleksy z czynnikami
transkrypcyjnymi z rodziny E2F [78]. Podczas fazy G1 biatka Rb, pl107 i pl130 sg
fosforylowane przez kinazy cdk4/6 i cdk2, co objawia si¢ uwolnieniem czynnikéw
transkrypcyjnych i syntezg bialek zwigzanych z cyklem komorkowym, takich jak np.
cyklina A. Aktywno$¢ kinaz zaleznych od cyklin jest takze regulowana przez dwie rodziny
specyficznych inhibitorow. Pierwsza z nich, nazywana Cip/Kip, przytacza si¢ do kompleksow
cdk4/6-cyklina D, cdk2-cyklina E/A. Druga rodzina - INK4 wigze si¢ wylacznie
z kompleksami cdk4/6-cyklina. W warunkach prawidtowych, biatko p21 taczy sig
w nieaktywne kompleksy z dimerem cyklina E-cdk2, co prowadzi do zatrzymania cyklu
komorkowego; stad wniosek, ze obnizony poziom inhibitora zatrzymuje zdolno$¢ proliferacji
KC [139].

Biatko p21 w =zaleznosci od st¢zenia moze dziata¢ jako czynnik pobudzajacy lub
hamujacy cykl komorkowy. Oprécz inhibicji kompleksu cyklina E-cdk2, biatko to moze takze
hamowa¢ kompleks cyklina D-cdk4/cdk6, ktory, jak wiadomo jest silnym promotorem cyklu

komorkowego [78].
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3 CEL PRACY

Celem pracy bylo wykazanie, ktore cytokiny i czynniki wzrostu ptynu tkankowego/limfy
skory cztowieka wptywaja specyficznie na:
a) proliferacje keratynocytow,
b) ich réznicowanie ,

c) ekspresj¢ markerow uznanych za charakterystyczne dla komoérek macierzystych naskorka

PYTANIA

1. Jakie zmiany fenotypowe zachodza w ludzkich keratynocytach z poszczegdlnych
warstw naskorka w czasie hodowli w PT/L?

2. Czy zawarte w PT/L: IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF i TGF-B maja wplyw na proliferacje
1 r6znicowanie keratynocytow?

3. Jaki wplyw ma PT/L na ckspresj¢ markerow dla tzw. komoérek macierzystych
naskoérka (p63 i CD29) ?

4. Jak PT/L wptywa na ekspresj¢ markerow proliferacji/aktywacji keratynocytow, jak:
Ki67, PCNA, CK6, CK16, CK17 i markerow rdznicowania, jak CK1, CK10, CK14,
filagryny, inwolukryny?
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4 MATERIAL

4.1 Keratynocyty

Skore do izolacji KC pobierano od chorych z klinicznie i wizualizacyjnie

(limfoscyntygrafia, CT, MRI) udokumentowanym  pozapalnym,  pourazowym
i pochirurgicznym zastojem limfy. U dawcoéw materialu nie stwierdzano klinicznie
I laboratoryjnie miejscowych i ogdlnych stanow zapalnych. Skora byla pobierana z okolicy
podudzia konczyn dolnych. Grup¢ kontrolng stanowili dawcy skory operowani z powodu

probleméw ortopedycznych (bez zastoju limfatycznego).

4.2 Ptyn tkankowy/limfa i surowica

PT/L pobierano z tkanek lub kaniulowanych naczyn limfatycznych w czasie
programowych operacji zespolen limfatyczno-zylnych lub przecietych w czasie operacji
plastycznych naczyn u chorych z obrzgkiem limfatycznym. Po odwirowaniu przy 1500
obrotow na minutg¢ i przefiltrowaniu przez filtr antybakteryjny PT/L przechowywano
w temperaturze -20°C. U dawcow PT/L nie stwierdzano klinicznie i laboratoryjnie
miejscowych 1 og6élnych stanow zapalnych. Od dawcow PT/L pobierano krew obwodowa
i izolowano surowicg. Grupg kontrolng stanowit PT/L uzyskany od wolontariuszy
Uczestniczacych w badaniach tzw. wstecznego transportu cholesterolu z tkanek do ptynu
tkankowego i krwi. Stezenie IL-1p, IL-6, TNF-a, KGF, TGF- w PT/L i surowicy stosowanej
do hodowli pochodzacej od chorych z obrzekiem limfatycznym i zdrowych osob przedstawia
tabela 4.

Tabela 4. Przecietne stezenie IL-18, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF- w PT/L i w surowicy

stosowanej do hodowli pochodzacej od chorych z obrzekiem limfatycznym i os6b zdrowych

[wg 115 oraz niepublikowane]

Cytokina/czynnik Stezenie Stezenie Stezenie Stezenie
wzrostu cytokiny/czynnika | cytokiny/czynnika | cytokiny/czynnika | cytokiny/czynnika
wzrostu w PT/L wzrostu w PT/L wzrostu surowicy wzrostu w
zdrowego chorego z zdrowego surowicy chorego
cztowieka zastojem czlowieka z zastojem
limfatycznym limfatycznym
IL-1B 14,4pg/ ml 4,4 pg/ ml 3,4 pg/ml 10,3 pg/ml
IL-6 9,2 pg/ ml 11,5 pg/ ml 2,9 pg/ml 5,4 pg/ml
TNFa 4,3 pg/ ml 1,7 pg/ ml 1,9 pg/ml 7,5 pg/ml
KGF 27,5 pg/ ml 140 pg/ ml 7,5 pg/ml 12,5 pg/ml
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at

TGF-B

0,5 ng/ml

0,48 ng/ml

7,3 ng/ml 18,5 ng/ml

4.3 Model badawczy

KC izolowane ze skory konczyn dolnych byly hodowane w ptynie tkankowym/ limfie

zawierajacej naturalne IL-1p, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-p.

Wszystkie badania zostaly wykonane za zgoda Komisji Bioetycznej przy Warszawskim

Uniwersytecie Medycznym KB 168/2009. Tabela 5. przedstawia grupy do$wiadczalne.

Tabela 5. Grupy doswiadczalne

Keratynocyty (KC)

MEDIUM HODOWLANE

BADANE PARAMETRY

KC izolowane
ze skory podudzia
(limfedema)
(n=5)

PT/L (limfedema)

* Catkowity przyrost liczby KC
*Zmiany ilosciowe KC
poszczegolnych warstw naskoérka

*Zmiany ilosciowe KC

PT/L (normalna)

wyrazajacych markery komoérek
macierzystych: p63 i CD29 oraz
markery proliferacji KC: Ki67

20% surowica

i PCNA
*Zmiany ilosciowe KC
wyrazajacych CK1, CK6, CK10,

RPMI+5%FCS

CK14, CK16, CK17, filagryne,
inwolukryne
(charakterystycznych dla stopnia

zréznicowania)

KC izolowane
ze skory podudzia
(normalne)
(n=5)

PT/L (limfedema)

* Catkowity przyrost liczby KC
*Zmiany ilosciowe KC
[poszczegdlnych warstw naskorka
*Zmiany ilosciowe KC wyrazajacych
[markery komérek macierzystych:
p63i CD29 oraz markery proliferaciji
KC: Ki67 i PCNA

*Zmiany ilosciowe KC wyrazajacych
CK1, CK6, CK10, CK14, CK16, CK17,
[filagryne, inwolukryne
(charakterystycznych dla stopnia

zréznicowania)
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PT/L
(limfedema)+przeciwcialo
neutralizujace IL-18
PT/L
3 (limfedema)+przeciwciato
neutralizujace IL-6
KC izolowane ze skéry
PT/L *Calkowity przyrost liczby KC
podudzia (limfedema)
_ (limfedema)+przeciwciato | * Zmiany iloSciowe KC
(n=3) neutralizujagce TNF-a poszczegolnych warstw naskérka
PT/L
(limfedema)+przeciwciato
neutralizujagce KGF
PT/L
(limfedema)+przeciwciato
neutralizujace TGF-8
KC (limfedema)
+przeciwciato blokujace
IL-1R
KC (limfedema)
+przeciwciato blokujace
IL-6R
PT/L (limfedema) *Calkowity przyrost liczby KC
4 KC (limfedema) * Zmiany ilosciowe KC
+przeciwciato blokujace (n=5) poszczegolnych warstw naskérka
TNFR
KC (limfedema)
+ przeciwciato blokujace
KGFR
KC(limfedema)
+przeciwciato blokujace
TGFR
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5 METODY

5.1 lzolacja keratynocytow i ich charakterystyka fenotypowa przed hodowla

Fragmenty skory ludzkiej po usunigciu tkanki tluszczowej 1 przeptukaniu PBS
Z dodatkiem antybiotykoéw i srodkow grzybobojczych [penicylina (100ug /ml), streptomycyna
(100 pg/ml), fungizon (0,25pg/ml)], byty trawione przez 24 godziny w 0,3 M roztworze
trypsyny (trypsyna z trzustki bydlecej; aktywno$é: 10.000 jednostek/mg, Merck) z 0,025%
EDTA. Nastepnie naskorek byt oddzielany i przez 1 godzing ptukany w PBS bez wapnia
i magnezu, z dodatkiem antybiotykow i srodkéw grzybobdjczych. Komorki byty rozdzielane
mechanicznie przy uzyciu sitka (Sigma, Steinheim, Niemcy). KC byly dwukrotnie ptukane
w PBS przez wirowanie 10 minut przy 1500 rpm. Zywotno$¢ komérek byta sprawdzana za
pomocg zestawu do badania zywotnosci i cytotoksyczno$ci komorek (Viability/Cytotoxicity
Assay Kit for Live and Dead cells Biotium, Hayward, CA, USA). Uzyskane w warunkach
jalowych KC byly wysiewane w stezeniu 0,5 x10° komoérek/ml w szesSciodotkowej ptytce
ptaskodennej (Becton Dickinson, Belgia). Zywe komorki byty rozrézniane przez okreslenie
aktywnos$ci wewnatrzkomorkowej esterazy przeksztalcajacej, nie wykazujaca fluorescencii,
kalceing AM w intensywnie fluorescencyjng kalceing. Kalceina pozostaje w komodrkach
zywych, nadajac im intensywnie jednolita zielong fluorescencje (ex/Em 495nm/515 nm).
Drugi barwnik EthD-IIl wnika do komorek zuszkodzong btong komoérkowa, gdzie po
zwigzaniu z kwasami nukleinowymi przechodzi 40-krotne wzmocnienie fluorescencji, co
objawia si¢ czerwong fluorescencja w komodrkach martwych. Komorki byty przeptukiwane
dwukrotnie w roztworze PBS w celu zahamowania aktywnos$ci esterazy. Obserwacje
fluorescencji prowadzono w mikroskopie odwroconym (Olympus IX FLA, Japonia). Do
liczenia komorek oraz ich pola powierzchni uzyto programu Cell (Olympus, Japonia).
Morfologia komorek byta okreslana po wybarwieniu preparatéw metoda May-Grunwald
Giemsa. Preparaty po wysuszeniu utrwalano w czystym alkoholu metylowym przez 15 minut
a nastgpninie barwiono 5 minut w roztworze May-Grunwalda i 15 minut w roztworze

Giemsy.
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X warstwa ziarnista 4

- ) 1y
TN

o ,,%7 é‘%‘éﬁn 3

: 2% warstwa kolczysta 3
(S

¥ warstwa
- podstawna 1, 2

Rycina 2. Obraz naskoérka i warstw KC wg stopnia zréznicowania.
Ekspresja antygenu CK10 przez KC. Na niebiesko zostaly wybarwione jadra komoérkowe
(Hoechst). Skala=100um.

Tabela 6. Morfologiczna charakterystyka KC izolowanych z poszczegdlnych warstw naskérka

[wg 27]
Rodzaj komorki Charakterystyka
Komorki mitotyczne Komorki w fazie cytokinezy, z widoczng bruzda podziatlowa;
' o wielkosci komérek okragtych z warstwy podstawne;j.
Komérki z warstwy Typ komérek o wydluzonym ksztalcie; komoérki wyrazajace
podstawnej 1 markery komérek macierzystych naskérka p63 i CD29. Srednie
' pole powierzchni komoérki wynosi 21217,5pm2.
Komérki z warstwy Typ komérek o regularnym, okraglym ksztalcie; komorki
podstawnej 2 wyrazajagce markery komoérek macierzystych naskérka p63
‘ i CD29. Srednie pole powierzchni komérki wynosi 95,895 pmz.
Komérki z warstwy W komérkach tej warstwy dochodzi do syntezy cytokeratyn
kolczystej 3 takich, jak: CK1, CK10 oraz biatek: filagryny i inwolukryny,
atakze odkladania w cytoplazmie peczkéw filamentéow
. posrednich cytokeratynowych. Srednie pole powierzchni komérki
wynosi 307,4 12um?°.
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Komoérki z warstwy w komérkach warstwy ziarnistej dochodzi do
Ziarnistej 4 najintensywniejszego réznicowania KC, ktdre przejawia sie
—— zageszczaniem peczkéw  filamentéw  cytokeratyny oraz

o

pojawieniem sie w cytoplazmie ziaren keratohialiny. Komérki te
J ‘ moze cechowaé zanik jadra komérkowego. Srednie pole
x'\ 2 3 powierzchni komérki wynosi 1356,33+9 |.|m2.

*pole powierzchni komoérek obliczano w programie Cell (Olympus, Japonia) pod

powiekszeniem 400x (n=10)

5.2 Okreslenie liczbowego przyrostu keratynocytow

KC (wyjéciowo wysiane w liczbie 0,5x10%/ml) liczono w komorze Biirkera w 1, 7 i 14
dniu hodowli. KC liczono przy powigkszeniu 400x w mikroskopie $wietlnym, stosujac regute

dwoch bokow.

5.3 Hodowla keratynocytéw w ptynie tkankowym / limfie, 20 % surowicy,

medium RPMI oraz okreslenie ich morfologii

KC (I) i (n) byly wysiewane w iloéci 0,5 x 10° komorek/ml do szesciodotkowej ptytki
ptaskodennej (Becton Dickinson, Belgia). Przed dodaniem do hodowli, PT/L (I) (n) i surowica
() byty filtrowane przez filtr sterylizacyjny (Millex-GP Filter Unit, Millipore). Surowica (l)
byla rozcienczana w stosunku 1:4 w PBS bez Ca®" i Mg2+ 1 w dalszej czesci pracy bedzie
okre§lana jako 20 % S. Jako kontrole prowadzono hodowle w medium RPMI 1640
z dodatkiem 5% FCS, ktore w dalszej czesci pracy bedzie okre§lane jako RPMI. Hodowle
prowadzono przez 14 dni w temperaturze 37°C w obecnosci 5 % CO,, w inkubatorze NU-
4950 (NuAire, USA); media hodowlane byty zmieniane w hodowli co 3 dni.

Po 1, 7 i 14 dniu hodowli okreslano liczbe komoérek. KC byly umieszczane na
szkietkach podstawowych podczas ich wirowania w cytowirowce Cytospin 3 (Shandon).
Morfologie KC okre§lano w preparatach barwionych metoda May-Grunwald Giemsa
i liczono odsetek komorek wedtug ustalonego kryterium (% komorek dzielacych sie, komorek
z warstwy podstawnej 1, 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4). W dalszej czg$ci pracy KC byly
znakowane na obecnos¢ markeréw dla tzw. komorek macierzystych naskorka: p63 1 CD29,
markeréw proliferacji: Ki67 i PCNA, oraz bialek charakteryzujacych KC na poszczegdlnych
etapach réznicowania: CK1, CK6, CK10, CK14, CK16, CK17, filagryny i inwolukryny.
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5.4 Identyfikacja fenotypowa keratynocytow po izolacji, hodowli w ptynie

tkankowym/limfie, 20 % surowicy oraz medium RPMI

KC (I) i (n) byly umieszczane na szkietkach podstawowych podczas ich wirowania
w cytowirowce Cytospin 3 (Shandon). Po wysuszeniu preparaty byly utrwalane w $wiezo
przygotowanym 4% paraformaldehydzie w PBS przez 15 minut i ptukane trzykrotnie w PBS
bez Ca* i Mgz+. W przypadku , gdy analiza immunocytochemiczna dotyczyta antygenéw
wewnatrzjadrowych preparaty poddano procesowi permabilizacji blon 1 % Tritonem X-100
w PBS przez 15 minut w temperaturze pokojowej. Nastepnie preparaty byty inkubowane 60
minut z mieszaning blokujgca, w sktad ktorej wchodzita 5 % albumina w PBS. Po uptywie 60
minut mieszaning blokujaca usuwano i naktadano przeciwciato I rzedowe, rozcienczone
W mieszaninie blokujacej. Kontrolg stanowily preparaty znakowane z pomini¢ciem inkubacji

z pierwszorzedowym przeciwciatem. List¢ uzytych przeciwciat przedstawia tabela 7.

Tabela 7. Lista stosowanych przeciwcial

Antygen Monoklonalne/ | Pochodzenie Podklasa | Rozcienczenie Numer
Poliklonalne katalogowy
p63 M Mysz lgG1 1:50 sc-8431 (¥)
CD29 (B integryna) M Mysz IgG1 1:50 sc-9970 (*)
Ki67 M Mysz lgG1 1:50 M 7240 (**)
PCNA M Mysz lgG1 1:50 sc-25280 (*)
Cytokeratyna 1 M Mysz lgG1 1:50 sc-65999 (*)
Cytokeratyna 6 M Mysz lgG1 1:50 sc-58735 (*)
Cytokeratyna 10 M Mysz lgG1 1:50 M 7002 (**)
Cytokeratyna 14 M Mysz lgG2a 1:50 sc-53253 (*)
Cytokeratyna 16 M Mysz IgG1l 1:50 sc-53255 (*)
Cytokeratyna 17 M Mysz IgG1l 1:40 M 7046 (**)
Filagryna M Mysz IgG1l 1:50 SC-66192 (*)
Inwolukryna M Mysz IgG1l 1:50 sc-21748 (*)

* Santa Cruz Biotechnology

** DakoCytomation

Inkubacje z przeciwciatami prowadzono przez cala noc w wilgotnej komorze,

w temperaturze 4°C. Po inkubacji preparaty ptukano trzy razy po 5 minut w PBS bez Ca?*
i Mg”*. Nastgpnie na 30 minut nakladano drugorzedowe przeciwcialo zwiazane
z fluorochromem Alexa Fluor 633 (krolicze anty-mysie I1gG, Invitrogen, Oregon, USA)

W rozcienczeniu 1:500 i umieszczano w ciemni.
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Jadra komorek barwiono 5uM roztworem barwnika Hoechst 33258 w PBS przez 30
minut w temperaturze pokojowej. Nastgpnie preparaty ptukano 3 razy po 5 minut w PBS
i zaklejano z  uzyciem medium do  utrwalania komoérek  wyznakowanych
fluorescencyjnie (Dako Cytomation Fluorescent Mounting Medium, DakoCytomation,
Glostrup, Dania). Do analizy wykorzystywany byt mikroskop konfokalny Zeiss LSM 510
(Carl Zeiss) wyposazony w lasery: helowo-neonowy oraz laser argonowy. Zdjgcia zostaty

wykonane w programie Zeiss LSM 510 v. 3,2.

5.5 Neutralizacja wybranych cytokin i czynnikébw wzrostu w hodowli

keratynocytéw

IL-1B, IL-6, TNFa, KGF oraz TGF-p byly neutralizowane w PT/L (I) za pomoca
przeciwcial neutralizujagcych (R&D Systems Europe, Anglia). Przeciwciata monoklonalne
przeciwko ludzkim: IL-1B, IL-6, TNF-a, FGF-7/KGF oraz TGF-B dodano do PT/L (l)
w stezeniu lpg/ml, na okres 1 godziny, w temperaturze 37°C przed dodaniem KC (I).
Stezenie przeciwciala neutralizujacego zostalo obliczone wg krzywej dawki polowicznej
neutralizacji (Neutralization Dose 50), przy ktérej nastepuje 50% zahamowanie aktywnosci
danej cytokiny. Proces neutralizacji cytokin w PT / L (l) byt potwierdzony za pomoca testu
ELISA, w ktérym nie wykryto badanych cytokin/czynnikow wzrostu po ich zneutralizowaniu.
W limfie po neutralizacji IL-1pB, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-B prowadzono 14 dniowe
hodowle KC. Po 1, 7 i 14 dniu hodowli okreslano catkowitg liczbe komorek oraz
wykonywano preparaty cytospinowe. Morfologie komodrek okreslano w preparatach
barwionych metodg May-Grunwald Giemsa i liczono KC wg ustalonego kryterium (%
komorek dzielacych sig, z warstwy podstawnej 1, 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4). Liste uzytych

przeciwcial do neutralizacji wybranych cytokin i czynnikéw wzrostu przedstawia tabela 8.

Tabela 8. Lista stosowanych przeciwcial neutralizujagcych

Przeciwciato Monoklonalne/ Pochodzenie Podklasa Numer
przeciw | Poliklonalne katalogowy
antygenowi
Anty IL-1B M Mysz lgG1 MAB201 (¥)
Anty IL-6 M Mysz lgG1 MAB206 (¥)
Anty TNF-a M Mysz lgG1 MAB210 (*)
Anty KGF M Mysz IgG MAB251 (*)
Anty TGF-8 M Mysz lgG1 MAB1835 (*)

*R&D Systems
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5.6 Blokowanie receptoréw dla wybranych cytokin i czynnikéw wzrostu na

keratynocytach

Receptory dla IL-1p, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-B poddano blokowaniu za pomocg
mysich przeciwcial mono i poliklonalnych: anty IL-1BR, anty IL-6R, anty TNFR, anty KGFR
i anty TGF-BR (R&D Systems Europe, Anglia). Stezenie przeciwciata obliczono wedlug
krzywej dawki potowicznej neutralizacji (Neutralization Dose 50), przy ktorej nastepuje 50%
zablokowanie aktywno$ci danego receptora. Inkubacja z przeciwciatem, ktéreg stezenie
wynosito 2x ND 50 trwata 1 godzing w temperaturze 37°C. Nastepnie prowadzono hodowle
KC w PT/L. Po 1, 7 i 14 dniu hodowli okreslano catkowita liczb¢ komoérek oraz wykonywano
preparaty cytospinowe. Morfologie komoérek okreslano w preparatach barwionych metoda
May-Grunwald Giemsa, akomorki liczono wg ustalonego kryterium. List¢ przeciwciat
uzytych do blokowania receptoréw na KC przedstawia tabela 9.

Tabela 9. Lista stosowanych przeciwciat blokujacych receptory

Przeciwciato Monoklonalne/ Pochodzenie Podklasa Numer
blokujace Poliklonalne katalogowy
receptor
Anty IL-1BR P Koza IgG AF269 (*)
Anty IL-6R M Mysz lgG1 MAB227 (*)
Anty TNFR M Mysz lgG1 MAB225 (*)
Anty KGFR M Mysz lgG1 MABG665 (*)
Anty TGF-BR P Koza IgG AF-241-NA (¥)

*R&D Systems
5.7 Analiza statystyczna

W celu ustalenia odsetka komorek o okreslonej morfologii/fenotypie zliczano w 5
dos$wiadczeniach co najmniej po 100 komorek o danym ksztatcie/pozytywnych pod
wzgledem danego antygenu. W przypadku analizy immunocytochemicznej uzyskany wynik
byl odnoszony wzgledem wszystkich zywych komorek, ktorych jadra zostaly wybarwione
barwnikiem Hoechst. Dane zostaly przedstawione w postaci $redniej i odchylenia
standardowego. Analize statystyczng uzyskanych wynikow przeprowadzono przy pomocy
testow nieparametrycznych - Wilcoxona (w przypadku poréwnywania pomiarOw
pochodzacych od jednego chorego) oraz Manna-Whitneya (dla pomiaréw niepowigzanych).
Istotno$¢ statystyczng otrzymanych wynikoéw przyjeto dla p<0,05. Obliczenia wykonane
zostaty przy pomocy programu R 2.9.2 (R Development Core Team (2009): A language and
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environment for statistical computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria. ISBN 3-900051-07-0, URL http://www.R-project.org
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6 WYNIKI

6.1 Liczba keratynocytéw (l) po 1, 7i 14 dniu hodowli w ptynie

tkankowym/limfie (1), (n) oraz medium RPMI

Tabela 10. Liczba KC (I) po 1, 7 i 14 dniu hodowli w PT/L (1), (n), RPMI;

(liczba KC x10% SD, n=5)

DZIEN 0 1 7 14
MEDIUM
*% *%
PTIL () 0,50x10° | 0,71x 10°20,28 | * | 0,86x 10°%0,27 | NS | 0,99 x 10°% 0,26
*% *%
PT/L (n) 0,50x10° | 0,65x 10°£0,08 | * | 08x10°%2022 |NS| 1,10x 10°£0,56
RPMI 0,50x10° | 0,57 x 10°+0,14 | NS | 0,55x 10°+0,05 | NS | 0,68 x 10°%0,13

*1 dzien vs 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05

** PT/L (1) vs oraz PT/L (n) vs RPMI, p<0,05
NS- brak istotnosci statystycznej

() limfedema, (n) normalny

Przyrost liczby KC (I) po hodowli (7d) w PT/L (I) byt istotnie statystycznie wyzszy
w stosunku do dnia 1 (0,86 x 10° vs 0,71 x 10° oraz dnia 14 (0,99 x 10° vs 0,71 x 10° vs).
Liczba KC () po hodowli w PT/L (n) roznita sig¢ istotnie statystycznie pomigdzy dniem 1 a 7
(0,65 x 10° vs 0,8 x 10°). Przyrost liczby KC (1) po hodowli w PT/L (1) i (n) byt istotnie

statystycznie wyzszy w porownaniu do hodowli w medium RPMI w dniu 7 i 14. Roznica

w ilosci KC (l) hodowanych (7d) w PT/L (1) w porownaniu do medium RPMI wynosita 0,86

x 10% vs 0,55 x 10°% w przypadku hodowli do dnia 14 réznica w ilosci komorek wynosita 0,99

x 10° vs 0,68 x 10°. W przypadku KC (1) hodowanych w PT/L (n) takze obserwowano wzrost

liczby komorek w poréwnaniu do medium RPMI. W dniu 7 réznica w ilosci

KC wynosita 0,8 x 10° vs 0,55 x 10°, natomiast w dniu 14 1,10 x 10° vs 0,68 x 10°.
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Liczba KC (I) w 1, 7 i 14 dniu hodowli w PT/L (1), (n), RPMI;
(n=5)

=¢=PT/L(l)

x106

=B-PT/L(n)

=4=RPMI

Rycina 3. Liczba KC (1) po 1, 7i 14 dniu hodowli w PT/L (), (n), RPMI; (n=5)
*1 dzien vs 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05

“PTIL (I), (n) vs RPMI, p<0,05
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6.2 Procentowy przyrost keratynocytéw (1) w ptynie tkankowym/limfie (l), (n)

oraz medium RPMIw 1, 7i 14 dniu hodowli

Tabela 11. Procentowy przyrost KC (I) w PT/L (1), (n), RPMIw 1, 7 i 14 dniu w hodowli

(% * SD, n=5)

DZIEN
1 7 14
MEDIUM

** **
PT/L (1) 142% % 25,3 * 172% £ 31,4 NS 198% % 26,3

** *%
PT/L (n) 130% £ 12,3 * 160% % 27,5 NS 220% £ 50,1
RPMI 114% £ 24,6 NS 110% £ 9,1 NS 136% % 20,1

*{dzien vs 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05
** PT/L (1), (n) vs RPMI, p<0,05

NS - brak istotnosci statystycznej

() limfedema, (n) normalny

Procentowy przyrost KC (l) po hodowli (7d) w PT/L (1) byt istotnie statystycznie
wyzszy w porownaniu do dnia 1 (172 % vs 142 %) oraz dnia 14 (198 % vs 142 %). Procent
KC (1) po hodowli w PT/L (n) réznit si¢ istotnie statystycznie pomiedzy dniem 1 a 7 (130 %
vs 160 %). Procent KC (I) po hodowli w PT/L (1) i (n) byt istotnie statystycznie wyzszy
W poroéwnaniu do hodowli w medium RPMI w dniu 7 i 14. Roznica w odsetku wynosita 172
% vs 110 % dla KC (I) hodowanych (7d) w PT/L (I) w poréwnaniu do medium RPMI;
natomiast w przypadku dnia 14 198 % vs 136 %. W przypadku KC (1) hodowanych w PT/L
(n) r6znica w procencie komoérek w poréwnaniu do medium RPMI w dniu 7 wynosita (160 %

vs 110 %) natomiast w dniu 14 (220 % vs 136 %).
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Procentowy przyrost KC (I) w hodowli w PT/L (1), (n) oraz RPMI w 1, 7 i 14 dniu hodowli

(n=5)

%k %k
¥ %k
*
¥k
¥

%k %
A /

==PT/L (1)

~8-PT/L (n)

=#=RPMI

1 dzien 7 dzien 14 dzien

Rycina 4. Procentowy przyrost KC (I) w PT/L (1), (n), RPMIw 1, 7i 14 dniu w hodowli (n=5)
*1 dzien vs 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05
*PT/L (1), (n) vs RPMI, p<0,05
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6.3 llosciowa charakterystyka keratynocytow (l) i (n) poszczegdlnych warstw

naskorka po izolacji oraz po 7 dniowej hodowli w plynie tkankowym/limfie

(1), (n), 20 % surowicy oraz medium RPMI

Tabela 12. llosciowa charakterystyka KC poszczegélnych warstw naskérka po hodowli (7d)

w PTIL (1), (n), 20%S i RPMI; (% * SD, n=5)

KC KC z warstwy:
dzielace podstawnej | podstawnej | kolczystej ziarnistej
sie 1 2 3 4
KC MEDIUM . =
* ® o
b )
\ i
KCD | poizolachi | 45408 | 320222 | 344235 | 178212 | 116£20
KC) | poizolacii | 59410 [ 340250 | 350270 | 160222 | 115230
KC () PT/L (1) 9,2+1,5 422%29 |208%2,2 140£1,2 (13,815
KC () PTLM | 11,2215 | 33032 | 21,839 | 2092218 | 48229
KC () PTL() | 8817 | 578259 | 204242 | 74223 | 56221
0
KD 20%S 33:03 | 463:62 | 25157 | 18418 | 7,0£3,1
KC (1) RPM| 68+23 | 27.0%41 | 264+49 | 334255 | 64230

*PTIL (1), (), 20%S vs RPMI, p<0,05

() limfedema, (n) normalny

Po izolacji odsetek dzielagcych si¢ KC (l) w stosunku do KC (n) byt wyzszy (4,2 % vs
2,9 %). Procent KC (I) i (n) z warstwy podstawnej 1 wynosit (32,0 % vs 34,0 %), warstwy
podstawnej 2 (34,4 % vs 35,0 %), warstwy kolczystej 3 (17,8 %vs 16,0 %), ziarnistej 4 (11,6
% vs 11,5 %). Nie stwierdzono réznic statystycznych pomigdzy KC (1) i (n).

Odsetek dzielacych si¢ KC (1) po hodowli w PT/L (1) byt istotnie statystycznie wyzszy
w poréwnaniu do KC (1) po hodowli w medium RPMI (9,2 % vs 6,8 %). Procent KC
(I) z warstwy podstawnej 1 wynosit 42,2 % i byt istotnie statystycznie wyzszy od procenta
KC () hodowanych (7d) w medium RPMI, ktory wynosit 27,0 %. W przypadku KC (1)
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z warstwy podstawnej 2 hodowanych w PT/L (1) r6znica w stosunku do KC (l) po hodowli
w RPMI wynosita 20,8 % vs 26,4 %. Odsetek KC (I) z warstwy kolczystej 3 po hodowli
w PT/L (1) byt istotnie statystycznie nizszy od KC po hodowli w RPMI i wynosit 14,0 % vs
33,4 %. W przypadku KC (I) z warstwy ziarnistej 4 hodowanych w PT/L (I) vs RPMI odsetek
ten wynosit 13,8 % vs 6,4 %.

Odsetek KC (n) dzielacych si¢ po hodowli w PT/L (1) byt istotnie statystycznie
wyzszy w porownaniu do KC (1) po hodowli w medium RPMI (11,2 % vs 6,8 %). Procent KC
(n) z warstwy podstawnej 1 wynosit 33,0 % i byt istotnie statystycznie wyzszy od procenta
KC () hodowanych (7d) w medium RPMI, ktéry wynosit 27,0 %. W przypadku KC
(n) z warstwy podstawnej 2 hodowanych w PT/L (1) r6znica w stosunku do KC (I) po hodowli
w RPMI wynosita 21,8 % vs 26,4 %. Roznica w odsetku KC (n) z warstwy kolczystej 3 po
hodowli w PT/L (I) do KC (I) hodowanych w RPMI wynosita 29,2 % vs 33,4 %.
W przypadku KC (n) z warstwy ziarnistej (4) hodowanych w PT/L (I) vs RPMI odsetek ten
wynosit 4,8 % vs 6,4 %.

Odsetek KC (I) dzielacych si¢ po hodowli w PT/L (n) byt istotnie statystycznie
wyzszy w porownaniu do hodowli w medium RPMI (8,8 % vs 6,8 %). Procent KC (1)
z warstwy podstawnej 1 wynosit 57,8 % i byt istotnie statystycznie wyzszy od procenta KC
(I) hodowanych (7d) w medium RPMI, ktory wynosit 27,0 %. W przypadku KC (1) z warstwy
podstawnej 2 hodowanych w PT/L (n) réznica w stosunku do KC (1) po hodowli w RPMI
wynosita 20,4 % vs 26,4 %. Odsetek KC (I) z warstwy kolczystej 3 po hodowli w PT/L
(n) byt istotnie statystycznie nizszy od KC (I) po hodowli w RPMI i wynosit 7,4 % vs 33,4 %.
W przypadku KC (I) z warstwy ziarnistej (4) hodowanych w PT/L (n) vs RPMI odsetek ten
wynosit 5,6 % vs 6,4%.

Odsetek KC (1) dzielacych si¢ po hodowli w 20% S byt istotnie statystycznie nizszy
w poréwnaniu do KC (I) po hodowli w medium RPMI (3,3 % vs 6,8 %). Procent KC (1)
z warstwy podstawnej 1 hodowanych w 20% S wynosit 46,3 % i byl istotnie statystycznie
wyzszy od procenta KC (l) hodowanych (7d) w medium RPMI, ktory wynosit 27,0 %.
W przypadku KC (I) z warstwy podstawnej 2 hodowanych w 20 % S roéznica w stosunku do
KC (I) po hodowli w RPMI wynosita 25,1 % vs 26,4 %. Odsetek KC () z warstwy kolczystej
3 po hodowli w 20 % S byt istotnie statystycznie nizszy od KC (I) po hodowli w RPMI
i wynosit 18,4 % vs 33,4 %. W przypadku KC (I) z warstwy ziarnistej 4 hodowanych w 20%
S vs RPMI odsetek ten wynosit 7,0 % vs 6,4%.
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Procent KC (I) i (n) dzielgcych sie oraz z warstwy podstawnej 1
po izolacji oraz po hodowli (7d) w PT/L (1), (n), 20 % S i RPMI;
(% + SD, n=5)

B KC (I) po izolacji
B KC (n) po izolacji

W KC(1)+PT/L(l)

KC(n)+PT/L(l)

m KC(I)+ PT/L(n)

B KC(1)+20%S

B KC(I)+RPMI

KC dzielgce sie KC z warstwy podstawnej

(1)

Rycina 5. llosciowa charakterystyka KC (I), (n) dzielgcych sie oraz z warstwy podstawnej 1 po
izolacji oraz po hodowli (7d) w PT/L (1), (n), 20 % S i RPMI; (% % SD, n=5)
*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p<0,05
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Procent KC (I), (n) z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 po izolacji
oraz po hodowli w PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI; (% % SD, n=5)

a5

B KC () po izolacji
40 I

B Kc (n) po izolacji
* m KC(1)+PT/L(1)
- KC(n)+PT/L(l)

% 25 -

B KC (1)+PT/L(n)

20 1 B KC(1)+20%S

15 -

B KC(I)+RPMI

10 -

5 -

o .
KC z warstwy KC z warstwy KC z warstwy
podstawnej(2) kolczystej (3) ziarnistej (4)

Rycina 6. llosciowa charakterystyka KC (1), (n) z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3i ziarnistej
4 po izolacji oraz hodowli (7d) w PT/L (I), (n), 20 % S i RPMI; (% * SD, n=5)
*PT/L (1), (n), 20 %S vs RPMI, p<0,05
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6.4 Roéznicowanie keratynocytéw z poszczegélnych warstw naskérka po 7
dniowej hodowli w ptynie tkankowym/limfie (), (n), 20 % surowicy oraz

medium RPMI wyrazane w stosunku do warstwy podstawnej 1

Tabela 13. Réznicowanie KC z poszczegdlnych warstw naskérka po hodowli (7d) w PT/L (1), (n),
20 % S, RPMI wyrazane w stosunku do warstwy podstawnej 1; (% * SD, n=5)

KC z warstwy:
podstawnej podstawnej kolczystej Ziarnistej
1 2 3 4
KC MEDIUM . —
;’;
. N\ -.)
‘\ ]
* * *
KCD PTIL () 49,3445 33,2428 32,7435
100
*% *%
* *
KC (M) PTIL () 66,1+11,8 88,5%5,4 14,5%8,7
100
*% *%
* *
KC (1) PTIL () 100 35,3%7,2 12,8%3,9 9,7%3,6
*% *%
* *
0,
KC (1) 20%S 100 54,2%12,3 39,7%3,8 15,1+6,6
*% *%
KC () RPMI 100 97,8%18,1 123,7%20,3 23,7¥11,1

*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p<0,05

*»*KC (), (n) zwarstwy podstawnej 2, kolczystej 3, ziarnistej 4 vs KC (I), (n) z warstwy
podstawnej 1, p<0,05

() limfedema, (n) normalny

Po hodowli KC (1), (n) w PT/L (1), (n) oraz 20 % S stwierdzono istotny statystycznie
spadek procenta zrdéznicowanych KC z warstwy podstawnej 2 oraz z warstwy kolczystej 3
w stosunku do zroznicowanych KC (I) po hodowli w medium RPMI. Odsetek
zroznicowanych KC (1) po hodowli w PT/L (1) byt istotnie statystycznie nizszy w porOwnaniu
do procenta zréznicowanych KC (1) po hodowli w medium RPMI. W hodowli KC (I) w PT/L
(I) stwierdzono istotny statystycznie spadek procenta zrdéznicowanych KC z warstwy
podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 w stosunku do KC z warstwy podstawnej 1.
W przypadku KC (n) i (I) hodowanych w PT/L (I), (n) i 20 % S stwierdzono istotnie
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statystycznie nizszy procent komorek zréznicowanych w poréwnaniu do KC z warstwy
podstawnej 1. W hodowli KC (I) w medium RPMI stwierdzono 97,8 % KC ()
zroéznicowanych z warstwy podstawnej 2 oraz 123,7 % zréznicowanych KC (I) z warstwy

kolczystej 3 w stosunku do KC z warstwy podstawnej 1.
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Réznicowanie KC poszczegdlnych warstw naskérka po hodowli w PT/L (1), (n), 20 % S i RPMI
wyrazane w stosunku do warstwy podstawnej 1; (n=5)

140

120
100 \ =e=KC(1)+PT/L(l)
80 2 \ m3-KC(n)+PT/L(1)

X
60 =& KC()+PT/L(n)
=i=KC(1)+20%S
40
=2#=KC(I)+RPMI
20

’ . ,v—/"
'
4
< J
N
y " -

Rycina 7. Réznicowanie KC z poszczegdlnych warstw naskérka po hodowli (7d) w PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI wyrazane w stosunku do warstwy
podstawnej 1; (n=5)

*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p<0,05

*KC (), (n) z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3, ziarnistej 4 vs KC (1), (n) z warstwy podstawnej 1, p<0,05
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6.5 Ekspresja markeréow tzw. komoérek macierzystych keratynocytéw (I) po
izolacji oraz po 7 dniowej hodowli w plynie tkankowym/limfie (1), (n), 20 %

surowicy oraz medium RPMI

Tabela 14. Ekspresja markeréw tzw. komérek macierzystych KC (I) hodowanych (7d) w PT/L (1),
(n), 20 % S i RPMI (% * SD, n=5)

KC (I) po Hodowla KC(l) w:
izolacji PT/L () PT/L (n) 20% S RPMI
* * *
p63 1,7+1,5 48,0 + 6,0 54,3+ 10,5 29,0£5,2 8,0+1,0
*% *% *%
* * *
CD29 36,0+ 3,0 52,7+7,1 51,3+17,0 41,7432 31,6+11,8
*% *%

*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p<0,05
() limfedema, (n) normalny

Odsetek KC (1) wyrazajacych biatko jadrowe p63 po 7 dniowej hodowli w PT/L (1) byt
istotnie statystycznie wyzszy od odsetka po hodowli w medium RPMI (48,0 % vs 8,0 %) oraz
w stosunku do KC po izolacji (48,0 % vs 1,7 %). W przypadku KC (I) hodowanych w PT/L
(n) procent pozytywnych komorek byt istotnie statystycznie wyzszy w porownaniu do KC po
hodowli w RPMI (54,3 % vs 8,0 %) oraz po izolacji ( 54,3 % vs 1,7 %). Odsetek KC (I) po
hodowli w 20% S byt istotnie statystycznie wyzszy w stosunku do hodowli w medium RPMI
(29,0 % vs 8,0 %) oraz po izolacji (29,0 % vs 1,7 %).

Odsetek KC (I) wyrazajacych CD29 po hodowli w PT/L (l) byt istotnie statystycznie
wyzszy w porownaniu do hodowli w standardowym medium (52,7 % vs 31,6 %), a takze
w stosunku do KC (1) po izolacji (52,7 % vs 36,0 %). Procent CD 29 pozytywnych KC () po
hodowli w PT/L (n) byl takze istotnie statystycznie wyzszy w porownaniu do hodowli
w medium RPMI (51,3 % vs 31,6 %) oraz w stosunku do KC (I) po izolacji (51,3 % vs 36,0
%). Po hodowli KC (I) w 20% S odsetek komoérek CD 29 pozytywnych byl istotnie

statystycznie wyzszy w poréwnaniu do KC (1) po izolacji.
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%

(% + SD, n=5)

Ekspresja markerow tzw. komorek macierzystych KC (l) po
izolacji oraz po hodowli (7d) w PT/L (1), (n), 20 % S i RPMI

40 -

30 -

20 ~

10 -

p63 CD29

B KC po izolacji

m KC (I)+PT/L(l)

m KC (1)+PT/L (n)

B KC (1)+20% S

m KC (1)+RPMI

Rycina 8. Ekspresja markeréw tzw. komérek macierzystych KC (l) po izolacji oraz po hodowli
(7d) w PT/L (1), (n), 20 % S i RPMI (% * SD, n=5)
*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p<0,05
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Rycina 9. Ekspresja antygenéw p63 i CD29 przez KC (l) po hodowli 7dniowej hodowli w PT/L (I) i RPMI. Na niebiesko

EKSPRESJA

p63

PRZEZ KC (I) PO
HODOWLI W:
A. RPMI

B. PT/L(l)

EKSPRESJA
CD 29

PRZEZ KC PO
HODOWLI W:
C. RPMI

D. PT/L (1)

.
.

zostaly wybarwione jadra komoérkowe (Hoechst). Skala=20um.
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6.6 Ekspresja markeréw proliferacji keratynocytéw () po izolacji oraz po 7
dniowej hodowli w ptynie tkankowym/limfie (I), (n), 20 % surowicy oraz
medium RPMI

Tabela 15 Ekspresja markeréw proliferacji KC (l) po izolacji oraz po hodowli (7d) w PT/L (1), (n),
20 % S i RPMI (% * SD, n=5)

KC (I) po Hodowla KC (I) w:
izolacji PT/L (1) PT/L (n) 20% S RPMI
* *
PCNA 30,3140 62,7+8,3 50,3+ 7,7 42,0 * 27 1 38,3+5,1
Ki67 18,7+ 3,6 57,0+ 6,6 50,0 + 3,5 17,325 23,749

*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p<0,05
() limfedema, (n) normalny

Odsetek KC (1) wyrazajacych marker jadrowy PCNA po hodowli (7d) w PT/L (I) byt
istotnie statystycznie wyzszy w porownaniu do KC (1) po izolacji (62,7 % vs 30,3 %) oraz po
hodowli w medium RPMI (62,7 % vs 38,3 %). W przypadku KC (I) hodowanych (7d) w PT/L
(n) procent PCNA pozytywnych komorek byt takze istotnie statystycznie wyzszy
w poroéwnaniu do KC (1) po izolacji (50,3 % vs 30,3 %) oraz po hodowli w medium RPMI
(50,3 % vs 38,3 %). Odsetek KC (I) wyrazajacych PCNA po hodowli (7d) w 20 % S byt
wyzszy zarowno w stosunku do KC (1) po izolacji (42,0 % vs 30,3 %), jak i do hodowli
w medium RPMI (42,0 % vs 38,3 %), ale nie bylo to istotne statystycznie.

Odsetek KC (I) wyrazajacych Ki67 po hodowli (7d) w PT/L (I) byt istotnie
statystycznie wyzszy w poréwnaniu do KC (1) po izolacji (57,0 % vs 18,7 %) oraz po hodowli
w medium RPMI (57,0 % vs 23,7 %). W przypadku KC (I) hodowanych (7d) w PT/L (n)
procent Ki67 pozytywnych komorek byt takze istotnie statystycznie wyzszy w poréwnaniu do
KC (1) po izolacji (50,0 % vs 18,7 %) oraz po hodowli w medium RPMI (50,0 % vs 23,7 %).
Odsetek KC (l) wyrazajagcych Ki67 po hodowli (7d) w 20 % S byt nieznacznie nizszy
zarowno w stosunku do KC (1) po izolacji (17,3 % vs 18,7 %) oraz po hodowli w RPMI (17,3
% vs 23,7 %).
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Ekspresja markerdéw proliferacji KC (l) po izolacji oraz po
hodowli (7d) w PT/L (), (n), 20 % S i RPMI (%  SD, n=5)
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H KC (I) po izolacji
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Rycina 10. Ekspresja markeréw proliferacji KC (I) hodowanych (7d) w PT/L (1), (n),
20 % S i RPMI (% * SD, n=5)

*PTIL (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
*PT/L (1), (n), 20 % S vs RPMI, p=<0,05
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EKSPRESJA
Ki67

PRZEZ KC () PO
HODOWLI W:
A. RPMI

B. PT/L (I)

EKSPRESJA
PCNA

PRZEZ KC () PO
HODOWLI W:
C. RPMI

D. PT/L (1)

Rycina 11. Ekspresja antygenéw Ki67 oraz PCNA przez KC (I) po 7 dniowej hodowli w PT/L(l) i RPMI. Na niebiesko zostaty

wybarwione jadra komérkowe (Hoechst).Skala 20 pm.
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6.7 llosciowa charakterystyka keratynocytéw poszczegéinych warstw
naskoérka po hodowli (7d) w plynie tkankowym/limfie () z przeciwciatami
neutralizujgcymi IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-

Tabela 16. llosciowa charakterystyka KC poszczegélnych warstw naskérka po hodowli (7d)

w PTI/L (l) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-B (% * SD, n=5)
KC KC z warstwy:
dzielace | podstawnej | podstawnej kolczystej | ziarnistej
sie 1 2 3 4
KC MEDIUM . -
* ®
N\ -.}
\ v
PT/L (1)
KC() bez | 92:15 | 422%29 | 20822 | 140212 [ 138215
neutralizacji
PTIL (1) * i * : ’
KC() +anty IL-1B | 24+0,9 | 33,6+4,2 28,4£1,9 186+1,7 [ 17.0+45
PTIL (I) * * *
KC() +anty IL-6 28+23 | 38,0%33 30.2+16 184+18 | 106+21
PT/L (1) * * * ¥
KC(l) +anty TNF-a 44+0,9 326+1,1 336+15 176129 | 11,8+1,6
PTIL () * * *
KC() +anty KGF | 42208 | 378%3.1 254+22 | 188+29 | 138+13
PTIL (1) * i
KEO | +vanty Torp | 72211 | 402433 142419 | 222413 | 162419

*KC hodowane w PT/L (I) po neutralizacji vs KC (I) bez neutralizacji, p<0,05
() limfedema

Po neutralizacji IL-1B, IL-6, TNF-o oraz KGF w PT/L stwierdzono istotny
statystycznie spadek odsetka dzielagcych si¢ KC. Najwigkszg roznice zaobserwowano po
neutralizacji IL-1B (2,4 % vs 9,2 %) oraz IL-6 (2,8 % vs 9,2 %), natomiast najmniejszg
réznice stwierdzono po neutralizacji TGF-p (7,2 % vs 9,2 %). Neutralizacja badanych cytokin
I czynnikdw wzrostu przyczynita si¢ do spadku odsetka KC z warstwy podstawnej 1.

W przypadku neutralizacji IL-1 B oraz TNF-a réznica ta byla istotna statystycznie.
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Neutralizacja IL-1p, IL-6, TNF-a oraz KGF przyczynita si¢ do istotnie statystycznego
wzrostu odsetka KC z warstwy podstawnej 2. Po neutralizacji TGF-§ obserwowano natomiast
spadek ich odsetka (14,2 % vs 20,8 %). Po neutralizacji wszystkich badanych cytokin
i czynnikdw wzrostu stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka KC z warstwy
kolczystej 3. W przypadku KC z warstwy ziarnistej po neutralizacji IL-1p oraz TGF-$
stwierdzono istotny statystycznie wzrost ich procenta, natomiast efekt przeciwny wywotata
neutralizacja IL-6 oraz TNF-a. Po neutralizacji KGF nie zaobserwowano zmian w liczbie KC

z warstwy ziarnistej.

llosciowa charakterystyka KC (I) dzielgcych sie oraz KC () z
warstwy podstawnej 1 hodowanych (7d) w PT/L (l) z
przeciwciatami neutralizujacymi IL-1pB, IL-6, TNF-a, KGF oraz
TGF-B (% = SD, n=>5)

50

m KC(1)+PT/L(I)

H KC(D+PT/L()+anty
IL-1B
H KC(I)+PT/L(l)+anty
IL-6
m KC(1)+PT/L(l)+anty
TNF -a
H KC(I)+PT/L(l)+anty
KGF
m KC(1)+PT/L(l)+anty
TGF-B

%

KC dzielace sie KC z warstwy podstawnej

(1)

Rycina 12. llosciowa charakterystyka KC (I) dzielagcych sie oraz KC (I) z warstwy podstawnej 1
po hodowli (7d) w PT/L (I) z przeciwcialami neutralizujgcymi IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-
(% % SD, n=5)

*KC hodowane w PT/L (I) po neutralizacji vs KC (l) bez neutralizacji, p<0,05
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B KC(1)+PT/L(l)

B KC(I)+PT/L(l)+anty
IL-1B

B KC(I)+PT/L(l)+anty
IL-6

B KC(N+PT/L(I)+anty
TNF-a

m KC(I)+PT/L(l)+anty
KGF

H KC(I)+PT/L(N+anty
TGF-B

lloSciowa charakterystyka KC (I) z warstwy podstawnej 2,
kolczystej 3 i ziarnistej 4 hodowanych (7d) w PT/L () z
przeciwciatami neutralizujacymi IL-B, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-f3
(% + SD, n=5)
40
%
35
30 -
25 -
X 2 -
15 -
10 -
5 .
o .
KC z warstwy podstawnej KC z warstwy kolczystej  KC z warstwy ziarnistej
(2) (3) (4)

Rycina 13. llosciowa charakterystyka KC (I) z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4

po hodowli (7d) w PT/L (I) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL-1p, IL-6,
TNF-a, KGF oraz TGF-B (% * SD, n=5)
*KC hodowane w PT/L (I) po neutralizacji vs KC (l) bez neutralizacji, p<0,05
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6.8 Procentowa zmiana liczby keratynocytéw w ptynie tkankowym/limfie ()
z przeciwciatlami neutralizujgcymi IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-8
w 1, 7114 dniu hodowli

Tabela 17. Procentowa zmiana liczby KC w PT/L (I) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL-1p,
IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-B w 1, 7 i 14 dniu hodowli (% * SD, n=5)

DZIEN
1 7 14
MEDIUM
PT/L () 100 100 100
bez neutralizacji *x NS

PT/L (I)+ anty IL-1B 73,2+10,6 NS 67,4+10,9 NS 66,6 7,4
PT/L (I)+anty IL-6 78,8 +17,1 NS 70,1*19,6 NS 66,6 * 15,1
PT/L (I)+anty TNFa 746 £13,5 NS 60,5%5,5 fd 76,8 +17,8
PT/L (N+anty KGF 74,6 £11,7 NS 67,4+8,7 i 84,8+13,4
PT/L ()+anty TGF-B 91,5+ 30,1 NS 81,4+17.1 i 90,1 £ 28,2

* PT/L (I) + przeciwciata neutralizujgce vs PT/L (l) bez neutralizacji, p<0,05
**1 i 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05

NS brak istotnosci statystycznej

(I limfedema

Po neutralizacji IL-1B, IL-6, TNF-0, KGF stwierdzono istotny statystycznie spadek
liczby KC w 1, 7 i 14 dniu hodowli w poréwnaniu do hodowli w PT/L (1) (bez neutralizacji).
Nie zaobserwowano istotnych zmian po neutralizacji TGF-f. Po neutralizacji TNF-a, KGF

oraz TGF-p stwierdzono istotng statystycznie roznicg W liczbie KC pomiedzy dniem 7 i 14.

55




Wyniki

Procentowa zmiana liczby KC w PT/L (I) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL -1B, IL-6, TNF-a,
KGF i TGF-Bw 1, 7 i 14 dniu hodowli (n=5)
120
a=4==PT/L(l) bez
%% neutralizacji
100 ¢ & *
[ - @ ** «=ll=PT/L(l)+anty IL-1B
*
* * % *
* * kK @=je=PT/L(l)+anty IL-6
* *
X 60 %
«=ili=PT/L(l)+anty TNF-a
40
=== PT/L(l)+anty KGF
20
«=@==PT/L(l)+anty TGF-B
0
1 7 14

Rycina 14. Procentowa zmiana liczby KC po hodowli w PT/L (l) z przeciwciatami neutralizujagcymi IL-1, IL-6, TNF-a, KGF i TGF-Bw 1, 7 i 14 dniu

hodowli (n=5)

*PT/L (l) +przeciwciala neutralizujgce vs PT/L (I) bez neutralizacji, p<0,05

**1 i 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05
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6.9 Réznicowanie keratynocytéw po hodowli (7d) w ptynie tkankowym/limfie
(I) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL-18, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-8

wyrazane w stosunku do keratynocytéw () z warstwy podstawnej 1

Tabela 18. Réznicowanie KC hodowanych (7d) w PT/L (l) z przeciwciatami neutralizujgcymi
IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-$ wyrazane w stosunku do KC z warstwy podstawnej 1
(% x SD, n=5)

KC z warstwy:
podstawnej podstawnej kolczystej | ziarnistej
1 2 3 4
KC MEDIUM ’ . Pt
® L
R »
\ 5
*
PTIL (1) ¥
100 49,05,2
KC(l) bez 322+28 | 32,7£35
neutralizacji
* *
KC() PTIL () 100 845+56 | 553+50 |506%134
+anty IL-1B
* *
KC() PTIL (I)+ 100 795+42 | 484+47 | 279¢55
anty IL-6
<cl) PTIL () 100 1030%46 | 54089 | 362£49
+anty TNF-a
* *
KC(l) PTIL (1) 100 67,2458 | 497+76 | 36534
+anty KGF
* *
+ + +
<cl) PTIL () 100 353+47 | 552%32 | 40347
+anty TGF-B

*KC z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 vs KC z warstwy podstawnej 1, p<0,05
() limfedema

Po hodowli KC (I) w PT/L (I) oraz neutralizacji IL-1B, IL-6, KGF i TGF-p
stwierdzono, za wyjatkiem neutralizacji TNF-o, istotny statystycznie, nizszy odsetek

zroznicowanych KC (I) z warstwy podstawnej 2 oraz warstwy kolczystej 3. W przypadku
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warstwy  ziarnistej 4 stwierdzono takze

(I) w poréwnaniu do warstwy podstawnej 1.

nizszy

odsetek

zroznicowanych  KC
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Réznicowanie KC hodowanych (7d) w PT/L (l) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL-1B, IL-6, TNF-a,,
KGF oraz TGF-B wyrazane w stosunku do KC (I) z warstwy podstawnej 1 (n=5)

120
=g=PT/L(l)
100
=@=PT/L(l)+anty
o0 IL-18
«=he==PT/L(l)+anty
IL-6
X 60
=fi=PT/L(l)+anty
TNF-a
40
==PT/L(l)+anty
KGF
20
=@=PT/L(l)+anty
0 = TGF-b

Rycina 15. Réznicowanie KC hodowanych (7d) w PT/L (l) z przeciwciatami neutralizujgcymi IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF i TGF-B wyrazane w stosunku
do KC z warstwy podstawnej 1 (n=5)
*KC z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3, ziarnistej 4 vs KC z warstwy podstawnej 1, p<0,05
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6.10 Blokowanie receptorow IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGF-BR na

keratynocytach (I) w 7 dniowej hodowli w ptynie tkankowym/limfie (I)

Tabela 19. Blokowanie receptorow IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGF-BR na KC (I) w hodowli
(7d); (% % SD, n=5)

KC KC z warstwy:
dzielagce | podstawnej | podstawnej kolczystej | ziarnistej
sie 1 2 3 4
KC MEDIUM o
. /
e < J
\\ .
KC(l) bez PTL() | 92+1,5 | 422229 208£22 | 140%1,2 | 138%15
blokowania
KCOranty | priLg) | 5.9%09 | 608:72 | 17.3%59 [ 104215 | 5919
ety | priLg) | 63207 | 647269 | 151%48 | 91%23 | 4816
* * * *
KCT(R?F?W PTIL() | 59%09 | 530£30 | 220+43 | 97%28 | 93%31
* * *
KC(l)+anty PT/L (1) 22+1,3 52,8+5,2 251+4.38 13,145 6,721
KGFR
* *
KCT('();“I“:aF?ty PTIL() | 92+24 | 428+79 | 20481 | 121243 | 65%4,0

*KC(I) +IL-1R, IL-6R, TNFR, KGFR, TGFR +PT/L (1) vs KC(I)+ (1) bez blokowania, p<0,05
(I limfedema

Po zablokowaniu receptorow dla IL-1B, IL-6, TNF-a oraz KGF na KC (I) i dalszej
hodowli w PT/L (I) stwierdzono istotny statystycznie spadek odsetka dzielacych si¢ KC.
Najwigkszg roznice stwierdzono po zablokowaniu receptora dla KGF (2,2 % vs 9,2 %). Po
zablokowaniu receptora dla TGF-B nie stwierdzono zadnej réznicy (9,2 % vs 9,2 %). Procent
KC z warstwy podstawnej 1 po zablokowaniu receptoréw dla IL-1, IL-6, TNF-a oraz KGF
byt istotnie statystycznie wyzszy w porownaniu do KC po hodowli w PT/L bez blokowania
receptoréw. W przypadku KC z warstwy podstawnej 2, po zablokowaniu receptoréw dla IL -
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1B oraz IL-6 stwierdzono spadek ich odsetka w porownaniu do hodowli KC w PT/L bez

blokowania; odwrotna sytuacja miata miejsce po zablokowaniu receptorow dla TNF-0, KGF

oraz TGF-B. Procent KC () z warstwy kolczystej 3 byt istotnie statystycznie nizszy po

zablokowaniu IL-1R, IL-6R oraz TNFR. Po zablokowaniu receptorow dla wszystkich

badanych cytokin i czynnikow wzrostu stwierdzono istotny statystycznie spadek odsetka KC

m KC(I)+PT/L(l)

B KC(1)+IL-1R+PT/L(l)

B KC(1)+IL-6R+PT/L(l)

B KC(I)+TNFR+PT/L(l)

m KC(I)}+KGFR+PT/L(I)

m KC(1)+TGFR+PT/L(l)

z warstwy ziarnistej.
Blokowanie receptoréw IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGF-BR na KC (I) w
hodowli (7d) w PT/L (1). (% KC (1) dzielacych sie i KC (I) z warstwy
80 podstawnej 1 + SD, n=5)
*
70 * 7
60
50
X 40
30
20
10 -
*
0 .
KC dzielace sie KC z warstwy podstawnej
(1)

Rycina 16. Blokowanie receptorow IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGF-BR na KC (I) w hodowli

(7d); (% KC (1) dzielacych sie i KC (I) z warstwy podstawnej (1) * SD, n=5)

*KC (1) +IL-1R, IL-6R, TNFR, KGFR, TGFR + PT /L (I) vs KC (I)+PT /L (I) bez blokowania, p<0,05
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Blokowanie receptoréw IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR i TGF-BR na KC (I)
w hodowli (7d) w PT/L (1); (% KC (l) z warstwy podstawne;j 2, kolczystej 3 i
ziarnistej 4) &= SD, n=5)
40
*
m KC(I)+PT/L(1)
35
30 B KC(1)+IL-1R+PT/L(l)
25
B KC(1)+IL-6R+PT/L(l)
B 20
15 B KC(I)+TNFR+PT/L(l)
10 m KC(1)+KGFR+PT/L(l)
5 -
H KC(I)+TGFR+PT/L(l)
0 -
KC z warstwy podstawnej KC z warstwy kolczystej KC z warstwy ziarnistej
(2) (3) (4)

Rycina 17. Blokowanie receptorow IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR, TGF-BR na KC (I) w hodowli (7d)
w PT/L (1); (%KC (I) z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3, ziarnistej 4 * SD, n=5)
*KC (I) +IL-1R, IL-6R, TNFR, KGFR, TGFR +PT /L (I) vs KC ()+PT/L (I) bez blokowania, p<0,05
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6.11 Procentowa zmiana liczby keratynocytéw (l) po zablokowaniu receptoréow

IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGFR w 1, 7 i 14 dniu hodowli w plynie

tkankowym/limfie (1)

Tabela 20. Procentowa zmiana liczby KC po zablokowaniu receptoréw IL-1BR, IL-6R, TNFR,

KGFR, TGFRw 1, 7i 14 dniu hodowli w PT/L () (% * SD, n=5)

DZIEN
1 7 14
MEDIUM
KC () bez 100 *x 100 NS 100
blokowania+PT/L ()

KC(l)+anty IL-1BR+PT/L(l) 80,3% 11,0 NS| 67,4%13,0 | NS 75,8 £ 23,5
KC(l)+anty ILBR+PT/L (I) 70,4 % 25,2 NS| 71,0%171 | NS 51,5 %19,7
KC(l)+anty TNFR+PT/L (1) 64,8 £ 12,1 NS 64,0 9,6 NS 75,0 £18,9
KC(l)+anty KGFR+PTIL (1) 83,1%11,8 NS| 756%18,6 | NS 67,7 £15,7
KC(l)+anty TGFR+PTIL (1) 71,8%19,3 NS| 686%13,7 | NS 66,7 £19,8

*KC (I)+anty IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR, TGFR +PT/L (I) vs KC (I)+PT / L (l), p<0,05
**1 i 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05
NS brak istotnosci statystycznej

() limfedema

Po zablokowaniu receptoréw dla IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF i TGF-p stwierdzono

istotny statystycznie spadek procentowego przyrostu KC po 1 dniu hodowli w poréwnaniu do

KC (I) bez blokowania. W dniu 7 stwierdzono istotny statystycznie spadek przyrostu KC po

zablokowaniu receptora dla IL-1p, TNF-a oraz TGF-B. W dniu 14 nastgpit istotny

statystycznie spadek przyrostu KC po zablokowaniu receptora dla IL-6 oraz TNF-o.
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Procentowa zmiana liczny KC (l) po zablokowaniu receptoréow IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR

oraz TGF-BRw 1, 7 i 14 dniu hodowli w PT/L (l) (n=5)

=4=KC(l) bez
*k blokowania+PT/L(l)
3 *
== KC(I)+I-1BR+PT/L(l)
% *
o %
wsge= KC(1)+IL-6R+PT/L(l)
*
E
« " «fii=KC(I)+TNFR+PT/L(l)
=f=KC(I)+KGFR+PT/L(l)
«®=KC(1)+TGF-BR+PT/L(l)
1 7 14

Rycina 18. Procentowa zmiana liczby KC (I) po zablokowaniu receptorow IL-1R, IL-6R, TNFR, KGFR, TGFRw 1, 7 i 14 dniu hodowli w PT/L (1)

(% * SD, n=b)

*KC (I) +anty IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR, TGFR +PT/L (I) vs KC (I)+PT/L (1), p<0,05
**1 | 7 dzien vs 14 dzien hodowli, p<0,05
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6.12 Réznicowanie keratynocytéw () po zablokowaniu IL-1BR, IL-6R, TNFR,
KGFR oraz TGF-BR w 7 dniowej hodowli w ptynie tkankowym/limfie (I)

wyrazane w stosunku do keratynocytéw () z warstwy podstawnej 1

Tabela 21. Réznicowanie KC (I) po zablokowaniu IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGF-BR
w hodowli (7d) w PT/L (I) wyrazane w stosunku do KC (I) z warstwy podstawnej 1
(% % SD, n=5)

KC z warstwy:
podstawnej | podstawne;j kolczystej ziarnistej
1 2 3 4
KC MEDIUM . e
;’}
. ‘\ -.)
wry
*
*
KC(I) bez_ PT/L (1) 100 490+ 5.2 32735
blokowania 322428
* *
KC(I)ISEW B /0 100 28496 | 171225 | 9731
* *
“e® +6?gmy ol ST 0 100 23,4%74 141%£36 | 74£25
* *
KC()+ anty
TNFR PTIL () 100 41,581 | 183%53 | 17558
* *
KC(l)+anty
KGFR PTIL () 100 475+91 | 24885 | 12,739
*
KC()+ anty
TGFR PTIL (1) 100 68,7+189 | 283%10,1 | 152%9,3

*KC z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 vs KC z warstwy podstawnej 1, p<0,05
() limfedema

Po hodowli KC (I) w PT/L (I) i zablokowaniu IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz
TGF-BR na KC (1) stwierdzono nizszy procent zréznicowanych KC () z warstwy podstawnej
2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 w odniesieniu do KC z warstwy podstawnej 1.
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Réznicowanie KC (I) po zablokowaniu receptoréw IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR i TGF-BR
w hodowli (7d) w PT / L (l) wyrazane w stosunku do warstwy podstawnej 1, (n=5)
120
100
=4=PT/L(l)
80 =
<= KC(1)+IL-1R+PT/L(l)
*
\ .
X 60 . == KC(I)+IL-6R+PT/L(l)
%
- *
40 % == KC(I)+TNFR+PT/L(I)
* ad
20 * «#=KC(1)+KGFR+PT/L(I)
0 ® . — ~0-KC(1)+TGFR+PT/L(l)
<)

Rycina 19. Réznicowanie KC (I) po zablokowaniu IL-1BR, IL-6R, TNFR, KGFR oraz TGF-BR w hodowli (7d) w PT/L () wyrazane w stosunku do KC (I)
Z warstwy podstawnej 1, (n=5)
*KC z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 vs KC z warstwy podstawnej 1, p<0,05
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6.13 Ekspresja markeréw roéznicowania keratynocytéw (I) po 14 dniowej

hodowli w ptynie tkankowym/limfie (), (n), 20 % surowicy oraz medium

RPMI

Tabela 22. Ekspresja markeréw réznicowania KC (1) po hodowli (14d) w PT/L (1), (n), 20 % S
i RPMI; (% * SD, n=5)

Antygen KC po izolacji Hodowla KC (I) w:
PT/L (1) PT/L (n) 20% S RPMI
* *

CK1 31,770 21,7+1,7 20,3*4,2 17,921 145+25
CK10 59,2+ 3,2 52,0+ 2,6 422+1.8 50,7 4,3 77,6 £10,1
CK14 68,9+ 3,9 50,5+ 14,3 52,3%+6,8 56,0 £ 2,0 63,6 2,2

filagryna 26,1%*5,6 19,7+ 3,8 17,939 17,3+10,0 38,757
inwolukryna 19,2+1,1 18,8+45 259+78 20,075 453 + 11,7

*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
(D) limfedema, (n) normalny

Po hodowli KC (I) w PT/L (1), PT/L (n), 20 % S oraz medium RPMI stwierdzono istotny
statystycznie spadek odsetka komorek wyrazajacych CK1 w poréwnaniu do KC (1) po
izolacji.

CK10 byta wyrazana w nizszym procencie przez KC (1) po hodowli PT/L (1), (n) (p<0,05),
20 % S oraz w wyzszym po hodowli w medium RPMI w poréwnaniu do komorek po izolacji.

Po hodowli KC (I) w PT/L (I), (n) stwierdzono istotny statystycznie spadek odsetka
komorek wyrazajacych CK14.

Filagryna byla wyrazana w nizszym procencie przez KC (1) po hodowli w PT/L (1), (n)
(p<0,05) oraz 20 % S natomiast w wyzszym po hodowli w medium RPMI w poréwnaniu do

KC wyrazajacych ten antygen po izolacji.
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Odsetek KC (1) wyrazajgcych inwolukryne po hodowli w PT/L (1), (n) oraz 20 % S nie
réznit si¢ istotnie w porownaniu do KC (l) po izolacji, natomiast stwierdzono wyzsze
wyrazanie tego biatka przez KC (1) po hodowli w medium RPMI (45,3 % vs 19,2 %).
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(% = SD, n =5)
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Ekspresja markeréow réznicowania KC (I) po hodowli (14d) w PT/L (I), (n), 20 % S i RPMI;
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CK1 CK10 CK14 filagryna inwolukryna
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m KC(1)+PT/L(l)
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B KC(1)+20%S
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Rycina 20. Ekspresja markeréw réznicowania KC (I) po hodowli (14d) w PT/L (1), (n), 20 % S i RPMI; (% % SD, n=5)
*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
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EKSPRESJA CK 1
PRZEZ KC (I) PO
HODOWLI W:
A.RPMI

B. PT/L (1)

.
.

Rycina 21. Ekspresja antygenéw CK1 i CK10 przez KC (I) po 14 dniowej hodowli w PT/L (1)

EKSPRESJA CK 10
NA KC PO
HODOWLI W:

C. RPMI

D. PT/L(l)

i RPMI. Na niebiesko zostaty wybarwione jadra komérkowe (Hoechst). Skala=50um.
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EKSPRESJA CK 14
PRZEZ KC (I) PO
HODOWLI W:

A. RPMI

B. PT/L (1)

Rycina 22. Ekspresja antygenu CK14 przez KC po 14 dniowej hodowli w PT/L (I) i RPMI. Na

niebiesko zostaly wybarwione jagdra komérkowe (Hoechst).Skala=50um.
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EKSPRESJA
FILAGRYNY
PRZEZ KC () PO
HODOWLI W:
A. RPMI

B. PT/L (1)

.
EKSPRESJA C
INWOLUKRYNY

PRZEZ KC (I)PO
HODOWLI W:
C. RPMI

D. PT/L(I)

Rycina 23. Ekspresja antygenow filagryny i inwolukryny przez KC po 14 dniowej hodowli w PT/L (I) i RPMI. Na niebiesko
zostaly wybarwione jadra komérkowe (Hoechst). Skala=50um.
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6.14 Ekspresja markeréw aktywacji keratynocytéw (1) po 14 dniowej hodowli

w plynie tkankowym/limfie (I), (n), 20 % surowicy oraz medium RPMI

Tabela 23. Ekspresja markerow aktywacji KC (I) po hodowli (14d) w PT/L (I), (n), 20 % S
oraz RPMI;(% % SD, n=5)

Antygen KC () po Hodowla KC (1) w:
izolacji PT /L(l) PT /L(n) 20% S RPMI
*
CK6 10,8 % 2,6 15,6 £2,0 10,5 % 3,6 81%29 4311
* *
CK16 17,9+ 2,1 26,5%3,5 30,3+ 13,3 18,7 +4,2 15,3£1,5
CK17 7,1%1,4 10,6 4,0 3,4+0,8 50%3,5 54+15

*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05

() limfedema, (n) normalny

Po hodowli KC (I) w PT/L (I) stwierdzono istotny statystycznie wzrost odsetka
komorek wyrazajacych CK6 w poréwnaniu do KC (1) po izolacji. Istotny statystycznie wzrost
KC (1) wyrazajacych CK16 stwierdzono po hodowli w PT/L (I) oraz PT/L (n) w poréwnaniu
do kontroli. CK 17 byla wyrazana przez wigkszy odsetek KC (I) po hodowli w PT/L (I)

w poréwnaniu do KC (1) po izolacji.
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Ekspresja markerow aktywacji KC (1) po hodowli (14d) w PT/L
(1), (n), 20% S i RPMI; (% +SD, n=5)
50
45 * B KC po izolacji
40
35 | KC(1)+PT/L(I)
N 30 T

25 m KC(1)+PT/L(n)
20
15 | KC(1)+20%S
10 -

5 - m KC(1)+RPMI

0 .

CK 6 CK16 CK17

Rycina 24. Ekspresja markeréw aktywacji KC po hodowli (14d) w PT /L (I), (n), 20 % S i RPMI;
(% % SD, n=5)
*PT/L (1), (n), 20 % S, RPMI vs KC po izolacji, p<0,05
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EKSPRESJA CK 6
PRZEZ KC (I) PO
HODOWLI W:
A.RPMI

B. PT/L (1)

Rycina 25. Ekspresja antygenu CK6 przez KC(l) po 14 dniowej hodowli w PT/L (I)
i RPMI. Na niebiesko zostaly wybarwione jadra komérkowe (Hoechst).Skala=50um.
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EKSPRESJA CK 16
PRZEZ KC PO
HODOWLI W:
A.RPMI

B. PT/L (l)

.
C

EKSPRESJA CK 17

PRZEZ KC PO

HODOWLI W:

C. RPMI

D. PT/L (1)

Rycina 26. Ekspresja antygenéw CK16 i CK17 przez KC po 14 dniowej hodowli w

PT/L i RPMI. Na niebiesko zostaty wybarwione jadra komérkowe (Hoechst).
Skala=50pm.
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7 PODSUMOWANIE WYNIKOW

Gtowne obserwacje w mojej pracy to:

1.

Przyrost catkowitej liczby KC w hodowli w PT/L byl wyzszy w poréwnaniu do
hodowli w medium kontrolnym.

Po hodowli KC izolowanych ze skory podudzia w PT/L obserwowano wyzszy
odsetek dzielacych sie¢ KC oraz komodrek z warstwy podstawnej 1, a takze mniej
komorek zroéznicowanych z warstwy podstawnej 2 w porownaniu do hodowli
w medium kontrolnym.

Odsetek KC wyrazajacych markery charakteryzujace tzw. macierzyste komorki
naskorka p63 i CD29, a takze markery proliferacji PCNA 1 Ki67 byl znacznie
wyzszy po hodowli w PT/L w poréwnaniu do hodowli w medium.

Po neutralizacji IL-1B, IL-6, TNF-a oraz KGF w PT/L, a takze zablokowaniu
receptorow dla tych cytokin i czynnikow wzrostu na KC, obserwowano spadek
odsetka dzielacych si¢ KC i wzrost procenta komorek zrdéznicowanych.
Blokowanie TGF-B i jego receptor6w nie mialo statystycznie znamiennego
wplywu na podziaty 1 réZznicowanie KC.

Po hodowli w PT/L stwierdzono wzrost odsetka aktywowanych KC wyrazajacych
CK®6, CK16 oraz CK17.

Ekspresja biatek charakteryzujacych dojrzate KC, jak CK10, CK14, filagryna oraz

inwolukryna byta nizsza po hodowli w PT/L.
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8 DYSKUSJA

U chorych z zastojem limfatycznym, dochodzi do nadmiernej proliferacji komoérek
naskorka konczyn, a tym samym zwigkszenia jego grubosci. Jest to zapewne spowodowane
dziataniem licznych czynnikow regulacyjnych, ktore znajduja si¢ w PT/L gromadzacym si¢
W przestrzeniach migdzykomérkowych pod naskérkiem. Limfa zawiera wszystkie bialtka
wystepujace w osoczu krwi oraz dodatkowo pewna ilo$¢ biatek syntetyzowanych w tkankach.
W badaniach prowadzonych przez Olszewskiego i wsp. zaobserwowano obecnos¢ wielu
czynnikéw wzrostu i cytokin w PT/L pochodzacym od chorych z zastojem limfatycznym, jak
i 0sob zdrowych [105, 107, 108, 109, 110, 112, 114, 116, 117, 118].

W celu odtworzenia sytuacji stanu klinicznego prowadzitam hodowle KC w PT/L
pochodzacym od chorych z zastojem limfatycznym oraz zdrowych wolontariuszy. Nie
znalaztam w literaturze naukowej danych dotyczacych hodowli KC w ludzkim PT/L. Jedyne
znalezione prace doswiadczalne dotyczyty hodowli transformowanych komoérek BALB/3t3
w limfie oraz surowicy [127], a takze hodowli fibroblastow w owczej limfie oraz osoczu [28].
Hodowla KC w standardowych mediach nie odpowiada sytuacji klinicznej. Media te stuza
badaniom poszczegoélnych cytokin iinnych syntetyzowanych bialek i zawierajg substancje
bedace stymulatorami, jak np. KGF [45] lub kortyzon [70]. Ponadto media te nie zawieraja
surowicy [145]. Opisywane w literaturze hodowle KC sa takze prowadzone na tzw. feeder
layer [9], czyli warstwie odzywczej sktadajacej sie z naswietlonych fibroblastow lub
kolagenu, utatwiajacych przyczepienie si¢ do podtoza. W moim modelu badawczym celowo
nie stosowalam ‘feeder layer’, aby nie ograniczy¢ hodowli wylgcznie do KC pochodzacych

z warstwy podstawnej, ktore posiadajg najwieksza zdolno$¢ adhezji.

Sktad chemiczny ptynu tkankowego/limfy w znacznym stopniu r6zni si¢ od sktadu
osocza. Limfa jest produktem dyfuzji i filtracji sktadnikoéw osocza. Dodatkowo jest
wzbogacona w produkty komorek danej tkanki oraz limfocyty i komorki dendrytyczne
wywedrujace do tkanki z krwi. Sktad limfy jest uzalezniony od poziomu filtracji kapilarne;,
w tym przepuszczalnosci $ciany kapilarnych naczyn krwionos$nych oraz stanu metabolicznego

komorek parenchymalnych danej tkanki [115].

W wigkszosci moich hodowli dawcg KC i PT/L byta ta sama osoba. Jednak w czesci
hodowli komorki pochodzity od innej osoby niz dawca PT/L. Byt to uktad allogeniczny.

Trzeba podkresli¢, ze zaden z dawcow KC i PT/L nie otrzymywal uprzednio przetoczen krwi
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ani nie bylo wsérdéd nich wielorédek. Jak wiadomo z badan transplantologicznych miano
przeciwcial anty HLA klasy I i II w surowicy u takich osobnikow jest na poziomie bliskim
zera. W plynie tkankowym, ktory zawiera ok. 20% bialek osocza takie miano byloby jeszcze
nizsze. Mozna wiec zaklada¢, iz hodowane KC nie mogly ulec lizie w mechanizmie
cytotoksycznosci przeciwcialo - zaleznej. Trzy testy tego typu wykonane z PT/L

I limfocytami nie wykazaty takiej cytotoksycznosci.

KC do badan byly izolowane z naskorka pobieranego od chorych z Klinicznie
I wizualizacyjnie udokumentowanym pozapalnym, pourazowym i/lub pochirurgicznym
zastojem PT/L. Skora byta pobierana z okolicy podudzia. Grupe kontrolng stanowili dawcy
skory operowani z powodu probleméw ortopedycznych z niezmieniong skorg podudzi (bez

zastoju limfatycznego).

Naskorek zawiera komorki o réznej wielkosci 1 stopniu zroznicowania. Proces
roznicowania komoérek naskorka jest wieloetapowym procesem biologicznym, w wyniku
ktorego dochodzi do wyksztalcenia na powierzchni naskorka warstwy zrogowaciatej [142].
Zaczyna si¢ on po podziale mitotycznym KC (czyli juz w warstwie podstawnej), ktore,
réznicujac sie, tworza warstwe kolczysta, ziarnista 1 ostatecznie wytwarzaja warstwe
zrogowaciala. Dlatego jako parametr r6znicowania poréwnywatam procent okragltych KC

z warstwy podstawnej 2, kolczystej 3 i ziarnistej 4 z komorkami z warstwy podstawne;j 1.

Po hodowli KC (I - limfedema) i (n - normalne) izolowanych z fragmentu skory
podudzia w PT/L (I) obserwowatam wyzszy procent komoérek dzielgcych sie w poréwnaniu
do standardowgo medium. Obserwacja ta wskazywata na to, ze PT/L (I) dziata na KC
mitogennie. W przypadku KC () z warstwy podstawnej 1 obserwowatam wzrost ich odsetka
w stosunku do hodowli w medium RPMI, jak réwniez obnizenie odsetka komorek

zrdéznicowanych z warstwy podstawnej 2.

Hodowla w PT/L (I) przyniosta wyzszy odsetek dzielgcych si¢ KC w poréwnaniu do
hodowli w PT/L normalnym. By¢ moze byto to skutkiem roznic stezen cytokin i czynnikow

wzrostu PT/L chorych z zastojem limfatycznym w poréwnaniu z normg [115].

W przypadku hodowli KC w 20 % surowicy obserwowatam znacznie nizszy procent
komorek dzielacych sie¢ w stosunku do hodowli w PT/L. Surowica nie dziatata pobudzajaco
na KC, a procent KC w fazie mitozy byt nizszy takze w poréwnaniu do medium RPMI.

Z powyzszej obserwacji wynika, ze surowica, aczkolwiek zawierajaca te same cytokiny
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i czynniki wzrostu co PT/L, by¢ moze nie zawierata innych specyficznych dla KC biatek

regulacyjnych, co wigcej — mozliwe, ze posiadala biatka hamujace.

Strefa komorek proliferujacych w naskorku znajduje si¢ glownie w warstwie
podstawnej, w ktorej znajdowaé si¢ mogg zar6wno komorki macierzyste, jak i komorki
’przejsciowo namnazajgce si¢”. W warunkach fizjologicznych stopien proliferacji zalezy
gléwnie od komorek namnazajacych sie przejsciowo, ktore wywodza si¢ z komorek
macierzystych. Wptyw wybranych przeze mnie cytokin/czynnikéw wzrostu PT/L na KC
ocenialam zmianami w ekspresji markerow proliferacji komoérek (PCNA, Ki67) oraz biatek
charakteryzujacych ludzkie komorki macierzyste naskorka (p63, CD29). Ekspresja biatka p63
w jadrach KC (I) po hodowli w PT/L (I) byta wyzsza w poréwnaniu do hodowli w medium
RPMI a takze w poréwnaniu do hodowli w 20% surowicy Odsetek KC wyrazajacych CD29
po hodowli w limfedematycznym PT/L byt takze wyzszy w poroéwnaniu do hodowli
w standardowym medium. Natomiast po hodowli w 20 % surowicy odsetek ten byt nizszy

w porownaniu do PT/L (1).

W przypadku markeréw proliferacji obserwowalam znaczacy wzrost procenta KC
wyrazajacych PCNA i Ki67 po hodowli w PT/L w stosunku do hodowli w medium RPMI
oraz 20 % surowicy. Badania te potwierdzaja zatozong hipoteze, ze PT/L dziala pobudzajaco
na podzialy KC, a takze przyczynia si¢ do wzmozonej ekspresji markerow, ktore, wg
literatury, charakteryzuja komorki macierzyste naskorka [65, 83, 98]. Nie jest jednak
wiadome, czy naleza one do populacji komorek TA, ktore po podziale przechodza na droge
roznicowania, czy do komoérek macierzystych naskorka.

Powstaje pytanie, ktore z czynnikow wzrostu i cytokin zawartych w PT/L mogly
wpltywa¢ na markery charakteryzujace komorki macierzyste naskorka i proliferacji. Do
podstawowych cytokin, ktéore moga wplywa¢ na proces proliferacji KC zaliczamy: IL-1,
TNF-a oraz IL-6. Ponadto, czynniki wzrostu takie, jak: EGF, KGF, IGF, FGF, VEGF, TGF
[88].

Aby sprawdzi¢, ktora zcytokin, lub ktéra grupa cytokin wplywa na regulacje
proliferacji i r6znicowania KC, niezbedne byto przeprowadzenie hodowli KC w PT/L po ich
neutralizacji. Z biatek wykrywanych w PT/L wybratam IL-1p, IL-6, TNF-a, KGF oraz TGF-
B. Wg danych literaturowych moga one regulowa¢ zaréwno procesy proliferacji, jak
i roznicowania KC [27, 46, 79].

W trakcie trwania 14 dniowej hodowli badatam przyrost calkowitej liczby KC.
W przypadku KC hodowanych w PT/L przyrost byt wyzszy niz po hodowli w medium RPMI,
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natomiast neutralizacja badanych cytokin i czynnikow wzrostu przyczynita si¢ do spadku
liczby KC.

Po neutralizacji badanych cytokin i czynnikow wzrostu w PT/L, zaobserwowatam
istotne statystycznie obnizenie procenta mitotycznych KC. Najwigkszy spadek mial miejsce
po neutralizacji IL-1p oraz IL-6. Neutralizacja TGF- nie przyczynita si¢ do istotnego spadku
procenta dzielacych si¢ KC. Jednoczesnie po neutralizacji IL-1p, IL-6, TNF-o oraz KGF
zaobserwowano wzrost procenta komorek okragtych z warstwy podstawnej 1. Z obserwacji
tej wynika, ze badane cytokiny i czynniki wzrostu, poza TGF-B, wplywaja stymulujaco na

procesy podziatowe KC.

Wigkszo$¢ prac dotyczacych regulacji proliferacji KC pod wplywem cytokin
i czynnikéw wzrostu dotycza procesow nie pochodzacych ze srodowiska komorkowego, jak
PT/L. Badano gtownie cytokiny dodawane do medium hodowlanego. I tak, wg Yano i wsp.,
IL-1 indukowata ekspresj¢ IL-8 i GRO-a w skorze, aktywujac KC, melanocyty, fibroblasty
I komorki $rodblonka [147]. Po uwolnieniu IL-1, KC indukowaly produkcje czynnikow
wzrostu w fibroblastach (KGF oraz GM-CSF), silnie pobudzajacych proliferacje KC [19, 88,
90]. Ponadto IL-1 uwalniana przez KC dziatata w sposob autokrynny w stosunku do
znajdujacych si¢ w sgsiedztwie KC, aktywujac je. Stan taki pobudzat KC do migracji,
hiperproliferacji i1 produkcji czynnikow wzrostu. IL-1 moze indukowaé fosforylacje
i aktywacje¢ receptora dla EGF oraz kinaz transdukcji sygnatu JNK, p38 i AKT [136].
Hernandez-Quintero wykazat, ze 1L-6 pobudza proliferacj¢ ludzkich KC i reorganizacje
cytoszkieletu keratynowego w hodowli [57]. W kolejnej publikacji dotyczacej 1L-6 Badache
I wsp. wykazali, ze indukcja MAPK przez t¢ cytoking w duzej mierze zalezy od EGF [10].

Widoczna jest wigc ogromna wspotzalezno$¢ funkcjonalna cytokin i czynnikow wzrostu.

Czynnikiem pobudzajacym syntez¢ i aktywacje¢ cytokin moze by¢ antygen bakteryjny.
W przypadku TNF-o Aufiero i wsp. wykazali, ze jego ekspresja jest indukowana przez
Staphylococcus aureus, a sama infekcja przyczynia si¢ do indukcji TNFR1 [8]. Ezepchuk
i wsp. dowiedli, ze toksyny oraz biatko A z tej samej bakteri powodujg uwalnianiec TNF-a
przez KC [32]. Bashir i wsp. podkreslili w swoich pracach wzrost ekspresji mMRNA dla TNF-a
w KC po indukcji IL-1 i TNF-a [12, 13]. Badania Fransson i wsp. wskazaly na brak wptywu
TNF-a na proliferacj¢ i roznicowanie KC w zdrowej i tuszczycowej skorze [38]. Danych tych
nie potwierdzity zard6wno moje obserwacje, z ktérych wynika, ze po neutralizacji TNF-a

dochodzi do spadku procenta komorek mitotycznych, jak i prace Griffits i wsp., Kondo i wsp.
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oraz Uyemura i wsp. [50, 69, 134]. Badania Myers i wsp. potwierdzity hipoteze, ze zmiany
morfologiczne i aktywacja komorek progenitorowych sa uzaleznione od ekspresji cytokin
i czynnikéw wzrostu, gtownie: IL-1pB, IL-6, TGF-0, TGF-B i KGF [100]. W pracy Cheng
i wsp. wykazano wptyw KGF na wzrost ekspresji biatka p63 w KC, ktore pobudza ich
proliferacj¢ poprzez hamowanie transkrypcji p21 [20]. Z kolei Andreadis i wsp. wykazali, ze
KGF powoduje wzrost ekspresji Ki67 w warstwie podstawnej [5]. Indukuje on takze
ekspresje integryn a5p1 oraz hamuje ekspresj¢ cytokeratyny 10 i transglutaminazy. Badania
Koria i wsp. potwierdzity wptyw KGF na ekspresje integryny a5p1 [71]. Ponadto, KGF
op6znia proces réoznicowania KC. W pracy Meng i wsp. wykazano, ze TGF- promuje
adhezj¢ do fibronektyny i migracj¢ KC poprzez regulacj¢ ekspresji gendéw dla integryn [94].
Moje wyniki potwierdzity obserwacje Leivo i wsp., iz TGF-f ma wlasciwosci
antyproliferacyjne i pobudza réznicowanie KC w hodowli [81]. Gandarillas i wsp. takze
potwierdzili, ze TGF-B hamuje proliferacj¢ KC poprzez obnizenie ekspresji c-Myc,
wprowadzajac komoérki na droge roznicowania [44]. W moich badaniach, po neutralizacji
TGF-B w PT/L komorek zréznicowanych z warstwy podstawnej bylo mniej, przy wigkszej

liczbie zroznicowanych KC z warstwy kolczystej.

Blokowanie receptorow KC dla cytokin i czynnikow wzrostu spowodowato w moich
badaniach spadek liczby hodowanych KC we wszystkich badanych przypadkach. Najwigksza

réznice odnotowatam po zablokowaniu receptora dla IL-6.

Groves i wsp. wykazali, ze odpowiedz KC na IL-1 moze by¢ regulowana poziomem
ekspresji receptora IL-1R, zatem odpowiedz KC na IL-1 moze by¢ regulowana nie tylko
zmiennym poziomem liganadu, ale takze zmienng ekspresja powierzchniowego receptora
[53]. Wg Leivo i wsp. w zdrowej skorze TGFBR I i TGFBR II sg wyrazane w warstwie
podstawnej oraz w warstwie kolczystej [81], a ich ekspresja moze by¢ indukowana przez 1L-6
[86]. W pracy Luckett-Chastain i wsp. autorzy wskazali, ze IL-6 ma zdolno$¢ do modulacji
ekspresji TGF-B i TGF-BR w skorze [86]. Obserwacja ta wskazata na role TGF-P i IL-6

W stanach patologicznych zwigzanych z widknieniem.

KGFR wg Finch i wsp. jest zlokalizowany w warstwie podstawnej [34]. Ekspresja
receptora dla TNF-a jest regulowana przez TNF-o. Trefzer i wsp. wykazali, ze stymulacja
TNF-a po poczatkowym obnizeniu ekspresji receptora ostatecznie powodowata wzrost jego
ekspresji [133]. W moich badaniach blokowanie receptorow dla IL-1p, IL-6, TNF-a oraz

KGF przy uzyciu przeciwcial monoklonalnych przyniosto statystycznie istotny spadek

82



Dyskusja

procenta dzielgcych si¢ KC. Wyniki te byly podobne do tych otrzymanych po neutralizacji
cytokin i czynnikow wzrostu w PT/L. Roéznica ta byta najwicksza po zablokowaniu receptora
dla KGF. Natomiast po zablokowaniu receptora dla TGF-p nie zaobserwowatam zadnej
roznicy. Blokowanie receptorow dla IL-1B, IL-6 oraz TNF-a miato takze wplyw na
réznicowanie KC z warstwy podstawnej. W przypadku neutralizacji TGF-B liczba

zroéznicowanych KC z warstwy podstawnej byta wyzsza niz bez blokowania receptorow.

Po hodowli w PT/L, procent KC wyrazajacych CK6 byl najwyzszy po hodowli
w PT/L w porownaniu do KC po hodowli w standardowym medium oraz 20 % surowicy. CK
6 jest wyrazana przez proliferujace KC. Jej wysoka w porownaniu do kontroli ekspresja,
potwierdza wczesniejsze obserwacje dotyczace pobudzajacego wptywu PT/L na KC. Ponadto
zaobserwowalam wzrost procenta KC wyrazajacych CK16 oraz CK17 w poréwnaniu do
hodowli w medium kontrolnym oraz w stosunku do hodowli w 20 % surowicy. Obie
cytokeratyny charakteryzuja takze KC w stanie aktywacji. Wyniki te korelowaly ze wzrostem

procenta komorek dzielacych si¢ oraz KC z warstwy podstawnej 1.

Ekspresja CK10, CK14, filagryny i inwolukryny byla nizsza w przypadku KC
hodowanych w PT/L, w poréwnaniu do KC po hodowli w medium RPMI. CK10 jest
wyrazana przez KC z wyzszych warstw naskorka, ktore sa w trakcie procesu réznicowania.
Filagryna i inwolukryna sa wyrazane przez dojrzale, zréznicowane KC. Ich nizsza ekspresja
po hodowli w PT/L w poréwnaniu do standardowego medium wskazuje dodatkowo, ze PT/L

dziata hamujgco na proces réznicowania.

Koch i wsp. w swojej pracy zaproponowali koncepcje, ze keratyny moga wptywac na
proliferacje KC [67]. Badania Fuchs i wsp. dowiodly, ze ekspresja CK10 zapobiega progres;ji
cyklu komoérkowego KC z warstwy podstawnej [39]. Wykazano takze, ze ekspresja CK16
moze przywracac zatrzymany przez CK10 cykl komorkowy [122]. Przeprowadzone badania
wylonily sekwencj¢ zdarzefn, w ktorej cytokeratyny wyrazane przez komorki TA indukuja
ekspresje CK10, ktora z kolei hamuje progresj¢ cyklu komorkowego i kieruje komoérki na
droge roznicowania. W pracy Santos i wsp. wykazano, ze ekspresja tej cytokeratyny jest
znacznie obnizona W sytuacji, gdy dochodzi do hiperproliferacji, jak np. w nowotworach
[129]. W tej samej pracy autorzy zaproponowali mechanizm, w ktorym CK10 przyczynia si¢
do wytwarzania TNF-a, ktéry ma wptyw na ekspresje genow dla IL-1 oraz IL-6 [129].

Wsrod gendw indukowanych przez IL-1, s geny dla CK6 oraz CK16 [68]. Praca Liu Wei
i wsp. wykazata wpltyw IL-1B na wzrost wyrazania CK16, CK17 oraz B-integryny, dzieki

83



Dyskusja

neutralizacji IL-1pB. Badaczka zasugerowala, ze by¢ moze IL-1B powoduje wzrost ekspresji
CK16 i CK17 poprzez IL-6, ktora jest indukowana przez IL-1f [138]. W pracy Krueger i wsp.
wykazano, ze IL-6 pobudza proliferacjg KC in vitro [72]. Jej wytwarzanie jest $cisle
skorelowane z ekspresja i syntezg CK6 i CK16 [57]. W pracy Komine i wsp. wykazano, ze
TNF-o indukuje ekspresj¢ CK6 na poziomie transkrypcji [68]. Badania nad bardzo wysokim
stezeniem TGF-B wykazaty, ze jego wptyw na ekspresje CK1, CK10 oraz filagryny moze by¢
hamujacy, jednocze$nie moze wzmacnia¢ ekspresjg CK6 i CK16 [89].

Cytowane badania potwierdzity moje obserwacje, iz kinetyka proliferacji byta odwrotnie
proporcjonalna do roznicowania. Przedstawione dane z literatury obrazujg wplyw
poszczegolnych cytokin i czynnikéw wzrostu na KC w hodowli in vitro w modelu, w ktérym
wzbogacano media poszczegdlnymi cytokinami. W zastosowanym przeze mnie naturalnym
modelu, odzwierciedlajgcym warunki in vivo, wszystkie cytokiny i czynniki wzrostu byly
w proporcjach (stezeniach), jak w PT/L zastoinowej lub normalnej. Wszystkie one moga mie¢
addytywne, jak i przeciwstawne wtasciwosci. Hodowla KC w PT/L daje wigc glebszy wglad
w procesy zachodzace in vivo. Uzyskane obserwacje wskazuja na funkcjonalng
wspotzaleznos¢ bialek regulujacych proliferacje i dojrzewanie KC, zaréwno w odpowiedzi na
sygnaly antygenowe z zewnatrz, jak i na state, ewolucyjnie wytworzone usuwanie
powierzchownych warstw KC. Aby ten wglad byl jeszcze szerszy niezbedne jest badanie

takze innych cytokin i czynnikow wzrostu, ktore sg obecne w ptynie tkankowym i limfie.
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9 WNIOSKI

1. Ptyn tkankowy/limfa zwigkszaly proliferacj¢ keratynocytow.

2. Cytokinami i czynnikami wzrostu odpowiedzialnymi za podwyzszong proliferacje
keratynocytow Oraz ograniczenie procesu ich réznicowania byty: IL-1p, IL-6, TNF-a,
I KGF. Ich neutralizacja oraz blokowanie receptorow na KC potwierdzily ta
obserwacj¢. Nie wykazywat takich wiasciwosci TGF-f.

3. Zwigkszonej proliferacji towarzyszyla podwyzszona ekspresja markerow tzw.
komorek macierzystych p63 1 CD29.

4. Zwickszona proliferacja/aktywacja byla wyrazona przez podwyzszong ekspresje
markeréw Ki67, PCNA, CK6, CK16 i CK17 izmniejszong ekspresje markerow
roznicowania CK10, CK14, filagryny i inwolukryny.

5. Brak roznic w poziomie proliferacji pomigdzy keratynocytami z konczyn z zastojem
limfy i normalnych $§wiadczyt o tym, iz tempo proliferacji i r6znicowania nie byto
wynikiem zmian patologicznych w samej komorce, a glownie wplywem samych
cytokin/czynnikow wzrostu.

6. Uzyskane obserwacje daja podstawe do farmakologicznych prob miejscowej
inaktywacji badanych cytokin i czynnikoéw wzrostu dla zahamowania patologicznego

procesu rozrostu keratynocytow U cztowieka.
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11 STRESZCZENIE

Mechanizm proliferacji i roznicowania keratynocytéw w zastoju limfatycznym
konczyn dolnych — wpltyw cytokin i czynnikéw wzrostu ptynu tkankowego/limfy

Jedng z czgstszych chorob cztowieka budzaca coraz wigksze zainteresowanie
immunologow jest tzw. obrzek limfatyczny konczyn i narzadéw. Wedtug statystyk WHO
liczba chorych z tego rodzaju patologia wynosi 300 milionow.

Obrzek limfatyczny konczyn i narzaddéw jest objawem zastoju ptynu tkankowego i limfy
w tkankach w nastepstwie uszkodzenia drog odptywu do regionalnych weziow chtonnych.
Uktad limfatyczny, ktéorego anatomia to przestrzen migedzykomorkowa, sie¢ naczyn
limfatycznych, narzady limfoidalne oraz rozproszona tkanka chionna, a takze krazace
komorki odpornosciowe, sprawuje funkcje straznika genetycznego ,,self” ustroju [120, 121].
Wszelkie sygnaty obwodowe z tkanek, takie jak wniknigcie 1 rozpoznanie obcego antygenu
(bakterie, wirusy, grzyby, czastki nicorganiczne-ciato obce), jak i odstonigte wiasne antygeny
tkankowe ikomorkowe (uraz, autoagresja) i wreszcie (allo- i ksenogeniczne) antygeny
przeszczepu powoduja natychmiastowa odpowiedz komoérkowo-humoralng tkanki
limfoidalnej [111]. Masa antygenu wnikajacego do naczyn limfatycznych, jego
immunogenno$¢ 1 opornos¢ na degradacje odgrywaja role w procesie zuzycia i uszkodzenia
uktadu limfatycznego. Nastepstwem uszkodzenia jest zastdj w krazeniu ptynu tkankowego
i limfy, a wiec klinicznie obrz¢k oraz szereg zaburzen funkcji komérkowych drenowanej
tkanki. W przypadku skory, w szczeg6lnosci konczyn dochodzi do zmian funkcji
keratynocytow oraz fibroblastow. Efektem tego jest hiperkeratoza (hyperkeratosis)
i wtoknienie (fibrosis). Mechanizm przebiegu tych proceséw in vivo pozostaje niejasny,
poniewaz uczestniczy w nim wiele wspotzaleznych czynnikéw komorkowych 1 humoralnych.
Przedmiotem niniejszej pracy bylo badanie czynnikéw humoralnych S$rodowiska
mig¢dzykomorkowego skory (ptynu tkankowego/limfy) na proliferacj¢ i roéznicowanie
keratynocytow skory konczyn dolnych u chorych z zastojem limfy.

Keratynocyty (KC) sa glownymi komorkami naskorka pelnigcego role bariery
srodowiskowe] oddzielajace; wnetrze ustroju od otoczenia. Bariera ta pelni nastgpujace
funkcje: a) mechaniczng - chronigcg przed urazami glebokich tkanek, b) anty-penetracyjng dla
mikroorganizméw oraz c) Srodowiskowa dla bakterii kolonizujacych naskorek, gléwnie
mieszki wlosowe oraz gruczotly tojowe i potowe.

KC podlegaja statemu procesowi proliferacji i roznicowania [30]. Sygnaty regulujace

te procesy pochodza ze skory wiasciwej (dermis), w tym z jej komorek mezenchymalnych,
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a takze z czynnikow humoralnych dostarczanych do naskorka drogg krwiono$ng [41]. Innym
zrédlem sygnatoéw jest mechaniczne uszkodzenie struktury naskorka oraz dzialanie antygenu
bakteryjnego, wirusowego lub grzybiczego [1, 26]. Same KC wydzielajg szereg czynnikow
wzrostu i cytokin oraz peptydéw antybakteryjnych dziatajacych w uktadzie autokrynnym [33,
103]. Szereg z tych czynnikéw humoralnych dyfunduje do plynu tkankowego skory
wlasciwej 1 tkanki podskornej, ktory po wptynieciu do naczyn limfatycznych okre$lany jest
mianem limfy [115, 116].

Mechanizm regulacji proliferacji i roznicowania KC in vivo pod wptywem czynnikow
wzrostu 1 cytokin jest u czlowieka stabo poznany. Wynika to z ograniczonej wiedzy
dotyczacej rodzaju i liczby czynnikow humoralnych zawartych w ptynie tkankowym skory.
Niewiele wiadomo, w jaki sposob dzialaja one na komoérki macierzyste keratynocytow
(o stabo dotychczas zdefiniowanym fenotypie) czy tez na tzw. komorki namnazajace si¢
przejsciowo (ang. transit amplifying cells, TA). Nie wiadomo takze, ktora z cytokin lub jaka
grupa cytokin i1 czynnikow wzrostu wptywa specyficznie na proces ich proliferacji
I roznicowania. Niewielka jest tez wiedza o tym, w jakich przyzyciowych warunkach KC
warstwy podstawnej naskorka aktywnie wyrazaja receptory dla cytokin i czynnikow wzrostu.

Wyjasnienie tych zagadnien pozwoliloby na opracowanie metod pobudzania lub
hamowania proliferacji KC w warunkach klinicznych, np. w ranach lub hiperkeratozach czy
tez w obrzeku limfatycznym, ktérego integralng komponenta jest nadmierna proliferacja KC.
Ponadto umozliwitloby to efektywniejsza hodowle KC in vitro dla celow
transplantologicznych.

Powstaje zatem pytanie, ktore czynniki wzrostu i cytokiny znajdujace si¢ w ptynie
tkankowym/ limfie skory cztowieka, pobudzaja proliferacje i réznicowanie KC, oraz ktore
z komorek proliferujacych moga naleze¢ do populacji o fenotypie uznanym obecnie
za charakterystyczny dla komodrek macierzystych naskorka. Aby proces ten mogt by¢
obserwowany, niezbedny byt naturalny model. Okazatl si¢ nim zast6j PT/L w skorze i tkance
podskornej cztowieka (obrzek limfatyczny, ang. obstructive lymphedema), ktérego jednym
Z nastgpstw jest nadmierna proliferacja KC. Przeniesienie procesu proliferacji i roznicowania
KC do hodowli z zastosowaniem PT/L, pozwolitoby na $ledzenie procesu proliferacji
I rznicowania oraz na wyciggnigcie wnioskow o wartosci kliniczne;j

Celem badan, stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskiej, byla odpowiedz na
pytania:

1. Jakie zmiany fenotypowe zachodza w ludzkich keratynocytach z poszczeg6lnych

warstw naskorka w czasie hodowli w PT/L?
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2. Czy zawarte w PT/L IL-1B, IL-6, TNF-a, KGF i TGF-$ maja wplyw na
proliferacje i r6znicowanie keratynocytow?

3. Jaki wptyw ma PT/L na ekspresj¢ markeréw dla tzw. komérek macierzystych
naskorka (p63 1 CD29) ?

4. Jak PT/L wptywa na ekspresj¢ markeréw proliferacji/aktywacji keratynocytow,
jak Ki67, PCNA, CK6, CK16, CK17 i markeréow roznicowania, jak CK1, CK10,
CK14, filagryny, inwolukryny?

Wyniki moich badan wykazaty, ze:

1.

Przyrost catkowitej liczby KC w hodowli w PT/L byt wyzszy w porownaniu do
hodowli w medium kontrolnym.

Po hodowli KC izolowanych ze skory podudzia w PT/L obserwowano wyzszy odsetek
dzielagcych si¢ KC oraz komoérek z warstwy podstawnej 1, a takze mniej komorek
zréznicowanych z warstwy podstawnej 2.

Odsetek KC wyrazajacych markery charakteryzujace tzw. macierzyste komorki
naskorka p63 i CD29, a takze markery proliferacji PCNA i Ki67 byt znacznie wyzszy
po hodowli w PT/L w poréwnaniu do hodowli w medium.

Po neutralizacji IL-1B, IL-6, TNF-o oraz KGF w PT/L, a takze zablokowaniu
receptoréow dla tych cytokin i1 czynnikow wzrostu na KC, obserwowano spadek
odsetka dzielgcych si¢ KC 1 wzrost procenta komorek zréznicowanych. Blokowanie
TGF-B 1 jego receptorow nie miato statystycznie znamiennego wptywu na podzialy
I r6znicowanie KC.

Po hodowli w PT/L stwierdzono wzrost odsetka aktywowanych KC wyrazajacych
CK®6, CK16 oraz CK17.

Ekspresja bialek charakteryzujacych dojrzate KC, jak CK10, CK14, filagryna oraz
inwolukryna byta nizsza po hodowli w PT/L.

W $wietle uzyskanych wynikow mozna wnioskowac, ze keratynocyty hodowane w ptynie

tkankowym/limfie proliferowaty intensywniej niz w standardowym medium.

Zawarte w ptynie tkankowym/limfie cytokiny i czynniki wzrostu, jak: IL-1f, IL-6, TNF-a

i KGF byly odpowiedzialne za podwyzszong proliferacje keratynocytow i ograniczenie

procesu réznicowania. Wskazaly na to: neutralizacja wymienionych cytokin oraz blokowanie

ich receptoréw na KC. Nie wykazywal takich wlasciwosci TGF-f.

Ponadto, hodowla keratynocytéw w plynie tkankowym/limfie powodowata zwigkszong

ekspresj¢ markerow tzw. komorek macierzystych p63 1 CD29 oraz zwigkszong ekspresje
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markerow proliferacji/aktywacji Ki67, PCNA, CK6, CK16 1 CK17 i zmniejszong ekspresje
markerow réznicowania CK10, CK14, filagryny i inwolukryny.

Dodatkowo, nie stwierdzono r6znic w poziomie proliferacji pomiedzy keratynocytami
Z konczyn z zastojem limfy i1 normalnych, co $wiadczyto o tym, iz tempo proliferacji
i roznicowania nie byly wynikiem zmian patologicznych w samej komorce.

Uzyskane obserwacje daja podstawe do farmakologicznych prob miejscowej inaktywacji
badanych cytokin i czynnikow wzrostu dla zahamowania patologicznego procesu rozrostu
keratynocytow u cztowieka.

Przedstawione dane z literatury obrazuja wplyw poszczegdlnych cytokin i czynnikow
wzrostu na KC w hodowli in vitro. W warunkach in vivo KC, a zwtaszcza ich warstwa
podstawna, znajdujg si¢ w $rodowisku ptynu tkankowego zawierajagcego zaréwno badane
przeze mnie, jak i nie badane, czynniki humoralne. Wszystkie one moga mie¢ addytywne, jak
i przeciwstawne wiasciwosci. Hodowla KC w ptynie tkankowym daje wige glebszy wglad
w procesy zachodzace in vivo. Uzyskane obserwacje wskazuja na funkcjonalng
wspoéltzaleznos¢ biatek regulujacych proliferacje i dojrzewanie KC, zarowno w odpowiedzi na
sygnaly antygenowe z zewnatrz, jak i na state, ewolucyjnie wytworzone usuwanie
powierzchownych warstw KC. Aby ten wglad byl jeszcze szerszy niezbedne jest badanie

takze innych cytokin i czynnikow wzrostu, ktore sg obecne w ptynie tkankowym i limfie.
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