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Blona maziowa (BM) jest wysoce wyspecjalizowang strukturg, ktéra bierze udziat w
produkcii i resorpcji ptynu stawowego oraz w odzywianiu i smarowaniu chrzastki stawowej.
Zbudowana jest z bogato unaczynionej tkanki tacznej wystanej od strony jamy stawowe;
komérkami, nazywanymi synowiocytami, ktore tworza na jej powierzchni warstwe
wysciotkowa - w pismiennictwie anglojgzycznym okreslang jako synovial lining lub synovial
intima. Warstwa tkanki tacznej tworzaca warstwe podwysciotkowa, w zaleznosci od budowy,
determinuje okreslenie danego odcinka BM jako btony typu siateczkowego, typu
tluszczowego lub typu widknistego. Blona maziowa typu siateczkowego charakteryzuje sig
gruba wysciotka lezaca na bogato unaczynionej tkance tacznej luznej. Blona typu
thuszczowego zawiera jedng warstwe synowiocytow potozonych na tkance thuszczowej, a
btona typu widknistego ma stosunkowo cienkg warstwe wysciotki przylegajaca bezposrednio
do zbitej warstwy wiokien kolagenowych. Powierzchnia BM tworzy fatdy i kosmki wnikajace
w glab jamy stawowej. Synowiocyty dziela si¢ na dwa typy: makrofagi, czyli komérki typu
A, i fibroblasty, czyli komorki typu B.

Synowiocyty typu A sa makrofagami tkankowymi i wykazuja ekspresje czasteczek
charakterystycznych dla tych komorek. Sa to czasteczki gtownego uktadu zgodnosci
tkankowej MHC klasy II, receptor CD14 wiazacy LPS, a takze receptor CD68 wigzacy
lipoproteiny o niskiej gestosci, receptory dla fragmentu Fc przeciwciat i dla sktadnika C3b
dopetniacza. Uwaza sig, ze prekursory synowiocytow typu A docieraja do BM ze szpiku
droga naczyn krwiono$nych i prawdopodobnie nie ulegaja podziatom w jej obrebie, a ich
liczba w chorobach zapalnych stawow zwieksza si¢ w wyniku dodatkowej rekrutacji.
Synowiocyty typu A sa okragle, leza w wyzszej warstwie wysciotki i niejednokrotnie wystaja
do jamy stawowej, w stanach patologicznych moga by¢ zaangazowane w niszczenie chrzgstki
i degradacje kolagenu. Rola synowiocytow typu A polega na absorpcji i degradacji
pozakomorkowych sktadnikow i resztek z jamy stawowej, debris komorkowego oraz
mikroorganizméw. Wydajnoscig fagocytozy dorownujg makrofagom otrzewnowym, a
niekiedy nawet znacznie je przewyzszajg. Zjawisko to moze by¢ adaptacja do specyficznych
uwarunkowan panujacych w stawach, poniewaz usuwanie debris komorkowego i resztek z
plynu stawowego jest niezbedne do ich prawidlowego funkcjonowania . Synowiocyty typu A
wystepuja rowniez w prawidtowym plynie stawowym.

Synowiocyty typu B sg zlokalizowane ponizej synowiocytow typu A, bezposrednio na
warstwie podwysciotkowej. Roznig si¢ od wystepujacych w niej fibroblastow bardziej
zasadochtonng cytoplazmag, wigkszymi jadrami, a takze wigksza liczbg wakuoli. Cecha

charakterystyczng synowiocytow typu B sg unikatowe wypustki cytoplazmatyczne, nazwane
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dendrytycznymi z uwagi na liczne rozgalezienia. Wypustki skierowane sa ku powierzchni
BM i przebiegaja w réznych kierunkach, réwniez rownolegle do powierzchni btony, zachodza
na siebie i tworzg splot. Prawdopodobnie za posrednictwem wypustek komorki kontroluja
sktad ptynu stawowego. Synowiocyty typu B produkuja sktadniki macierzy
migdzykomorkowej, takie jak kolagen typu III, IV, V i VI, fibronektyne, proteoglikany,
glikozaminoglikany, lamining i entaktyng¢ (nidogen). Niektore z tych biatek stanowig
charakterystyczne sktadniki btony podstawnej, nie wytwarzaja jednak ciagltej warstwy,
pomimo ze sg zlokalizowane gtdwnie od strony podstawnej synowiocytéw B. Komorki B sa
takze glownym zZrodltem czgsteczek adhezyjnych VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule
1) i ICAM-1 (intercellular adhesion molecule 1). Za adhezj¢ pomigdzy nimi odpowiada
kadheryna 11. Synowiocyty typu B wykazuja ekspresje biatek szoku cieplnego chroniacych je
przed nieodwracalnymi uszkodzeniami i uczestniczacych w odpowiedzi na stres wywotany
naprezeniem. Wykazujg tez wysokg aktywnos¢ dehydrogenazy urydynodifosfoglukozy,
enzymu zwigzanego z synteza kwasu hialuronowego (HA), poniewaz produkuja i wydzielaja
do macierzy migdzykomadrkowej i do ptynu stawowego kwas hialuronowy - gtéwny sktadnik
ptynu stawowego odpowiadajacy za lepkosc.

Kwas hialuronowy wywiera wielorakie efekty biologiczne, takie jak: hamowanie
syntezy prostaglandyny E2 (PGE2) i uwalnianie kwasu arachidonowego w stymulowanych
interleuking 1 (IL-1) fibroblastach, supresja migracji i fagocytozy oraz uwalnianie enzymow
przez leukocyty, supresja indukowanej przez cytokiny degradacji macierzy chrzgstnej,
zmniejszenie bolu stawdw poprzez maskowanie zakonczen nerwowych. W ptynie stawowym,
oprécz nadania mu odpowiedniej lepkosci, HA zapobiega jego ucieczce podczas zginania i
obcigzania, w wyniku ktorych zwigksza si¢ cisnienie w stawie. Chociaz BM stanowi strukture
nieszczelng, zawierajaca pory o srednicy 1 um miedzy synowiocytami, jest wystarczajgca do
utrzymania prawidtowej jakosci pltynu stawowego. Budowa macierzy migdzykomorkowej w
duzym stopniu odpowiada za opér BM przeciw ucieczce wody z jamy stawowej. Opor ten
zalezy od stezenia glikozaminoglikanoéw, proteoglikandw i glikoprotein pomigdzy wtoknami
kolagenowymi, poniewaz ptyn przedostaje si¢ przez waskie przestrzenie mi¢dzy
czasteczkami. BM stawia rowniez op6r ucieczce HA z ptynu stawowego. Podczas nacisku
HA akumuluje si¢ na powierzchni BM, tworzac warstweg buforowg. Zmniejszenie stezenia lub
cigzaru czasteczkowego HA zaburza te procesy i powoduje zwigkszong ucieczke HA z jamy
stawowej. Stezenie HA w ptynie stawowym czlowieka wynosi ok. 1-4 mg/ml, przy czym
wyzsze wartosci obserwowano u badanych ponizej 40. roku zycia. Synowiocyty B

wytwarzajg takze lubrycyneg, O-glikozylowane biatko o masie ok. 220 kDa, produkt genu
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PRG4 (proteoglikan 4). Chondrocyty warstwy powierzchniowej chrzastki stawowej rowniez
wykazuja ekspresje tego genu i produkuja biatko warstwy powierzchniowej - SZP (superficial
zone protein) o masie 345 kDa . Roznice te sg wynikiem modyfikacji posttranslacyjnych
(gtéwnie O-glikozylacji). Obydwa produkty genu PRG4 wystepuja w plynie stawowym w
stezeniu 35-240 pg/ml. Odpowiadaja za smarowanie graniczne, zjawisko polegajace na
wytworzeniu w wyniku adsorpcji do powierzchni chrzastki stawowej warstwy granicznej,
oddzielajacej od siebie elementy trace.

Doktadne poznanie budowy i funkcji prawidlowej BM umozliwia poréwnanie
wiasciwie funkcjonujgcego narzadu do zmienionych patologicznie bton maziowych,
pochodzacych od pacjentow z chorobami zapalnymi stawow, takimi jak reumatoidalne
zapalenie stawow (RZS) i osteoartroza (OA). Morfologig¢ i funkcjonowanie btony maziowej
opisatam w publikacji pogladowej ..Budowa i czynnos$¢ prawidlowej blony maziowej.

Morphology and function of normal synovial membrane” (praca nr 1).

Celem nastepnej pracy pt. ”” Preparation of rat synovial membrane for studies of
cytokine secretion” (praca nr 2) bylo opracowanie metody badania wptywu cytokin na btone
maziowa w hodowli organotypowej in vitro i jej odpowiedzi, jako catego organu. Blona
maziowa zawiera dwa typy synowiocytow, ktérych czynnosciowa charakterystyka zwykle
przeprowadzana byta w oddzielnych hodowlach komorek A lub B. Ale obydwa rodzaje
komorek produkuja podobny profil cytokin i wptywaja na siebie wzajemnie, dlatego ich
wspolna odpowiedz rdzni si¢ prawdopodobnie od odpowiedzi konkretnego typu
synowiocytow i nie jest takze prostg suma odpowiedzi obydwoch rodzajow komorek
hodowanych osobno. Ponadto btona maziowa zawiera rowniez inne komorki tkanki facznej, i
poniewaz jest to tkanka bogato unaczyniona, komorki srodbtonka. Te komorki takze moga
produkowac¢ cytokiny i wptywac na odpowiedz btony maziowej na stymulacje.

Pierwszym etapem pracy bylo opracowanie metody pozyskania blony maziowej, jako
catego, nieuszkodzonego organu ze stawu kolanowego szczura. BM byta wycinana wraz z
rzepky, wigzadtem rzepki i warstwa wloknista torebki stawowej. Nastepnie otaczajgce tkanki
byly usuwane, a blona maziowa byta umieszczana w pozywce hodowlanej nie zawierajacej
surowicy, w naczyniu hodowlanym. W pozywce blona maziowa zawijata si¢ eksponujac
wysciotke. Blony byly hodowane na wolnoobrotowej wytrzasarce przez 4, 24, i 48h w 5%
CO,, w temperaturze 37°C. Po inkubacji blony maziowe byly ekstrahowane na lodzie w
buforze polecanym do ekstrakeji biatek btonowych (CHAPS 1% w/v, NaCl 150 mM, TRIS 50

mM, EDTA 5 mM, fluorek fenylometylosulfonowy (PMSF) 1 mM, pH=7.8), przez 30 min.
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W pierwszym eksperymencie porownywatam testami ELISA ste¢zenie interleukiny-1a
(IL-1a) w lizacie z bton maziowych oraz stgzenie interleukiny-6 (IL-6) w supernatancie znad
hodowli blon maziowych pochodzacych od tego samego osobnika po 4h inkubacji. Analiza
statystyczna wykazata brak réznic dla takich wynikow (stezenie IL-1a 4246 pg/ml i 34+14
pg/ml, IL-6 212+50 pg/ml i 190+43 pg/ml). Zatem uznatam, ze proces pozyskiwania bton
maziowych jest powtarzalny, a ich jako$¢ wystarczajaca do badania odpowiedzi bton
maziowych na stymulacje.

W drugim eksperymencie - jedna z bton maziowych tego samego dawcy poddawana
byta stymulacji 10 pg/ml LPS (lipopolisacharyd), a druga stuzyta jako kontrola. Badatam,
podobnie jak poprzednio, st¢zenie IL-1a w lizatach z BM, i stezenie IL-6 w supernatantach
znad hodowli po 4h, 24h i1 48h inkubacji. Po inkubacji cz¢$¢ blon maziowych byta utrwalona i
zostaly wykonane preparaty histologiczne. Btony maziowe silnie odpowiadaty na stymulacje¢
LPS po 4h 1 po 24h inkubacji. Po 4h inkubacji st¢zenie IL-1a wynosito 36 +10 pg/ml dla
kontrolnych BM, a 3764 pg/ml dla BM po LPS, a IL-6 186+8 pg/ml dla kontroli i 1404+45
pg/ml dla BM po LPS. Po 24h inkubacji stezenie I1L-1a wynosito 45 + 6 pg/ml w kontroli i
1031+ 16 pg/ml po LPS, a st¢zenie IL-6 wynosilo 449+104 pg/ml dla kontroli, a 258162
pg/ml dla blon maziowych stymulowanych LPS. Na preparatach histologicznych komorki
bton maziowych inkubowanych 4h i 24 h sg prawidlowe. Natomiast po 48h inkubacji
produkcja obydwoch badanych cytokin dramatycznie spadta, czemu towarzyszyty
morfologiczne zmiany w blonie maziowej i $mier¢ komorek spowodowana przypuszczalnie
brakiem surowicy w pozywce hodowlanej. Dodanie surowicy powodowato, niestety, silng
stymulacje komorek blony maziowej (prawdopodobnie ze wzglgdu na obecnos¢ sladowe;j
ilosci endotoksyny) 1 maskowato efekt wywierany przez LPS.

Dotychczas badania reakcji blon maziowych na stymulacje in vitro byly ograniczone
do badan materiatu pozyskanego od pacjentow z RZS lub od szczuréw z adiuwantowym
zapaleniem stawOw. W tej pracy po raz pierwszy zostala przedstawiona metoda hodowania
prawidlowej blony maziowej jako calego organu, a takze zdolno$¢ komorek hodowanej btony
maziowej do odpowiedzi produkcja cytokin na stymulacj¢ LPS.

Celem kolejnej pracy pt. ,,Pro- and anti-inflammatory cytokines increase
hyaluronan production by rat synovial membrane in vitro” (praca nr 3) byta ocena
produkcji kwasu hialuronowego przez szczurze blony maziowe inkubowane z prozapalnymi
(IL-18, czynnikiem martwicy nowotworéw (tumor necrosis factor TNF), interferonem-y
(IFN-y) i antyzapalnymi cytokinami (transformujacym czynnikem wzrostu-81 (TGF-81),

IL-4).
B e T S s
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Za syntez¢ HA odpowiadajg syntazy kwasu hialuronowego (HAS). W BM wyrdznia
si¢ trzy typy HAS, kodowane przez trzy rozne geny: HAS1, HAS2 i HAS3. Syntazy HASI i
HAS?2 odpowiadajg za produkcje wysokoczasteczkowego HA o masie ok. 2x10° Da,
natomiast HAS3 za synteze HA o masie 2x10° Da. Kwas hialuronowy jest syntetyzowany po
wewngtrznej stronie blony komorkowej przez potaczong z blong syntaze. Cytoplazmatyczna
petla HAS katalizuje naprzemienne dodawanie cukrow do wewnetrznego, rosnacego konca
tancucha hialuronianu, podczas gdy przeciwny koniec jest w sposob ciagly wyciskany do
przestrzeni miedzykomorkowej przez kanal utworzony przez domeny transbtonowe. Ten
unikalny fizjologiczny proces powoduje, ze synteza i wydzielanie HA sg ze sobg $cisle
powigzane, nie wystepujg pecherzyki zapasowe, a wzrost wydzielania HA jest bezposrednia
konsekwencjg jego syntezy przez HAS. Regulacja wydzielania HA moze zatem zachodzi¢
wylacznie w wyniku zmiany ekspresji lub aktywnosci (fosforylacji) HAS.

Istnieje stosunkowo mato danych na temat katabolizmu HA obecnego w ptynie
stawowym. Uwaza sig, ze jest on, po fragmentacji, usuwany przez uktad naczyn
limfatycznych i krwiono$nych, a takze, ze synowiocyty typu A absorbujg strawiony HA.
Degradacja HA jest katalizowana przez hialuronidazy; u czlowieka wystepuje ich pig¢, ale w
BM wykryto tylko HYAL1, HYAL2 i HYAL3. HYALI wystepuje w lizosomach, dziata w
kwasnym pH, trawi HA do tetrasacharydéw. HYAL2, rowniez aktywna w srodowisku
kwasnym, jest zwigzana z btong komorkowa tacznikiem glikofosfatydyloinozytolowym
(GPI). Wysokoczasteczkowy HA przytacza si¢ do komorek (np. do chondrocytow,
makrofagéw) poprzez HYAL2 i CD44, obecng na komorkach hialadheryne, jest
endocytowany i ciety na fragmenty o masie ok. 20 kDa (50 disacharydowych podjednostek).
Fragmenty te dostajg si¢ do lizosomow, w ktorych dziata HYALI, degradujaca je do
tetrasacharyddw, a nast¢pnie dwie egzoglikozydazy - do monosacharydow. O roli HYAL3 w
degradacji HA w plynie stawowym wiadomo niewiele, ale podobnie jak wyzej opisane moze
dziala¢ wylacznie w kwasnym pH. Chondrocyty i synowiocyty wykazujg takze ekspresje
hialuronidazy aktywnej w neutralnym pH. Ten enzym moze mie¢ istotne znaczenie dla
fizjologii stawow, oboj¢tna hialuronidaza jest bowiem zdolna do aktywnosci w ptynie
stawowym 1 moze by¢ odpowiedzialna za fragmentacje obecnego w nim HA. Poniewaz
niskoczasteczkowy HA ma inne wlasciwosci niz wysokoczgsteczkowy, np. silnie pobudza
angiogeneze 1 produkcje cytokin prozapalnych, moze wigc mie¢ udzial w patogenezie choréb
zapalnych stawow.

Dlatego tez, nastgpnym celem tej pracy byta ocena ekspresji syntaz kwasu

hialuronowego i aktywnosci neutralnej hialuronidazy w supernatancie znad hodowli blon
Lo ]
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maziowych, aby stwierdzi¢ czy HA ulega degradacji w hodowlach bton stymulowanych
cytokinami.

Blony maziowe stawdw kolanowych szczuréw w pozywce hodowlanej nie
zawierajacej surowicy, hodowano na wolnoobrotowej wytrzasarce przez 24h w 5% CO,, w
temperaturze 37°C. Jedna z bton maziowych tego samego dawcy stuzyta jako kontrola, druga
byta stymulowana cytokina.

Eksperymentalne blony maziowe byty stymulowane 10 ng/ml IL-18, 20 ng/ml TNF,
100 ng/ml, IFN-y, 10 ng/ml TGF-81 lub 10 ng/ml IL-4. Po inkubacji blony maziowe
ekstrahowano buforem lizujacym. Stezenie HA w supernatantach znad hodowli i lizatach
blon maziowych bylo oceniane testem ELISA.

Blony maziowe przeznaczone do badania ekspresji HAS byly lizowane zaraz po
wycieciu albo po 12h inkubacji w pozywce kontrolnej. Nastgpnie z bton izolowatam RNA,
wykonywatam odwrotng transkrypcje i przeprowadzatam ilosciowa reakcje fancuchowa
polimerazy DNA (PCR w czasie rzeczywistym), aby oceni¢ ekspresj¢ HAS.

Dtugos¢ tancuchow HA w supernatantach znad hodowli kontrolnych i
eksperymentalnych byta oceniana i pordwnywana po elektroforezie w zelu agarozowym, a
aktywnos$¢ obojetnej hialuronidazy byta oceniana metodg zymografii kwasu hialuronowego.

Srednia zawarto$é HA w lizatach blon maziowych zaraz po wycieciu wynosita 1+0,1
ug/BM Po 24h inkubacji, zawartos¢ HA w lizatach spadata do <0.1 pg/BM.

Zawarto$¢ HA wzrastata natomiast w supernatantach znad hodowli od 2 do 5 razy po 24h
inkubacji. Ten wzrost korelowat ze wzrostem poziomu mRNA dla HAS1 i HAS2 (dwukrotny
wzrost po 12h inkubacji). Jednakze, i tak niski w porownaniu do HAS1 i HAS2, poziom
mRNA dla HAS3, syntazy odpowiadajgcej za synteze niskoczasteczkowego HA, obnizyt si¢
dwukrotnie w tym samym czasie.

Aktywnos¢ obojetnej hialuronidazy nie zostata wykryta w zadnych supernatantach
znad 24h inkubowanych bton maziowych (kontrolnych i eksperymentalnych), nawet gdy
probki supernatantéw byty 10 razy zageszczone. Podobnie rozmiar tancuchow HA, obecnego
w supernatantach znad hodowli byt podobny we wszystkich grupach, kontrolne;j i
eksperymentalnych. Wszedzie dominowal materiat wielkoczasteczkowy.

Natomiast stymulacja bton maziowych cytokinami TNF, IL-18, IFN-y, TGF-B1 lub
IL-4 spowodowatla statystycznie istotny wzrost zawartosci HA w pozywce hodowlanej w
stosunku do niestymulowanej kontroli. Najsilniejszy wzrost spowodowato dziatanie TNF

(ponad 50%) , najnizszy (10%) IFN-y. Zawarto$¢ HA w lizatach blon maziowych, dla grupy
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kontrolnej i wszystkich grup eksperymentalnych byta taka sama i nie przekraczata 2,5%
zawartosci HA w pozywce.

Te wyniki sugeruja, ze rownowaga migdzy zawartoscia HA w btonie maziowej, a
stezeniem HA w plynie stawowym jest zjawiskiem obecnym w stawach maziowych.
Zatrzymywanie HA w blonie maziowej jest spowodowane wigzaniem HA z kolagenem typu
IV obecnym w warstwie podwysciotkowej, innymi hialadherynami, a takze z CD44.
Zawarto$¢ HA w blonie maziowej stawu kolanowego szczura spada z ~1 pug w blonie swiezo
wycietej do <0.1 pg po 24h inkubacji, natomiast stezenie HA w pozywce hodowlanej rosnie
od 0 do 3-5 pg po 24h inkubacji. Ten wynik sugeruje, ze HA zawarty w btonie jest
uwalniany do pozywki w odpowiedzi na zachwiang rownowage miedzy st¢zeniem HA w
btonie maziowej i w otaczajacym ja srodowisku. Wzrost ekspresji HAS1 i HAS2 podczas
inkubacji potwierdza ten wniosek. Zatem nalezy wnosi¢, ze komodrki wysciotki blony
maziowe] zawierajg sensory, ktore wykrywajg zmiany w stezeniu kwasu hialuronowego w
plynie stawowym i aktywujg syntazy HA w odpowiedzi na spadek jego poziomu.

Nastepnie w pracy zatytutlowanej ,, Influence of LPS, TNF, TGF-1 and IL-4 on the
expression of MMPs, TIMPs and selected cytokines in rat synovial membranes
incubated in vitro” (praca nr 4) oceniatam wptyw LPS i wymienionych wyzej cytokin na
ekspresje genow dla metaloproteinaz MMP1a, MMP1b, MMP2, MMP3, MMP9, MMP13,
MMP14, ich tkankowych inhibitorow TIMP1, TIMP2, TIMP3, TIMP4 oraz niektorych
cytokin IL-1p, IL-6, TNF i TGF-B1 w komdrkach bton maziowych hodowanych jako cate
organy.

Odpowiedz makrofagow i fibroblastow pochodzacych ze zdrowych stawow
maziowych na stymulacj¢ cytokinami byta wprawdzie intensywnie badana w hodowlach
komodrkowych, lecz byty to komorki hodowane oddzielnie. Poniewaz obydwa typy
synowiocytéw produkujg metaloproteinazy, ich inhibitory i inne czynniki np. cytokiny, a
zatem wplywajg na siebie wzajemnie, ich wspdlna odpowiedz na stymulacje¢ nie jest prosta
sumg ich osobnych odpowiedzi. Ponadto cytokiny i hormony produkowane przez inne
komorki blony maziowej np. komorki srodbtonka i adipocyty réwniez modyfikujg odpowiedz
synowiocytow.

W tym celu btony maziowe stawdéw kolanowych szczurow inkubowatam z 10 pug/ml
LPS, 20 ng/ml TNF, 10 ng/ml TGF-31 lub 10 ng/ml IL-4 przez 12h w temperaturze 37°C,
5% CO,, na wolnoobrotowej wytrzasarce. W przypadku badania ekspresji genow dla TNF i
IL-6, bfony maziowe inkubowatam dodatkowo przez 1h, 2h i 3h. Jak poprzednio jedna z

bton maziowych tego samego dawcy stuzyta jak kontrola, druga byta stymulowana
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(eksperymentalna). Po zakonczeniu inkubacji z blon maziowych izolowatam catkowite RNA,
przeprowadzatam odwrotng transkrypcje i przeprowadzatam ilosciowa reakcj¢ fancuchowa
polimerazy DNA (PCR w czasie rzeczywistym), aby oceni¢ ekspresj¢ tkankowych
metaloproteinaz, ich inhibitoréw i wybranych cytokin.

Stymulacja blon maziowych LPS spowodowala statystycznie istotny wzrost poziomu
mRNA dla metaloproteinaz MMP1a, MMP1b, MMP3, MMP9, MMP13, MMP14 i ich
tkankowych inhibitoréw TIMP1 and TIMP3, a takze cytokin IL-6, IL-18, TGF-81.
Zahamowana zostata natomiast ekspresja MMP2, TIMP2 i TIMP4. Stymulacja bton
maziowych LPS przez 12h nie wptyn¢ta na ekspresj¢ TNF, ale po 1h inkubacji z LPS poziom
mRNA dla TNF wzrost stukrotnie, po 2h dziesigciokrotnie, a po 3h trzykrotnie w stosunku do
niestymulowanej kontroli.

Dwunastogodzinna stymulacja bton maziowych TNF podwyzszyta poziom mRNA dla
MMP1la, MMP1b, MMP3, MMP9, MMP13, TIMP1, IL-18 mRNA i obnizyla poziom mRNA
dla MMP2, MMP14, TIMP2, TIMP3 i TIMP4. Ekspresja TNF, IL-6 i TGF-81 nie ulegta
zmianie, lecz po 3h inkubacji poziom mRNA dla IL-6 wzrdst osmiokrotnie.

Stymulacja bton maziowych IL-4 obnizyla poziom mRNA dla MMP2, MMP9,
MMP13, MMP14, TIMP1, wszystkich inhibitorow metaloproteinaz, a takze dla IL-18 i TGF-
B1. Natomiast ekspresja MMP1la, MMP1b, MMP3, IL-6 i TNF nie ulegla zmianie.

Stymulacja bton maziowych TGF-81 podwyzszyta poziom mRNA dla TIMP3
i TGF-B1, a obnizyta dla wszystkich badanych metaloproteinaz, TIMP1, TIMP2, TIMP4 i IL-
1B. Natomiast ekspresja IL-6 i TNF pozostata niezmieniona.

W przedstawionych badaniach podj¢tam probe ogolnej charakterystyki odpowiedzi
prawidtowej blony maziowej, traktowanej jako caty organ, na kilka wybranych biologicznie
aktywnych czynnikow. Precyzyjne poréwnanie tej odpowiedzi z danymi dotyczacymi
poszczeg6lnych typdw komorek opisanych przez innych autoréw jest trudne ze wzgledu na
réznice w pochodzeniu komoérek (rozne gatunki), a takze rozne warunki hodowli (czas
obserwacji, dawki stymulujacych czynnikdéw). Ponadto, w przypadku moich badan jest to
odpowiedz bedaca wynikiem aktywnosci wszystkich komorek wchodzacych w sktad btony
maziowej.

Stymulacja btony maziowej zaliczanym do cytokin prozapalnych TNF, skutkowata,
podobnie jak stymulacja LPS, podwyzszeniem ekspresji metaloproteinaz i cytokin
prozapalnych , co prowadzi do rozwoju procesow zapalnych w tkankach. Natomiast
stymulacja bton maziowych cytokinami antyzapalnymi IL-4 i TGF-B1 wyhamowata ekspresje

metaloproteinaz i cytokin prozapalnych.
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Zgodnie z tradycyjnym pogladem blona maziowa i chrzastka stawowa wywodzg si¢ z
roznych prekursorow, lecz ostanie badania wskazuja, ze faczy je wspdlne pochodzenie.
Jeszcze do niedawna dominowat poglad, ze chrzastka stawowa reprezentuje czes¢ modelu
chrzestnego kosci dtugiej, nie ulggajaca procesowi kostnienia. Obecnie uwaza si¢, ze modele
chrzestne sgsiadujgcych kosei dhugich sa oddzielane od siebie komdrkami interzony, ktore
powstajg w wyniku konwersji chondrocytow w komorki niechondrocytarne. W strefie
interzony zachodzi utworzenie jamy stawowej. Temu procesowi towarzyszy intensywna
synteza kwasu hialuronowego, ktory utatwia rozdzielanie tkanek. Ostatnie badania wskazuja,
ze mezenchymalne komorki okotostawowe biorg udzial w utworzeniu interzony, a komorki
interzony roznicuja w komorki chrzastki stawowej i blony maziowej. Temat wsp6lnego
pochodzenia chrzastki stawowej i blony maziowej opisalam w pracy pogladowej
zatytutowanej ,,Formation of synovial joint and articular cartilage” (praca nr 5).

Tematem kolejnej mojej pracy pt. “Influence of cartilage interstitial fluid on the
mRNA levels of matrix proteins, cytokines, metalloproteases and their inhibitors in
synovial membrane” (praca nr 6) byto zbadanie wptywu chrzastki stawowej na ekspresje
genéw dla syntaz kwasu hialuronowego (HAS1 i HAS2), bialek macierzy migdzykomoérkowe;j
(lubrycyny, kolagenu typu I, wersykanu i agrekanu) oraz wybranych cytokin (TNF, IL-1p,
IL-6 i TGF-B1) w komorkach prawidtowej btony maziowej, hodowanej jako caty organ.

Chrzgstka stawowa i blona maziowa wsp6lnie zapewniaja sprawne dziatanie stawow
maziowych. Komorki btony maziowej produkuja HA i lubrycyne, ktore odpowiadajg za
lepkos$¢ ptynu stawowego i smarowanie stawow. Synowiocyty wydzielaja takze czynniki,
ktore indukujg synteze metaloproteinaz w chondrocytach. Ponadto, prawidlowy ptyn stawowy
stymuluje syntez¢ kolagenu typu II i glikozaminoglikanéw w chrzastce stawowej. Mozna
zatem przypuszczaé, ze rOwniez chondrocyty moga wplywac na aktywnos¢ i profil
wydzielniczy komorek btony maziowej. Macierz chrzgstna zawiera faze ptynna, ktdra stanowi
okoto 70% jej objetosci. Zgodnie z teorig smarowania stawow, obcigzanie chrzastki stawowej
podczas ruchu wyciska z chrzgstki okoto 10% tego ptynu o wlasciwosciach smarujacych do
jamy stawowej. Jest zatem prawdopodobne, ze ptyn sSrédmigzszowy chrzgstki (cartilage
interstitial fluid - CIF) wycisnigty z niej podczas obcigzenia zawiera cytokiny produkowane
przez chondrocyty, ktoére wptywaja na aktywnos¢ komoérek btony maziowe;.

Celem tej pracy bylo uzyskanie ptynu srodmiazszowego chrzastki (CIF) z chrzastki
komplekséw stawowo-nasadowych szczura i ocena jego wpltywu na ekspresje HAS1, HAS2,
lubrycyny, kolagenu typu I, wersykanu i agrekanu oraz TNF, IL-1f3, [L-6 i TGF-B1 w

komorkach btony maziowej hodowanej jako caty organ.
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CIF byl wyciskany z kompleksow stawowo-nasadowych chrzastki noworodkow
szczurzych. Chondrocyty izolowane z tej chrzgstki, po wycisnigciu CIF, byty zywe 1 dzielity
si¢ w hodowli. Cytokiny obecne w CIF byly wykrywane testem ELISA. Wptyw CIF i
koktajlu cytokin obecnych w CIF na ekspresje genéw w komorkach btony maziowej po 4h
inkubacji oceniatam ilosciowa reakcjg tancuchowa polimerazy DNA.

CIF zawieratl 2,3+0,2 ng/ml zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow (bFGF),
2,1+0,2 ng/ml insulinopodobnego czynnika wzrostu-1 (IGF-1), 0,5+0,1 ng/ml TGF-B1, 80+29
pg/ml biatka morfogenetycznego kosci 7 (BMP7), 61+15 pg/ml czynnika stymulujgcego
tworzenie kolonii makrofagéw (M-CSF), 235 pg/ml czynnika stymulujacego tworzenie
kolonii granulocytéw (G-CSF) i 24+3 pg/ml czynnika hamujacego biataczke (leukemia
inhibitory factor - LIF). Nie wykryto w CIF obecnosci IL-1p, IL-7, IL-6, IL-10,
ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF), naskérkowego czynnika wzrostu (EGF), TNF,
czynnika stymulujgcego tworzenie kolonii granulocytéw/makrofagéw (GM-CSF), biatka
morfogenetycznego kosci 2 (BMP2), lubrycyny, ani kwasu hialuronowego (HA).

Stymulacja CIF podwyzszyta ekspresj¢ HAS1, HAS2, lubrycyny, kolagenu typu I,
wersykanu, agrekanu, MMP2, MMP3, TIMP1, TIMP2, TIMP3, IL-6 i TGFB1, natomiast
obnizyla ekspresje gendw dla cytokin prozapalnych TNF i IL-1p.

Badania dotyczace wptywu koktajlu cytokin obecnych w CIF na ekspresje genow w
komorkach btony maziowej byty ograniczone do 9 wybranych genéw. Stymulacja koktajlem
cytokin spowodowata, podobnie jak stymulacja CIF, podwyzszenie ekspresji genow dla
HASI, lubrycyny, kolagenu typu I, agrekanu, TIMP1 i TGFB1. Natomiast w przeciwienstwie
do CIF, stymulacja koktajlem cytokin wykrytych w CIF nie zmienita ekspresji genow dla
MMP3 i cytokin prozapalnych TNF i IL-6. Zatem koktajl tylko czgsciowo imitowat efekt
wywierany przez CIF.

Generalnie stymulacja CIF spowodowata podwyzszenie ekspresji badanych genow ze
znamiennym wyjatkiem w postaci cytokin prozapalnych, ktérych ekspresja zostata
wyhamowana. Podobnie, cho¢ stabiej, dziatata stymulacja koktajlem cytokin, ktory réwniez
nie spowodowal podwyzszenia poziomu mRNA dla cytokin prozapalnych.

Wynik ten sugeruje koniecznos$¢ dalszych badan nad sktadem CIF, a takze wskazuje
na to, ze CIF moze przeciwdziala¢ rozwojowi proceséw zapalnych w obrgbie blony
maziowej. Analiza sktadu ptynu $srédmiazszowego chrzastki moze poméc w
scharakteryzowaniu profilu wydzielniczego chondrocytow w ich naturalnym srodowisku, w
fizjologicznych i1 patologicznych warunkach, a takze w zrozumieniu interakcji miedzy

chrzastkg stawowa i blona maziows.
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Poniewaz prawidtowy ptyn stawowy zawiera wyprodukowane przez chondrocyty
czynniki wycisnigte wraz z ptynem $rodmiazszowym chrzastki w trakcie obcigzania stawow
podczas ruchu, celem nastepnej mojej pracy zatytutowanej ,,Influence of IGF1, TGFb1,
bFGF and G-CSF/M-CSF on the mRNA levels of selected matrix proteins, cytokines,
metalloproteinase 3 and TIMP1 in rat synovial membrane cells” (praca nr 7) byta ocena
wplywu poszczegdlnych czynnikow wykrytych w CIF, badanych pojedynczo (bFGF, IGF-1,
TGF-B1) lub w kombinacjach TGF-1/IGF-1, TGF- B1/IGF-1/bFGF, G-CSF/M-CSF) na
ckspresje gendéw dla HASI1, bialek macierzy migdzykomérkowej - lubrycyny, kolagenu typu
I, agrekanu, MMP3, TIMP1, oraz wybranych cytokin - TNF, IL-6 i TGF-1 w komoérkach
organotypowych hodowlach blony maziowe;.

W tym celu blony maziowe byty inkubowane w 5% CO,, w temperaturze 37°C na
wolnoobrotowej wytrzasarce przez 4h. Jedna z blon maziowych tego samego dawcy stuzyta
jako kontrola, druga byta poddawana stymulacji pojedyncza cytoking lub kombinacjg cytokin
w stezeniu odpowiadajacym stezeniu danej cytokiny w CIF (2,5 ng/ml bFGF, 2 ng/ml IGF-1,
0,5 ng/ml TGF-B1, 25 pg/ml G-CSF, 60 pg/ml M-CSF). Po inkubacji izolowatam z bton
maziowych catkowite RNA, przeprowadzatam odwrotng transkrypcje, a ekspresje badanych
genow oceniatam ilosciowa reakcja tancuchowa polimerazy DNA.

Stymulacja blon maziowych TGF-B1/IGF-1/bFGF i TGF-B1/IGF-1 dziatata podobnie i
zwigkszata ekspresje¢ gendw dla HASI, lubrycyny i TGF-B1, a zmniejszata ekspresje genu dla
TNF. Natomiast stymulacja dwoma czynnikami spowodowata dodatkowo zwigkszenie
ckspresji genow dla kolagenu typu I i agrekanu oraz zmniejszyta ekspresje MMP3. Obydwie
kombinacje nie zmienity ekspresji genow dla TIMP1 i IL-6. Wynik ten wskazuje na
wiasciwosci przeciwzapalne tych kombinacji cytokin, ktére podane wspdlnie, w stezeniu
rownym ich st¢zeniu w CIF, pobudzaty lub nie zaburzaty ekspresji genéw dla badanych
biatek macierzy migdzykomorkowej, zwigkszaty ekspresje cytokiny przeciwzapalnej —
TGF-B1, a zmniejszaly ekspresj¢ genu dla cytokiny prozapalnej — TNF, przy czym silniejszy
efekt dawata stymulacja dwoma czynnikami.

Stymulacja TGF-B1 spowodowata jedynie zahamowanie ekspresji genow dla
lubrycyny i MMP3, a stymulacja IGF-1 wyhamowata tylko ekspresje genu dla lubrycyny,
Natomiast stymulacja bFGF spowodowata obnizenie ekspresji genu dla lubrycyny, agrekanu,
MMP3 i TNF. Zatem wptyw stymulacji pojedynczymi cytokinami byt ograniczony do
zaledwie dwoch genow kodujacych biatka macierzy (lubrycyna, agrekan) i MMP3.

Interesujgce jest, ze efekty dziatania pojedynczych cytokin na ekspresje gendéw dla biatek
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macierzy byly odwrotne niz kombinacji tych czynnikow. Zatem wpltyw pojedynczych
czynnikow na ekspresj¢ genow blony maziowej jest inny niz ich kombinacji.

Tylko stymulacja jedna pojedynczo podana cytoking — bFGF, podobnie jak obydwie
kombinacje czynnikéw, wyhamowata ekspresje genu dla cytokiny prozapalnej - TNF.

Stymulacja G-CSF/M-CSF wplynela wylacznie na podwyzszenie ekspresji genu dla
agrekanu. Ograniczony wptyw tej kombinacji czynnikow moze by¢ wynikiem ich niskiego
stezenia w CIF, a tym samym w przeprowadzanym doswiadczeniu.

Badania nad odpowiedzig btony maziowej, jako calego organu, zyskaly nowa
perspektywe z powodu wprowadzenia w leczeniu uszkodzen i przecigzen narzadu ruchu
osocza bogatoptytkowego (intraarticular platelet-rich plasma-PRP) jako stymulatora
chondrogenezy. Czynniki wzrostu uwalniane z ptytek krwi moga wywotywac rozne, trudne
do przewidzenia, reakcje komorek btony maziowej. PRP zawiera TGF-B1, IGF-1 i bFGF, te
same czynniki, ktore sg obecne w CIF; zatem wyniki opisane w tej pracy mogtyby

prawdopodobnie by¢ pomocne w scharakteryzowaniu odpowiedzi blony maziowej na PRP.

Podsumowanie

1. Opracowalam metod¢ pozyskiwania kompletnych blon maziowych ze stawow
kolanowych szczuréw (praca nr 2). Wykazatam, ze metoda jest skuteczna, poniewaz btony
maziowe tego samego dawcy zawieralty podobna ilos¢ IL-1a 1 produkowaly podobng ilos¢ IL-
6, a takze odpowiadaty podobnie na stymulacj¢ LPS, co potwierdzily testy statystyczne.

2. Wykazalam, ze zawarto$¢ HA w lizatach blon maziowych wynosila 1+0,1 pg a po 24h
inkubacji, spadala do <0.1 pg, natomiast wzrastala w supernatantach znad hodowli od 2
do S razy (praca nr 3). Ten wzrost korelowal ze wzrostem poziomu mRNA dla HAST i
HAS2. Uzyskane wyniki sugerujg, ze istnieje rOwnowaga miedzy zawartoscia HA w btonie
maziowej, a stezeniem HA w ptynie stawowym. HA zawarty w btonie jest uwalniany do
pozywki w odpowiedzi na zachwianie tej rOwnowagi.

3. Wykazalam, ze stymulacja blon maziowych TNF, IL-16, IFN-y, TGF-61 i IL-4
spowodowala statystycznie istotny wzrost zawartosci HA w pozywce hodowlanej w
stosunku do niestymulowanej kontroli (praca nr 3). Najsilniejszy wzrost spowodowato
dzialanie TNF (ponad 50%), najnizszy (10%) IFN-y.

4. Wykazalam, ze stymulacja blony maziowej TNF, skutkowala, podobnie jak

stymulacja LPS, podwyzszeniem ekspresji genéw dla metaloproteinaz i cytokin
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prozapalnych. Natomiast stymulacja blon maziowych IL-4 i TGF-f1 wyhamowala
ekspresje¢ metaloproteinaz i cytokin prozapalnych (praca nr 4).

5. Opracowalam metod¢ pozyskiwania Srodmigzszowego plynu chrzastki (CIF) z
kompleksu stawowo-nasadowego chrzastki noworodkéw szczurzych (praca nr 6).

6. Scharakteryzowalam sklad CIF w konteks$cie zawartych w nim cytokin: bFGF, IGF-1,
TGF-f1 BMP7, M-CSF, G-CSF oraz LIF i sporzadzitam koktajl wszystkich cytokin
wykrytych w CIF (praca nr 6).

7. Wykazalam, ze stymulacja CIF spowodowala podwyzszenie ekspresji HAS1, HAS2,
lubrycyny, kolagenu typu I, wersykanu, agrekanu, MMP2, MMP3, TIMP1, TIMP2,
TIMP3, IL-6 i TGFf1, natomiast obnizyla ekspresj¢ genow dla TNF i IL-1p (praca nr
6). Podobnie, cho¢ slabiej, dziatata stymulacja koktajlem cytokin. Wynik ten sugeruje
koniecznos¢ dalszych badan nad sktadem CIF, a takze wskazuje na to, ze CIF moze
przeciwdziala¢ rozwojowi proceséw zapalnych w obrebie blony maziowe;.

8. Wykazalam, ze kombinacje cytokin obecnych w CIF podawanych wspélnie (bFGF,
IGF-1,TGF-B1) regulowaly ekspresj¢ badanych bialek macierzy mi¢gdzykomorkowej,
zwigkszaly ekspresje TGF-B1, oraz zmniejszaly ekspresj¢ TNF (praca nr 7). Wynik ten
wskazuje na wlasciwosci przeciwzapalne tych kombinacji cytokin. Badania nad odpowiedzig
btony maziowej jako organu na stymulacje¢ powyzszymi cytokinami, zyskaly nowe znaczenie
z powodu wprowadzenia w leczeniu uszkodzen i przecigzen narzgdu ruchu osocza
bogatoplytkowego (PRP), ktére zawiera czynniki wzrostu obecne w CIF, jako stymulatora

chondrogenezy.
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Omoéwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych.

Poza powyzszym cyklem prac, stanowiacych podstawe do ubiegania si¢ o stopien
doktora habilitowanego, w mojej pracy badawczej zajmowatam si¢ przede wszystkim
tematyka zwigzang z przeszczepianiem syngenicznych i allogenicznych chondrocytow,
reakcjg biorcow na przeszczepianie chondrocytow i chrzastki, a takze poszukiwaniem
tkankowo-specyficznych antygenéw chondrocytarnych. Badatam réwniez réznice w procesie
odtwarzania kosci przez przeszczepiane syngenicznym biorcom osteoblasty, w zaleznosci od
miejsca ich pochodzenia i warunkéw przeszczepienia. Kolejnym tematem moich prac byto
badanie ekspresji czasteczek chronigcych komorki przed atakiem dopetniacza na
chondrocytach oraz wrazliwosci chondrocytow na lizg przez komorki NK. Osobny rozdziat
moich zainteresowan stanowig badania zwigzane z biologig rozrodu . Uczestniczylam w
badaniach dotyczgcych aktywnosci komorek NK u pacjentek z rakiem jajnika, mastopatia,
migsniakami macicy, a takze w badaniu zmian ekspresji greliny, receptoréw dla greliny,
VEGF A, receptoréw dla VEGF1-3 (vascular endothelial growth factor) u pacjentek z
nawracajgcymi poronieniami. Obecnie zajmuj¢ si¢ badaniem zjawiska metaplazji
nabtonkowo-mezenchymalnej (EMT) w endometriozie. Bralam rowniez udziat w badaniu
ekspresji transporteréw ABC we wczesnym rozwoju zarodkowym myszy, a takze w badaniu
poziomu cytokin w ptynie otrzewnowym niedonoszonych noworodkéw z martwiczym
zapaleniem jelit lub spontaniczng perforacjg jelita. Kontynuuj¢ rowniez badania dotyczace
wplywu $rédmigzszowego ptynu chrzastki i zawartych w nim cytokin na fibroblasty
pochodzace z réznych zrodet. Obecnie moje zainteresowania obejmuja wykrywanie
czynnikéw wzrostu zawartych w niezwapniatej macierzy chrzestnej sasiadujacej z
depozytami wapnia oraz charakterystyke ztogéw wapnia, a takze sposoby modyfikacji
rusztowan z polikaprolaktonu stuzgcych do tworzenia trojwymiarowych przeszczepdw
komorkowych w inzynierii tkankowej. Wieloletnie doswiadczenie w pracy laboratoryjne;j
umozliwito mi swobodne postugiwanie si¢ roznymi technikami badawczymi oraz prawidtowy
wybor stosowanych metod. Przedstawione prace charakteryzuja si¢ réznorodnoscia
stosowanych modeli badawczych - badania in vivo na modelach zwierzgcych, in vitro na
hodowlach komorkowych, a takze na materiale ludzkim. Prace zostaly opublikowane w

recenzowanych czasopismach naukowych.
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Ponizej zamieszczam omdwienie najistotniejszych zagadnien zawartych w
publikacjach, niewchodzacych w sktad cyklu stanowigcego osiaggniecie. Prace zostaty
pogrupowane zgodnie z tematyka poruszanych zagadnien i sg oznaczone numerami nadanymi

w zalgczniku nr 4 pt. Wykaz dorobku naukowego.

Badanie wplywu $srodmiazszowego plynu chrzastki (CIF) na fibroblasty wiezadel
krzyzowych i fibroblasty skory (prace nr I1. A.20i I1.A.21).

Ta cze$¢ mojego dorobku dotyczy badan nad wptywem CIF oraz koktajlu cytokin
obecnych w CIF na ekspresj¢ wybranych genow w fibroblastach izolowanych z wig¢zadet
krzyzowych szczura. Wptyw ten byt porownywany z wptywem CIF na ekspresje genow w
fibroblastach izolowanych ze skory szczura. W obydwoch typach fibroblastow CIF w tym
samym stopniu stymulowat ekspresj¢ HAS2, TIMP1 oraz TGFB1 i hamowat ekspresje
kolgenu typu I, MMP2, TIMP2 oraz IL-1f. Natomiast silniej stymulowat ekspresj¢ HAST1 i
lubrycyny, a silniej hamowat ekspresje wersykanu w fibroblastach wigzadet. W fibroblastach
skory duzo silniej stymulowat ekspresje MMP3. Przeciwstawny efekt CIF wywieral na
ekspresje agrekanu i TIMP3 (stymulacja w fibroblastach wigzadet, hamowanie w
fibroblastach skory) oraz TNF (hamowanie w fibroblastach wigzadel, stymulacja w
fibroblastach skory). Zatem CIF silniej stymulowat ekspresj¢ biatek charakterystycznych dla
chrzastki (agrekan , lubrycyna) w fibroblastach wigzadet i rowniez tylko w nich hamowat
ekspresje cytokiny prozapalnej - TNF. Koktajl cytokin wykrytych w CIF wywieral efekt
podobny cho¢ stabszy niz CIF.

Przeszczepianie chondrocytow i chrzastki

A. Przeszczepianie chrzastki i chondrocytow zebrowych (prace nr (II.A.4 1 II.D.1).

Uczestniczytam w badaniach nad przeszczepianiem chrzastki zebrowej oraz
chondrocytow pochodzacych z tej chrzastki syngenicznym i allogenicznym biorcom.
Przeszczepy syngenicznej i allogenicznej chrzastki zebrowej u nieimmunizowanych myszy
nie rdznity si¢ od chrzastki biorcy, nie byly odrzucane i ulegaly procesowi wapnienia w tym
samym czasie, co chrzastka zebrowa biorcy in situ. Jedynie wokot przeszezepow
allogenicznych zaobserwowano nieliczne komorki nacieku. Staba reakcja biorcow na
przeszczepy allogeniczne chrzastki wynika z jej budowy — jest to tkanka nieunaczyniona,
zwierajaca lezace w jamkach chondrocyty otoczone zwartg macierza pozakomorkowa, ktdra
chroni je przed kontaktem z uktadem odpornosciowym gospodarza. Natomiast wokot

allogenicznych przeszczepow chrzastki u biorcow preimmunizowanych chondrocytami lub

Autoreferat Anna Hyc Strona 18



splenocytami nastapita indukcja odpowiedzi komdrkowej i humoralnej, utworzyty sie
masywne nacieki a proces wapnienia zostat zahamowany (praca I1.D.1).

Kolejne badania dotyczyly wptywu surowicy antytymocytarnej podawanej z
prokarbazyng (ATS-PCH) na odrzucanie chrzastki utworzonej przez przeszczepione
allogeniczne chondrocyty zebrowe u myszy (praca I1.A.4). Chrzastka utworzona przez
allogeniczne chondrocyty u nieleczonych myszy byta niszczona przez naciekajace komorki
biorcy, podczas gdy podanie ATS-PCH zapobiegato procesowi niszczenia przeszczepu,
indukcji odpowiedzi komorkowej i ograniczato w znacznej mierze odpowiedz humoralng
biorcy.

B. Przeszczepianie chondrocytow kompleksu stawowo-nasadowego

1. Porownanie chrzastki utworzonej przez szczurze i mysie syngeniczne chondrocyty
przeszczepiane do watroby, nerki, sledziony, mig¢snia lub hodowane na btonie kosméwkowo-
omoczniowej kurczat (praca II1.A.5). W chrzgstce utworzonej w watrobie zaobserwowano
proces wapnienia rozpoczynajacy si¢ juz po 7 dniach od przeszczepu i wigksze jamki
chrzestne niz w chrzgstkach odtworzonych w pozostatych eksperymentach. Zatem
przypuszczalnie proces hipertrofii chondrocytow jest regulowany przez czynniki
srodowiskowe pochodzace spoza chrzastki.

2. Przeszczepy domigsniowe chondrocytow szczurzych (prace 11.A.10, I1.D.8). Chrzastka
utworzona w migsniu przez przeszczepione chondrocyty syngeniczne szczura nie wykazywata
cech odrzucania, natomiast chrzastka utworzona przez chondrocyty allogeniczne byta
penetrowana przez leukocyty (komorki szeregu monocyt/makrofag, limfocyty B, limfocyty
TCD4" i TCD8"). W miare uplywu czasu wzrastala liczba limfocytéw TCD8" i pojawialy sie
chondrocyty z ekspresja MHC klasy II (praca I1.D.8). U szczuréw preimmunizowanych
chondrocytami allogenicznymi rowniez chrzastka utworzona przez chondrocyty syngeniczne
byta otaczana przez komorki nacieku i czgsciowo resorbowana wskutek indukcji odpowiedzi
humoralnej i komorkowej. Ta obserwacja potwierdzita teorie, ze chondrocyty wykazuja
ckspresje tkankowo swoistych antygenow (praca I1.A.10).

3. Przeszczepy dostawowe chondrocytow (I1.D.2, I1.A.7, I1.A.8, I1.A.9, I1.A.14)

Poniewaz w nastepnych pracach zajmowatam si¢ przeszczepianiem chondrocytéw do
ubytkow w chrzastce stawowej napisatam prace pogladowa o jej budowie i biologicznych
wlasciwosciach (praca nr I1.D.11).

W pracy nr I1.D.2 poréwnywana byta chrzastka odtworzona przez syngeniczne
chondrocyty przeszczepione do migsnia i do ubytkéw w chrzgstce stawowej szczura. W

migsniu w chrzastce obserwowano hipertrofie chondrocytow i wapnienie macierzy po 2
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tygodniach od przeszczepu, a kos¢ zastgpowala catkowicie chrzgstke po 8 tygodniach. W
chrzastce odtworzonej w ubytkach w chrzgstce stawowej proces hipertrofii, wapnienia, a
nastepnie kosciotworzenia zachodzit jedynie w glebokiej warstwie, natomiast chondrocyty
warstwy powierzchniowej nie ulegaly hipertrofii, a macierz wapnieniu. Zatem srodowisko
jamy stawowej prawdopodobnie wptywa hamujgco na hipertrofi¢ chondrocytéw i wapnienie
macierzy chrzestnej.

W pracy nr II.A.7 poréwnywana byta chrzastka odtworzona przez syngeniczne i
allogeniczne chondrocyty przeszczepione do ubytkow w chrzastce stawowej szczura.
Przeszczepy syngeniczne nie ulegaty odrzuceniu, a nowopowstata chrzastka wypetniata
ubytki w chrzastce stawowej i budowa przypominata prawidtowa chrzastke stawowa.
Natomiast w chrzgstce odtworzonej przez allogeniczne chondrocyty obserwowano masywne
nacieki od strony jamy szpikowej i resorpcj¢ macierzy. Zastosowanie cyklosporyny A (CsA)
jedynie czesciowo ograniczyto liczbe komorek nacieku i odpowiedz komorkowa biorcow.

W kolejnej pracy (nr II.A.8) poréwnywany byt wptyw immunosupresji CsA i
kladrybing (2-CdA) na przezycie chrzastki odtworzonej przez allogeniczne chondrocyty w
migsniu i ubytku w chrzastce stawowej szczura. Przeszczepy takie bez zastosowania
immunosupresji byly naciekane przez leukocyty i ulegaly resorpcji. W chrzastce odtworzonej
w miesniu CsA i 2-CdA podawane osobno jedynie czgsciowo, natomiast zastosowane razem
silnie zahamowaty proces tworzenia naciekow oraz systemowg odpowiedz komorkowa i
humoralng biorcow. Wplyw takiej immunosupresji na chrzastk¢ odtworzona przez
allogeniczne chondrocyty w ubytku w chrzgstce powierzchni stawowej byt znacznie
mniejszy. Komorki naciekow byly tu mniej liczne, ale resorpcja macierzy nie zostata
wyhamowana, pomimo, ze intensywnos$¢ naciekow i pobudzenie splenocytow w mieszanej
hodowli splenocytéw z chondrocytami, jak i produkcja przeciwcial byly bardziej intensywne
u biorcow przeszczepodw domiesniowych. Zatem zastosowane leczenie immunosupresyjne
bylo bardziej skuteczne w przypadku silnej reakeji ogdlnosystemowej niz stabszej lecz
lokalne;.

Poniewaz chrzastka odtwarzana w ubytkach w powierzchni stawowej byta naciekana
przez leukocyty od strony jamy szpikowej, w dalszych badaniach w celu zapobiezenia
odrzucaniu, zostata podjeta proba mechanicznego oddzielenia nowopowstajacej chrzastki
odtwarzanej w ubytku w chrzastce stawowej szczura przez allogeniczne chondrocyty od jamy
szpikowej za pomoca cementu kostnego (praca nr II.A.9). Chrzastka odtworzona w ubytku
wystanym masg cementu kostnego byta wolna od nacieku, a uktad odpornosciowy biorcow

pozostal niepobudzony. Jednakze dystrybucja proteoglikanow macierzy w przeszczepie byta
e ]
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zaburzona. Poniewaz takze hodowane in vitro chondrocyty produkowaty mniej
proteoglikanéw, mozna przypuszcza¢, ze czynnik(i) uwalniane z cementu hamowaty ich
produkcje.

W kolejnej pracy (nr II.A.14) poréwnywany byly proces odrzucania chrzastki
odtwarzanej w ubytkach w chrzgstce stawowej szczura przez przeszczepiane chondrocyty
allogeniczne u naiwnych biorcéw z procesem odrzucania chrzastki odtwarzanej przez
syngeniczne chondrocyty u biorcow preimmunizowanych podawanymi domigsniowo
chondrocytami allogenicznymi. W obu eksperymentach proces odrzucania przebiegat
podobnie. Limfocyty CD8" i makrofagi penetrowaly odtwarzang chrzastke, ktéra ulegata
resorpcji, te same komorki obecne byly w btonach maziowych. Poniewaz chrzgstka
odtwarzana przez przeszczepiane chondrocyty syngeniczne u naiwnych biorcéw nie jest
odrzucana, wynik powyzszego doswiadczenia potwierdzit teorig, o ekspresji antygenow
tkankowo swoistych na chondrocytach.

Z uwagi na to, ze przeszczepianie chondrocytéw bylo jednym z gléwnych tematéw
moich badan przez wiele lat (1991-2005) bytam wspétautorem dwoch prac przegladowych
dotyczacych tego zagadnienia (prace nr II.A.11 i I1.D.10).

Antygenowos¢ i immunogennos$¢ chondrocytow

Uczestniczytam rowniez w badaniach nad identytikacjg tkankowo swoistego antygenu
obecnego na chondrocytach (praca nr II.A.12). Za pomocg przeciwcial z surowic uzyskanych
od krolikow immunizowanych chondrocytami szczurzymi wykrywane bylty w ekstrakcie
chondrocytow biatka o masie 74 kDa i 23 kDa. Po redukcji dwumerkaptoetanolem
wykrywane bylo tylko biatko o masie 23 kDa, co wskazuje, ze biatko 23 kDa tworzy
oligomeryczne kompleksy o masie 74 kDa. Poniewaz biatko to nie wystepowato w
ekstraktach fibroblastow, komorek srodbtonka i tymocytow mozna przypuszezaé, ze jest
antygen zwigzany z chondrocytami (chondrocyte-associated antygen CAA).

Celem nastgpnej pracy (nr I1.D.13) bylo porownanie ekspresji CAA i
charakterystycznych dla chrzastki biatek kolagenu typu II i biatka rdzenia agrekanu w
jednowarstwowej i wielowarstwowej hodowli chondrocytéw kompleksu stawowo-
nasadowego szczura. Stwierdzono, ze ekspresja CAA byla $cisle zwigzana z zaleznym od
warunkow hodowli zachowaniem fenotypu chondrocytarnego, co sugeruje ze CAA jest
antygenem swoistym dla chondrocytow.

W kolejnej pracy (nr I1.A.17) antygen chondrocytarny (CAA) zostat zidentyfikowany

jako transblonowe biatko Tmp21 (TMED10) nalezace do rodziny biatek p24. Biatka te
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uczestniczg w transporcie migdzy siateczka srodplazmatyczna i aparatem Golgiego, ale
wystepujg tez w blonie komérkowej. Poniewaz chondrocytarny Tmp21 jest sialylowany (ta
modyfikacja nie zostata opisana w innych tkankach) mozna sadzi¢, ze jest to chondrocytarny
antygen tkankowo-swoisty.

Celem kolejnej pracy (nr I1.A.16) bylo sprawdzenie czy, i w jaki sposéb, klasyczny
fenotyp chondrocytarny jest zwiazany z wrazliwoscig chondrocytow na liz¢ przez komorki
NK (natural Killer cells) Utrata fenotypu chondrocytarnego (ekspresja kolagenu typu II,
agrekanu, synteza glikozaminoglikanow) w hodowli byta skorelowana z utrata wrazliwosci
chondrocytow na lize przez komorki NK. Podobny efekt wystepowat przy supresji
chondrocytarnego fenotypu przez TNF, natomiast stymulacja IGF-1 (czynnikiem promujgcym
synteze bialek charakterystycznych dla chrzastki) powodowata wzrost antychondrocytarne;j
cytotoksycznosci komorek NK. Zatem wrazliwos¢ chondrocytow na lizg przez komorki NK

zalezy od ich chondrocytarnego fenotypu.

Ekspresja czasteczek chronigcych komorke przed atakiem dopelniacza w na

powierzchni chondrocytow (prace nr I1.D.12 i 11.A.13).

Poniewaz w poprzednich badaniach (prace nr I1.A.7, II.A.8) w surowicach naiwnych
szczurow, wykrywane byly przeciwciala reagujace in vitro z syngenicznymi chondrocytami,
lecz nie zaburzajace procesow odtwarzania chrzastki przez przeszczepiane syngeniczne
chondrocyty, zainteresowatam si¢ ekspresjg na chondrocytach czasteczek chronigcych
komorki przed uszkodzeniem spowodowanym aktywacja dopelniacza (CD46, CDS5, CD59).
W pracach poswigconych tym zagadnieniom badalam zmiany w ekspresji powyzszych
czasteczek pod wptywem IL-1B, TNF i IL-4 na chondrocytach izolowanych z ludzkich
stawow skokowych pochodzacych od pacjentow ze stopg konsko-szpotawa. Cytokiny
prozapalne - IL-1B, TNF podwyzszaly ekspresj¢ wszystkich trzech czasteczek zar6wno na
poziomie mRNA jak i bialka, natomiast stymulacja cytoking antyzapalng - IL-4 podwyzszala
wylgcznie ekspresje CD46. Mozna zatem przypuszczad, ze podczas proceséw zapalnych
obejmujacych chrzastke stawowa np. w RA, gdy wysokie jest miano przeciwciat
anychondrocytarnych, i zachodzi aktywacja dopelniacza, prozapalne cytokiny podwyzszajac
poziom ekspresji CD46, CD55 i CD59 przyczyniaja si¢ do ochrony chondrocytéw przed

atakiem dopetniacza.
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Przeszczepianie osteoblastow (prace nr I1.A.1, I11.A.2, I1.A.3)

Uczestniczytam rowniez w badaniach nad poréwnaniem wiasciwosci osteoblastow
pochodzacych z réznych kosci (czaszki, topatki), przeszczepianych w réznych warunkach
(domigsniowo - przeszczepy wolne, lub w zdewitalizowanych kosciach pokrywy czaszki -
przeszczepy podtrzymywane). Osteoblasty topatkowe odtworzyty kos¢ ze znacznie
wiekszymi wysepkami i przestrzeniami szpikowymi niz czaszkowe we wszystkich rodzajach
przeszczepOw. Zardwno osteoblasty topatkowe jak i czaszkowe w przeszczepach wolnych
odtworzyly kos¢ z wysepkami wigkszymi niz w przeszczepach podtrzymywanych. Mogto to
by¢ spowodowane roznymi sitami mechanicznymi dziatajacymi na przeszczepione komorki,
ale tez zdewitalizowane kosci w przeszczepach podtrzymywanych mogty stanowi¢ bariere dla
substancji odzywczych. Zatem zaréwno warunki przeszczepiania jak i pochodzenie

osteoblastow wptywaty na rozmiar\ wysepek kostnych i jamy szpikowe;.

Biologia rozrodu

Osobny rozdziat moich zainteresowan, kontynuowany do dzis, dotyczy biologii
rozrodu. Uczestniczytam w badaniu kilku zagadnien tej dziedziny.

1. _Aktywnos$¢ komoérek NK w prawidtowym cyklu menstruacyjnym., a takze u

pacjentek z mastalgia, zwldéknieniami gruczotu sutkowego, mastopatia.

gruczlakowlokniakiem, guzami jajnika, miesniakami macicy i endometrioza (prace 11.A.6,

I1.D.3, [1.D .4, II. D.5, I1.D.6).

Poniewaz aktywnos$¢ komorek NK moze zapobiega¢ procesowi nowotworzenia, celem
pierwszej pracy byta ocena aktywnosci NK w komérkach krwi obwodowej u pacjentek z
tagodnymi i zlosliwymi guzami jajnika i z migsniakami macicy (praca nr I1.D.3). U
wszystkich badanych pacjentek aktywnos¢ komorek NK byta nizsza niz u kobiet zdrowych,
przy czym najnizsza aktywnos¢ obserwowano u pacjentek ze ztosliwymi zmianami w
jajnikach. Poniewaz zwykle u takich pacjentek podwyzszony jest poziom estrogenéw w
0soczu mozna przypuszczac, ze te hormony odpowiadajg za obnizenie aktywnosci komorek
NK.

Celem kolejnych badan (nr I1.A.6, I1.D.4) bylo sprawdzenie korelacji cytotoksyczne;j
aktywnosci komorek NK w krwi obwodowej w odniesieniu do poziomu estradiolu,
progesteronu, lutropiny, folitropiny i prolaktyny u pacjentek z mastopatia. U wszystkich
pacjentek poziom progesteronu byt obnizony, a wigkszos¢ miata takze obnizony poziom
estradiolu. Aktywno$¢ komorek NK miescita si¢ w normalnym zakresie u wszystkich

pacjentek, ale u pacjentek z niskim i wysokim poziomem estradiolu wystepowal odpowiednio
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nizszy i wyzszy poziom aktywnosci komorek NK. Wynik ten sugeruje, ze prawdopodobnie u
pacjentek z mastopatig estradiol moze posrednio lub bezposrednio wptywaé na
cytotoksycznos¢ komodrek NK. Wysoki poziom estradiolu i niska aktywnos$¢ komorek NK
moze stanowi¢ zwigkszone ryzyko powstania nowotworu.

U pacjentek z endometriozg rowniez wystepowalo znaczne obnizenie aktywnosci
komorek NK niezaleznie od stopnia zaawansowania choroby. Wynik ten sugeruje, ze w
przebiegu endometriozy wystepuja nieprawidtowosci w uktadzie odpornosciowym. Poniewaz
pacjentki z endometrioza poddane leczeniu danazolem miaty prawidlowa aktywnosé NK,
zatem zahamowanie produkcji hormonéw plciowych miato wptyw na naturalng aktywnosé
cytotoksyczng (I1.D.6). Wyniki te potwierdzity badania aktywnosci komérek NK w
prawidtowym cyklu menstruacyjnym zdrowych kobiet, u ktérych obnizenie aktywnosci NK
wystepowato cyklicznie w okresie okotoowulacyjnym, gdy poziom estrogenu jest wysoki.
(ILD.5).

2. Ekspresja greliny i receptora dla greliny w endometrium pacjentek z nawracajacymi

poronieniami.

Poniewaz grelina ulega ekspresji w endometrium i nalezy do modulatorow

angiogenezy, celem pracy (nr II.A.19) bylo poréwnanie poziomu mRNA dla greliny,
receptora dla greliny (GHS-R), naczyniowo-srodbtonkowego czynnika wzrostu A (VEGF A) i
jego receptorow (VEGFR 1-3) w endometrium pacjentek z nawracajacymi poronieniami
(grupa badana) z poziomem mRNA dla tych genéw w endometrium kobiet, ktore urodzity
przynajmniej jedno dziecko (grupa kontrolna). Poziom mRNA dla greliny i VEGF A byt
wyzszy w grupie badanej, zatem mozna przypuszczaé, ze biatka te uczestnicza w patogenezie
nawracajacych poronien. W grupie kontrolnej, ekspresja greliny pozytywnie korelowata z

ckspresja VEGF A i VEGFR 1. W grupie badanej taka korelacja nie wystepowata.
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Podsumowanie dorobku publikacyjnego

Prace jako pierwszy lub korespondencyjny autor - prace oryginalne wchodzace w

sktad osiggnigcia nr 1,2,3,6,7, prace oryginalne niewchodzace w sktad osiggniecia nr I1.A.7,

I1.A.13, I1.LA.20, I1.A.21, 11.D.12, artykuty przegladowe wchodzace w sktad osiagnigcia nr 4,

5, artykut przegladowy niewchodzacy w sktad osiggnigcia nr I1.D.11.

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczba prac Impact Factor  Punktacja
z IF bez IF MNiSW

Oryginalne prace tworcze 9 1 13,695 135

Artykuly przegladowe 1 2 0,524 25

L.gcznie 10 3 14,219 180

Prace opublikowane przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora.

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczba prac  Impact Factor  Punktacja
zIF bez IF MNiSW

Oryginalne prace tworcze 7 7 3,617 67

Prace opublikowane po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczba prac Impact Factor  Punktacja
¢ IF bez IF MNiISW

Oryginalne prace tworcze 17 3 32,408 273

Artykuly przegladowe 3 4 3,384 57

L.gcznie 20 7 35,792 330

Publikacje ogélem

Rodzaj publikacji Liczba prac  Liczba prac  Impact Factor  Punktacja
z IF bez IF MNiSW

Oryginalne prace tworcze 24 10 36,025 340

Artykuly przegladowe 3 4 3.384 57

Lacznie 27 14 39,409 347

1. Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (Web): 172 (bez autocytowan)
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2. Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science (Web): 10

3. Impact factor dla publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego: 8,693
Wykaz opublikowanych prac naukowych oraz informacje o pozostatych osiggnigciach

habilitanta (m.in. dydaktycznych, uzyskanych nagrodach, popularyzacji nauki) zostaty

zamieszczona w zalgczniku nr 4. pt ,,Wykaz dorobku naukowego™.
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