Anna Domaszewska-Szostek

MECHANIZM PROLIFERACJI I ROZNICOWANIA
KERATYNOCYTOW W ZASTOJU LIMFATYCZNYM
KONCZYN DOLNYCH - WPLYW CYTOKIN I CZYNNIKOW
WZROSTU PLYNU TKANKOWEGO/LIMFY

Promotor:

Prof. dr hab. n. med. Waldemar Lech OlszewskKi

Zespol Epigenetyki Czlowieka

INSTYTUT MEDYCYNY DOSWIADCZALNEJ I KLINICZNEJ
IM. M. MOSSAKOWSKIEGO
POLSKIEJ AKADEMII NAUK

Warszawa 2012



Autoreferat

Jedng z czgstszych chorob czlowieka budzaca coraz wigksze zainteresowanie
immunologoéw jest tzw. obrzek limfatyczny konczyn i narzagdow. Wedtug statystyk WHO
liczba chorych z tego rodzaju patologiag wynosi na $§wiecie ok. 300 milionow.

Obrzek limfatyczny konczyn 1 narzagdéw jest objawem  zastoju plynu
miedzykomorkowego (tkankowego) i limfy w tkankach w nastepstwie uszkodzenia naczyn
limfatycznych prowadzacych do regionalnych weztow chtonnych. Do uszkodzenia dochodzi
w bakteryjnych zapaleniach skory i tkanek migkkich, urazach tkanek migkkich i kosci, oraz
po usunigciu lub naswietlaniu weztéw chtonnych w przypadkach nowotwordw.

Uktad limfatyczny, ktérego anatomia to przestrzen mig¢dzykomorkowa, sie¢ naczyn
limfatycznych, narzady limfoidalne oraz rozproszona tkanka chlonna (grudki chlonne),
a takze krazace komoérki odpornosciowe, sprawuje funkcje ,,straznika genetycznego ,,self”
ustroju”. Wszelkie sygnaty obwodowe z tkanek, takie jak wniknigcie i rozpoznanie obcego
antygenu (bakterie, wirusy, grzyby, czastki nieorganiczne, ciata obce), jak i odstonigte wlasne
antygeny tkankowe i komorkowe (uraz, autoagresja) oraz (allo- i ksenogeniczne) antygeny
przeszczepu tkanki czy narzadu powoduja natychmiastowa odpowiedz komorkowo-
humoralng tkanki limfoidalnej. Masa antygenu wnikajacego do naczyn limfatycznych, jego
immunogenno$¢ i oporno$¢ na degradacje odgrywaja role w procesie odpowiedzi ale takze
uszkodzenia i zuzycia uktadu limfatycznego. To ostatnie jest szczegdlnie widoczne w postaci
zaniku we¢zlow chlonnych w starszym wieku. Nastepstwem uszkodzenia naczyn i weztow
chtonnych jest zastd] w krazeniu ptynu tkankowego i limfy, a wigc klinicznie obrzgk oraz
szereg zaburzen funkcji komorkowych drenowanej tkanki. W przypadku skory, w tym
w szczegblnosci  konczyn, dochodzi do zmian funkcjonalnych keratynocytow oraz
fibroblastow. Efektem tego jest hiperkeratoza (hyperkeratosis) i wtoknienie (fibrosis).
Mechanizm przebiegu tych procesoéw in Vivo pozostaje niejasny, poniewaz uczestniczy w nim
wiele wspolzaleznych czynnikow komérkowych 1 humoralnych §rodowiska.

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

Keratynocyty sa gléwnymi komorkami naskorka petnigcego rolg bariery srodowiskowej
oddzielajacej wnetrze ustroju od otoczenia. Bariera ta petni funkcje:

a) mechaniczng - chronigcg przed urazami glgbokich tkanek, b) anty-penetracyjng dla
mikroorganizmoéw oraz c¢) Srodowiskowa dla bakterii kolonizujacych naskoérek, gltownie

mieszki wlosowe oraz gruczoty tojowe i potowe.
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Keratynocyty podlegaja statemu procesowi proliferacji 1 roéznicowania. Sygnaty
regulujace te procesy pochodza ze skory wiasciwej (dermis), w tym z jej komorek
mezenchymalnych, atakze z czynnikow humoralnych dostarczanych do naskorka droga
krwionosng. Innym zroédtem sygnatow jest mechaniczne uszkodzenie struktury naskorka oraz
dziatanie antygenu bakteryjnego, wirusowego lub grzybiczego. Keratynocyty wydzielaja
szereg czynnikoéw wzrostu i cytokin oraz peptydow antybakteryjnych dziatajacych w ukladzie
autokrynnym. Szereg z tych czynnikéw humoralnych dyfunduje do ptynu tkankowego skory
wiasciwej 1 tkanki podskornej, ktory po wptynieciu do naczyn limfatycznych okreslany jest
mianem limfy .

Mechanizm regulacji proliferacji i roznicowania keratynocytow cztowieka jest badany
przede wszystkim w warunkach in vitro, stad to co dzieje si¢ in vivo pod wplywem
czynnikow wzrostu i cytokin jest mato poznane. Wynika to m. in. z ograniczonej wiedzy
dotyczacej rodzaju i liczby czynnikow humoralnych zawartych w ptynie tkankowym skory.
Niewiele wiadomo, w jaki sposob czynniki humoralne dzialaja na komorki 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 ich grupa wplywa specyficznie na proces proliferacji iroéznicowania
keratynocytow. Niewielka jest tez wiedza o tym, w jakich przyzyciowych warunkach komorki
warstwy podstawnej naskorka aktywnie wyrazaja receptory dla cytokin i czynnikow wzrostu.

Wyjasnienie wymienionych zagadnien pozwolitoby na opracowanie metod
pobudzania lub hamowania proliferacji keratynocytéw w warunkach klinicznych, np.
wranach lub hiperkeratozach czy tez w obrzgku limfatycznym, ktérego integralng
komponenta jest nadmierna proliferacja keratynocytoéw. Ponadto, umozliwiloby to
efektywniejsza hodowlg keratynocytéw in vitro dla celow transplantologicznych.

Powstaje zatem pytanie, ktore czynniki wzrostu i1 cytokiny znajdujace si¢ w ptynie
tkankowym/ limfie skory cztowieka, pobudzaja proliferacj¢ 1 roznicowanie keratynocytow,
oraz ktore z komorek proliferujgcych moga naleze¢ do populacji o fenotypie uznanym
obecnie za charakterystyczny dla komoérek macierzystych naskorka. Aby proces ten mogh by¢
obserwowany, niezbedny byl naturalny model. Okazal si¢ nim zast6j ptynu tkankowego/limfy
w skorze 1 tkance podskornej cztowieka (obrzgk limfatyczny, ang. obstructive lymphedema),
ktorego jednym z nastepstw jest nadmierna proliferacja keratynocytow. Przeniesienie procesu
proliferacji irdznicowania keratynocytow do hodowli z =zastosowaniem ptynu
tkankowego/limfy, pozwolitoby na $ledzenie procesu proliferacji iréznicowania oraz na

wyciaggniecie wnioskow o wartosci klinicznej.
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Zastosowatam wiec oryginalng, dotychczas nie publikowang przez innych metode

hodowli izolowanych keratynocytow w ptynie tkankowym/limfie cztowieka, pobieranych ze

skory chorych z zastojem limfatycznym oraz zdrowych wolontariuszy.

Celem badan, stanowigcych przedmiot rozprawy doktorskiej, byta odpowiedz na

pytania:

. Jakie zmiany fenotypowe zachodza w ludzkich keratynocytach z poszczegdlnych

warstw naskorka w czasie hodowli w ptynie tkankowym/limfie?

Czy zawarte w ptynie tkankowym/limfie: interleukina-1p (IL-1B), interleukina-6
(IL-6), czynnik martwicy nowotworu o (TNF-a), czynnik wzrostu keratynocytow
(KGF) oraz czynnik wzrostu nowotworu 3 (TGF-B) maja wptyw na proliferacje
I réznicowanie keratynocytow?

Jaki wptyw ma ptyn tkankowy/limfa na ekspresj¢ markeréw dla tzw. komorek
macierzystych naskorka (p63 1 CD29) ?

Jak ptyn tkankowy/limfa wplywa na ekspresj¢ markeréw proliferacji (Ki67,
PCNA), markeréw aktywacji (cytokeratyna 6, cytokeratyna 16, cytokeratyna 17)
i markeré6w réznicowania (Ccytokeratyna 1, cytokeratyna 10, cytokeratyna 14,

filagryna, inwolukryna) keratynocytow?

Badania moje wykazaty, ze:

1.

Przyrost catkowitej liczby keratynocytow w hodowli w ptynie tkankowym/limfie
byl wyzszy w poréwnaniu do hodowli w medium kontrolnym.

Po hodowli keratynocytoéw izolowanych ze skory podudzia w plynie
tkankowym/limfie obserwowano wyzszy odsetek dzielacych si¢ keratynocytow
oraz komorek z warstwy podstawnej, a takze mniej komoérek zroéznicowanych
z warstwy podstawnej w poréwnaniu do hodowli w medium kontrolnym.

Odsetek keratynocytow wyrazajacych markery charakteryzujace tzw. komorki
macierzyste naskorka: p63 i CD29, a takze markery proliferacji: PCNA i Ki67 byt
Znacznie wyzszy po hodowli w plynie tkankowym/limfie w poréwnaniu do
hodowli w medium.

Po neutralizacji IL-1p, IL-6, TNF-a oraz KGF w plynie tkankowym/limfie, a takze
zablokowaniu receptorow dla tych cytokin i czynnikow wzrostu na
keratynocytach, obserwowano spadek odsetka dzielagcych sie komorek i wzrost

procenta komorek zréznicowanych. Blokowanie TGF-f i jego receptorow nie
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miato statystycznie znamiennego wpltywu na podzialy 1roéznicowanie
keratynocytow.

5. Po hodowli w ptynie tkankowym/limfie stwierdzono wzrost odsetka
aktywowanych keratynocytow wyrazajacych: cytokeratyne 6, cytokeratyn¢ 16
oraz cytokeratyne 17.

6. Ekspresja biatek charakteryzujacych dojrzate keratynocyty, takich jak:
cytokeratyna 10, cytokeratyna 14, filagryna oraz inwolukryna byta nizsza po

hodowli w ptynie tkankowym/limfie.

Uzyskane wyniki pozwalajg wyciagna¢ nastepujace wnioski:

1. Plyn tkankowy/limfa zwigkszaty proliferacje keratynocytow.

2. Cytokinami i czynnikami wzrostu odpowiedzialnymi za podwyzszong proliferacje
keratynocytow oraz ograniczenie procesu ich réznicowania byty: IL-1B, IL-6, TNF-a
i KGF. Ich neutralizacja oraz blokowanie receptoréw na keratynocytach potwierdzity
te obserwacj¢. TGF-f nie wykazywatl takich wiasciwosci.

3. Zwigkszonej proliferacji towarzyszyta podwyzszona ekspresja markeréw komorek
macierzystych naskorka: p63 i CD209.

4. Zwigkszona proliferacja/aktywacja byla wyrazona przez podwyzszong ekspresje
markeréw (Ki67, PCNA, cytokeratyna 6, cytokeratyna 16 i cytokeratyna 17)
I zmniejszong ekspresje markerow roznicowania (Cytokeratyna 10, cytokeratyna 14,
filagryna i inwolukryna).

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 gtdéwnie dziataniem samych
cytokin/czynnikéw wzrostu.

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

procesu rozrostu keratynocytow U cztowieka.
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