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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW / LIST OF ABBREVIATIONS

ISC Komorki macierzyste jelita (ang. Intestinal Stem Cells)
EGF Naskorkowy czynnik wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor)

APUD  Komorki neuroendokrynne przewodu pokarmowego (ang. Amine Precursor Uptake
and Decarboxylation)

DNES  Rozproszony uktad neuroendokrynny (ang. Diffuse Neuroendocrine System)

TJ Potgczenia Sciste lub zamykajgce (ang. Tight junctions / Occluding junctions)
Al Polaczenia zwierajace lub przylegania (ang. Adherens ;Aanchoring Jjunctions )
GJ Potaczenia komunikacyjne lub jonowo-metaboliczne (ang. Gap junctions)

JAM Czasteczka adhezyjna potaczen (ang. Junctional Adhesion Molecule)

Z0 Biatka ZO (ang. zonula occludens)

ZA Obwodka przylegania / obwodka zwierajaca (Zonula adherens / zonulae adherentes)
MD Plamka zwierajaca / desmosom (ang. Macula adherens / Desmosome)

CAMs Czasteczki adhezji komorkowej (ang. Cell Adhesion Molecules)

E-kadheryna Kadheryna nabtonkowa (and. Epithelial cadherin)

Dsg Desmogleina (ang. Desmoglein)

Dsc Desmokolina (ang. Desmocollin)
Cx Koneksyna (ang. Connexin)
HD Hemidesmosom (HD; ang. Hemidesmosomes)

FA Przyczep ogniskowy (ang. Focal adhesion)

FC Ognisko przylegania (ang. Focal contact)

CNI Inhibitor kalcyneuryny (ang. Calcineurin inhibitor)

mMTOR ssaczy cel rapamycyny (ang. Mammalian Target Of Rapamycin)
CsA Cyklosporyna A (ang. Cyclosporine A)

EGF  Naskorkowy Czynnik Wzrostu (ang. Epidermal Growth Factor)

IMPDH Inhibitory dehydrogenazy monofosforanu inozyny (ang. Inosine-5'-monophosphate
dehydrogenase inhibitors)

MMF  Mykofenolan mofetylu (ang. Mycophenolate mofetil)

TAC  Takrolimus (ang. Tacrolimus)

H-E Hematoksylina-eozyna (ang. Hematoxylin-eosin)

PBS Sdl fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. Phosphate buffered saline)
TBS Sol fizjologiczna buforowana tris (ang. Tris buffered saline)

TRIS  Trisaminometan (ang. tris(hydroxymethyl)aminomethane)



IHC Immunohistochemia (ang. Immunohistochemistry)
CRG  Cyklosporyna + Rapamycyna + Glikokortykosteroid (prednizon)
TRG Takrolimus + Rapamycyna + Glikokortykosteroid (prednizon)



1  Wstep

W ostatnich latach wzrasta liczba pacjentéw przyjmujgcych leki immunosupresyjne, nie
tylko po przeszczepieniu narzadow, ale tez w celu leczenia autoimmunologicznych chordb
zapalnych, jak reumatoidalne zapalenie stawdw, toczen rumieniowaty uktadowy, nieswoiste
choroby zapalne jelit, uktadowe zapalenie naczyn [1,2,3]. Oprocz wymaganego i oczekiwanego
efektu leczenia, stosowanie immunosupresji uposledza uktad immunologiczny, zwigkszajgc
czesto ryzyko wystapienia infekcji, nowotwordw ztosliwych, chorob uktadu krazenia czy
zahamowania czynno$ci szpiku kostnego [4].

Gtowng rolg immunosupresantow przyjmowanych przez pacjentow jest obnizenie
odpornosci organizmu jako dzialanie prewencyjne, zapobiegajace odrzuceniu przeszczepionego
narzadu. Maja one natomiast wiele udokumentowanych skutkéw ubocznych, w tym dziatanie
nefrotoksyczne [5,6], czy hepatotoksyczne [7,8,9].

Jednym ze skutkow immunoterapii jest indukcja szlaku zewnatrzpochodnego apoptozy,
czyli w mysl definicji - zaprogramowanej i kontrolowanej genetycznie $mierci komorki.
Apoptoza jest procesem fizjologicznym i stanowi podstawe wielu proceséw, miedzy innymi
odnowy populacji komorek, jest tez istotnie wazna podczas rozwoju embrionalnego, w tym
procesu organogenezy, ale takze w pOzniejszych stadiach rozwoju organizmu
[9]. Zaburzenia procesu apoptozy komorek stanowig podtoze stanéw patologicznych i moga by¢
sciSle zwigzane z przewlekla dysfunkcja narzadow 1 / lub przyczyniaja si¢ do zmian
morfologicznych [9].

Dane dotyczace wptywu lekdw immunosupresyjnych na morfologi¢ wielu narzadow,
a takze na apoptoze s3 ogodlnie dostgpne. Niewiele jednak wiadomo o efekcie wlaczenia
schematow lekowych immunosupresji na integralno$¢ bariery nabtonkowej jelita, zwlaszcza
cienkiego, gdzie nastgpuje kontynuacja procesow trawienia oraz wchtanianie sktadnikow
pokarmowych. Ponadto, uktad jelitowy jest jednym z wigkszych skupien rozproszonej tkanki
limfoidalnej, zwigzanej z blong Sluzowsa jelita GALT (GALT ang. Gut-Associated Lymphoid
Tissue) [10], ktory obejmuje grudki chtonne izolowane oraz kepki Peyera, limfocyty B, T
w  Dblonie $luzowej oraz limfocyty  $rodnabtonkowe.  Skutki  immunosupresji
na uklad jelitowy mogg obejmowaé¢ m.in. uposledzenie funkcji regeneracyjnej, uposledzenie

odpowiedzi immunologicznej oraz zmniejszenie integralnosci blony §luzowej [11].

1.1 Budowa morfologiczna jelita

Na uktad jelitowy sktadajg sig¢ jelito cienkie, ktore anatomicznie dzieli si¢ na trzy odcinki:

dwunastnica, jelito czcze i jelito krete oraz jelito grube, ktore dzieli si¢ na czeSci, jak katnica
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(obejmujaca zastawke kretniczo-katniczg 1 wyrostek robaczkowy), okreznica i odbytnica.

Ogolny schemat budowy $ciany, w kazdym odcinku jelita, jest podobny i obejmuje btone
Sluzowa, blone podsluzowsa, blone migsniowa. Najwigksze zroznicowanie dotyczy morfologii
btony §luzowe;.

Najbardziej wewnetrzng blong jest btona §luzowa, na ktora sklada sie nabtonek
jednowarstwowy walcowaty, blaszka wiasciwa btony $luzowej oraz blaszka migsniowa btony
Sluzowej. Ta ostatnia utworzona jest przez dwie warstwy komorek migsniowych gladkich —
wewngetrznej okreznej 1 zewngtrznej podiuznej, oddzielajace blon¢ Sluzowa od podsluzowe;.
Btona pods$luzowa zbudowana jest z tkanki tacznej wiasciwej, bogatej we wiokna kolagenowe
oraz mniej liczne widkna elastyczne. Najbardziej zewngtrzng btong jest blona migsniowa,
otoczona od zewnatrz blong surowiczg badz przydanka, w zaleznosci od lokalizacji wewnatrz-
lub pozaotrzewnowej jelita. Btong mie$niowg tworza miegsnie gladkie, ulozone w zewngtrzng
warstwe podtuzng i wewnetrzng warstwe okrezng, pomigdzy ktorymi znajdujg sie ciata komorek

zwojowych i pnie nerwowe splotu Auerbacha [12].

Rycina 1. Sciana jelita cienkiego (materiatl wiasny). Zielona strzatka — blona $luzowa;
pomaranczowa strzatka — kosmek jelitowy; zotta strzatka — blaszka wiasciwa btony Sluzowej
z kryptami jelitowymi; strzatka czerwona — btona podsluzowa; strzatka biala — blona migsniowa.

W jelicie istniejg regionalne roznice, w przedstawionym powyzej, schemacie budowy
Sciany jelita. W jelicie cienkim, w celu zwigkszenia powierzchni wchtaniania, tworzone sa fatdy

okrgzne zaré6wno blony §luzowej, jak 1 podsluzowej, a btona §luzowa pokrywajaca je zawiera
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liczne kosmki jelitowe, natomiast blaszka wtasciwa - krypty jelitowe. W blonie podsluzowe;j
dwunastnicy wystepuja dodatkowo gruczoty cewkowo-pecherzykowe (Brunnera). W jelicie
grubym brak jest faldow okreznych oraz kosmkéw jelitowych, na catej dtugosci btony sluzowe;j

wystepujg bardzo dobrze rozbudowane krypty jelitowe [13].

1.1.1 Nablonek

Nablonek pokrywajacy btone Sluzows jelita cienkiego, postrzegany jako jej fizyczna
bariera ochronna, to nabtonek jednowarstwowy walcowaty, zbudowany z komorek regulujacych
wchtanianie sktadnikow odzywczych i1 ptynow. Komorki tego nablonka syntetyzuja i uwalniaja
szereg substancji biologicznie czynnych i przeciwbakteryjnych [14].

Glownag populacje komorek stanowig enterocyty z licznymi mikrokosmkami,
uktadajacymi si¢ w rabek prazkowany. Pomigdzy enterocytami wystepuja komorki kubkowe
oraz dendrytyczne komorki M. W nablonku tym obecne sg rowniez srddnabtonkowe limfocyty T
gamma / delta (Ryc.2). W dolnych partiach krypt jelitowych wystepuja ponadto komorki
macierzyste, komorki Panetha oraz komorki enteroendokrynne, uwalniajgce hormony tkankowe

[15].

Rycina 2. Nabtonek kosmka jelitowego (materiat wlasny). Pomaranczowa strzatka — enterocyt;
zielona strzatka — rabek prazkowany; niebieska strzatka — komorka kubkowa; czerwona strzatka

— limfocyt $rodnabtonkowy

Enterocyty stanowig najliczniejsza (80 do 90% komorek nabtonka) populacje komorek,
a ze wzgledu na swa funkcje, zwane tez komoérkami absorpcyjnymi. Sg to wysoko

wyspecjalizowane komorki ksztaltu walcowatego, z jadrem potozonym blizej podstawy
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komorki. Ich cytoplazma wyposazona jest w organelle wewnatrzkomorkowe, takie jak aparat
Golgiego, mitochondria, lizosomy i siateczka $rodplazmatyczna, a w apikalnej czgsci komorki
wystepuja liczne pecherzyki pinocytarne. Apikalna powierzchnia enterocyta wyposazona jest
natomiast w rgbek prazkowany, utworzony przez $cisle upakowane, zwykle tej samej wysokosci
mikrokosmki, a kazdy enterocyt zawiera ich okoto 3000. Mikrokosmki zanurzone sg w grubej
warstwie glikokaliksu, ktory zawiera bialka zwigzane z blong oraz enzymy uczestniczace
w koncowych procesach trawienia niektorych czasteczek. Mikrokosmki, wraz z kosmkami
jelitowymi oraz faldami okreznymi, znacznie zwigkszajg powierzchni¢ wchtaniania [15].

Walcowatego ksztattu komorki kubkowe sg rozproszone pomiedzy enterocytami, a ich
liczba wzrasta w kierunku dystalnym. Sag to $rodnabtonkowe gruczoty jednokomorkowe,
produkujace i wydzielajace $luz. Wykazuja charakterystyczng morfologi¢. Czg$¢ szczytowa
komorki jest silnie rozszerzona (ksztalt kielicha), a na jej apikalnej powierzchni wystepuja
nieliczne i nieregularne pod wzgledem wielkosci i ksztattu mikrokosmki. Cz¢$¢ podstawna jest
natomiast silnie zw¢zona i spoczywa na btonie podstawnej. W cytoplazmie tej czeSci komorki
zlokalizowane jest silnie sptaszczone jadro i inne organelle komoérkowe, jak siateczka
srodplazmatyczna, wolne rybosomy, aparat Golgiego, mitochondria, lizosomy. W rozszerzonej
czesci komorki obecne sg licznie zgromadzone pecherzyki wydzielnicze, wypeknione $luzem /
glikoproteinami [16]. Sluz stanowiacy zawarto$é¢ tych pecherzykow zostaje uwolniony
na powierzchni¢ nabtonka blony Sluzowej jelita, tworzac gruba wysciotke §luzowa. Bierze ona
udziat w tworzeniu bariery S$luzowej 1 odgrywa wazna rol¢ w ochronie nabtonka
[17]. Sluz ten tworza wydzielnicza mucyna 2 (MUC2), woda oraz sole nieorganiczne. Ponadto,
powierzchni¢ apikalng pokrywa glikokaliks, w ktorym ,,zanurzone s3” transbtonowe mucyny, jak
MUCL1 i MUC3, MUC12, MUC13 i MUC17 [16]. W jelicie cienkim $luz i peptydy / biatka
antybakteryjne petnia fizyczng role ochronna, a takze tworzg ,,zaporg” ograniczajacg interakcje
z drobnoustrojami, zmniejszajac liczbe bakterii, ktore moga dotrze¢ do komorek nablonka
[18,16].

Komorki M rd6znig si¢ morfologicznie oraz czynnoSciowo od enterocytow, a ich
prekursorami, podobnie jak enterocytow, sa komorki macierzyste zlokalizowane w kryptach
jelitowych [19]. Wystepuja w nabtonku jelita cienkiego, wyrostka robaczkowego, katnicy,
okre¢znicy 1 odbytnicy, pokrywajacym grudki chlonne skupione
i samotne. Po raz pierwszy zidentyfikowano je w nabtonku wyrostka robaczkowego kroélika,
w 1965 roku [20]. Dzigki obecnosci mikrofatldow na powierzchni apikalnej nazwano je od
nazwy angielskiej komorkami M (ang. Microfold cells). Komorki te sa wyspecjalizowanymi
komorkami do ciggltego pobierania i przenoszenia ze $wiatla jelita patogenéw i drobnoustrojow,

droga transcytozy przez nabtonek do tkanki limfoidalne; - GALT; inicjujac obrone



immunologiczng btony S$luzowej jelita [21]. Komodrki M nablonka jelitowego uwaza si¢
za unikalne i nie powinno si¢ ich postrzega¢ jako klasycznych komorek dendrytycznych
prezentujacych antygen, ale jako komoérki dostarczajace antygen, wykorzystujac
wyspecjalizowane  mechanizmy,  umozliwiajagce  transcytoze.  Anatomia  komorek
M jest optymalna do wychwytywania inwazyjnych drobnoustrojow tam, gdzie stanowig one
najwicksze zagrozenie. Przy deficycie komorek M, z braku skutecznego monitorowania
antygenow w $wietle jelita, odpowiedz immunologiczna blony Sluzowej bytaby zdecydowanie
ostabiona [22].

Limfocyty T gamma / delta (Ty8) rezydujace W nablonku jelita, nalezg do subpopulacji
limfocytow T, ktore stanowig od 1 do 5% wszystkich krazacych limfocytow [23]. Jak
wspomniano powyzej, zwane s3 tez limfocytami $rodnablonkowymi (yo intraepithelial
lymphocytes) [24]. Ich obecnos¢ pomigdzy komérkami nabtonka stanowi pierwsza lini¢ obrony

przed antygenami srodowiskowymi [25,26].

1.1.2 Komérki krypt jelitowych

Komorki macierzyste jelita (ISC; Intestinal Stem Cells) zlokalizowane sg w dolnej czesci
krypt jelitowych, a do ich identyfikacji wykorzystuje si¢ Wiasciwosci tych komorek oraz ich
specyficzne markery powierzchniowe. Komorki te okresla si¢ mianem walcowate komorki
Lgr5+ dolnej czesci krypt, ze wzgledu na ich lokalizacj¢ oraz swoistg ekspresje receptora Lgr5
(bogaty w leucyne receptor 5 sprzezony z biatkiem G). Jest on receptorem dla R-spondyny,
biatka odgrywajacego wazng rolg w proliferacji, roznicowaniu i $mierci komorek [27]. Dzigki
licznym podziatom mitotycznym ISC (komoérki Lgr5+ pozostaja w ciaglym cyklu i dziela si¢
srednio co 21 1 pot godziny) powstajg komodrki progenitorowe, ktore rdznicujg si¢ w komorki
krypt oraz komorki nabtonka kosmkéw, utrzymujac ich homeostaze. Komorki nabtonka ulegaja
bowiem odbudowie co 3-5 dni [28], dlatego konieczne jest zachowanie rownowagi pomigdzy
proliferacja a roznicowaniem komorek, w celu utrzymania wilasciwych proporcji pomigdzy

wszystkimi typami komoérek zréznicowanych [29].
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Komoérki macierzyste leza wcisnigte pomiedzy komorkami Panetha, ktore uwalniaja
szereg czynnikow, stymulujacych proliferacje i ich utrzymanie. Naleza do nich mi¢dzy innymi
naskorkowy czynnik wzrostu (EGF; Epidermal Growth Factor), ktory jest niezbednym
czynnikiem proliferacji komorek macierzystych, czy Wnt - biatka, odgrywajacego rolg
w regulacji ekspresji Lgr w komorkach macierzystych [30].

Piramidalnego ksztattu komorki Panetha zlokalizowane sg w poblizu dna oraz w dnie
krypt jelitowych jelita cienkiego i stanowig od 3 do 7% komorek nabtonka [31]. Charakteryzuja
si¢  obecnoscia  kwasochlonnych  ziarnisto$ci, produktéow  sekrecyjnych  komorek,
w ktorych obecne sg bialka antybakteryjne, jak lizozym, biatka z grupy defensyn oraz kryptydyn
[32]. Komorki te odgrywaja bardzo wazna rolg w utrzymaniu homeostazy immunologicznej, jak
regulacja sktadu mikrobiomu jelita, obrona przed patogenami jelitowymi [33]. Ponadto, komorki
Panetha wspieraja funkcj¢ komodrek macierzystych nabtonka krypt, stanowiac wazny element
niszy komorek macierzystych [34]. Badania ostatnich lat wskazaly, ze w warunkach
patologicznych, jak uszkodzenie nablonka jelitowego, komodrki Panetha moga ulec
odroznicowaniu 1 naby¢ cech charakterystycznych dla komorek macierzystych, zdolnych
do proliferacji. Plastyczno$¢ komorek Panetha, pozwala tym komoérkom na udziat w procesach

regeneracji jelita [35].
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Rycina 3. Komoérki Panetha w dnie krypty jelitowej

Komorki enteroendokrynne s3 rozproszone w przewodzie pokarmowym, a w jelicie
cienkim stanowig okoto 1% populacji komorek nabtonkowych [36].
Nie sa widoczne w mikroskopie §wietlnym w preparatach przegladowych (H-E), ale mozna
je uwidoczni¢ po zastosowaniu metod immunohistochemicznych, z wykorzystaniem przeciwciat
skierowanych przeciw produktom sekrecyjnym tych komorek. Stad, ich nazwy pochodzg
najczesciej od pierwszej litery hormonu przez nie produkowanego (komoérki S — sekretyna;
komoérki Mo — motylina; komoérki N — neurotensyna; komorki D - somatostatyna).
W transmisyjnym mikroskopie elektronowym widoczne sa w tkance poddanej dziataniu soli
chromu lub srebra. Podobnie jak inne komoérki nabtonka, wywodza si¢ one z jelitowych komorek
macierzystych, zlokalizowanych w dnie krypt jelitowych. Naleza w przewadze do ,typu
otwartego” komorek enteroendokrynnych, nie maja kontaktu ze $wiattem jelita i nie
sg aktywowane przez bodzce pochodzenia zewnetrznego. Sa to komorki ksztattu piramidalnego,
na wolnej powierzchni zawierajace mikrokosmki, natomiast w czesci przypodstawnej liczne
ziarna wydzielnicze. Na powierzchni apikalnej ekspresji podlegaja receptory, dzigki ktorym
komorki rozpoznajg sktadniki odzywceze i metabolity, a w odpowiedzi na te bodzce wydzielaja
hormony tkankowe oddzialywania parakrynnego, endokrynnego lub nerwowego
[37]. Komorki enteroendokrynne zaliczane sa do duzej grupy komorek uktadu APUD (ang.
Amine Precursor Uptake and Decarboxylation), rozsianych po calym organizmie, stad tez ich
inna nomenklatura — DNES (ang. Diffuse Neuroendocrine System). Komorki enteroendokrynne
produkuja co najmniej 20 ré6znych hormonow peptydowych, a ich ekspresja wykazuje lokalne
i regionalne roznice na catej dlugosci przewodu pokarmowego, co podkresla znaczng ich
heterogennos¢ [38]. Komorki enteroendokrynne spetniajg bardzo wazng role w przewodzie

pokarmowym. Poprzez produkcje i uwalnianie hormonéw jelitowych, odgrywaja kluczowsg rolg
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w kontroli funkcji jelit, koordynacji trawienia i wchtaniania pokarmu, regulujg roéwniez
motoryke jelit [39].
Pomimo obecnosci roznych typow komorek, gtowng funkcja krypt jelitowych jest ciggla

produkcja i odnowa komorek nabtonkowych btony sluzowej jelita.

1.1.3 Blaszka wlasciwa blony $luzowej

Powierzchnia btony §luzowej kazdego odcinka jelita cienkiego, formuje palczaste
struktury zwane kosmkami jelitowymi, ktoére - jak wspomniane powyzej — zwigkszajg
powierzchni¢ wchlaniania. Zrab kosmkoéw jelitowych tworzy tkanka taczna luzna, z licznymi
elementami tkanki limfoidalnej rozproszonej, ktéra jest tkanka blaszki wlasciwej blony
Sluzowej. Wystepuja tu pojedyncze miocyty gladkie, naczynia wtosowate, a w centrum kosmka
znajduje si¢ naczynie limfatyczne. Pomigdzy kosmkami znajduja si¢ ujscia gruczotow
jelitowych, zwanych tez kryptami jelitowymi (Lieberkithna), obecnymi w blaszce wiasciwej
blony Sluzowej. Zrab blaszki wlasciwej buduje tkanka tgczna luzna oraz limfoidalna z grudkami
chlonnymi izolowanymi lub skupionymi (ke¢pki Peyera), obecnymi w jelicie kretym. Krypty
jelitowe, oprocz komoérek obecnych w nablonku pokrywajacym — enterocyty, komorki kubkowe,
zawierajg jeszcze inne komorki, w tym komorki macierzyste. Blone $luzowa od podsluzowej
oddziela blaszka migéniowa blony $luzowej, utworzona z dwodch cienkich poktadow komorek

miegsniowych gladkich, o przebiegu okreznym (wewngtrzna) 1 podtuznym (zewngtrzna).

1.1.4 Blona podsluzowa, mi¢sniowa i surowicza

Zragb blony podsluzowej tworzy tkanka taczna zwarta, z agregatami komorek
thuszczowych, a jak wspomniano powyzej, w dwunastnicy wystgpuja gruczoty cewkowo-
pecherzykowe zwane gruczotami Brunnera. Gruczoty te produkuja $luz o odczynie zasadowym,
zoboje¢tniajacym tre$¢ pokarmowa, przesuwang z czesci odzwiernikowej zotadka [40].

Btona mig$niowa jest dobrze rozwini¢ta 1 zbudowana z dwdch warstw miesni gladkich —
warstwy wewngtrzne] o przebiegu okreznym 1 warstwy zewnetrznej miesni o przebiegu
podtuznym.

Blona surowicza jest wyscielona nabtonkiem jednowarstwowym plaskim (mezotelium),
pokrywa od zewnatrz $ciang jelita cienkiego, potozonego wewnatrzotrzewnowo.

Podstawowg funkcjg jelita cienkiego jest przeprowadzenie procesu wchianiania oraz
pasazu strawionego pokarmu do dalszych odcinkéw przewodu pokarmowego. Cechy
morfologiczne, jak obecno$¢ licznych naczyn krwiono$nych oraz limfatycznych, umozliwiaja

aktywny transport rozpuszczalnych zwigzkow do krazenia, lipidow natomiast bezposrednio
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do naczyn limfatycznych. Unerwienie S$ciany jelita cienkiego oraz obecnos¢ komorek

enteroendokrynnych uktadu DNES, reguluja perystaltyke, umozliwiajac pasaz pokarmu [40].

1.2  Polaczenia pomi¢edzy komérkami nablonka jelitowego

Nabtonek jednowarstwowy walcowaty z rgbkiem prazkowanym, wyscietajacy btone
sluzowa jelita, stanowi barier¢ oddzielajagca zawarto$¢ jego $wiatta od lezacych ponizej tkanek
[41,42].

Strukturalna sp6jnos$¢ nabtonka oraz jego wilasciwosci barierowe utrzymywane sa przez
przyleganie do siebie komorek nablonkowych, uszczelniajace przestrzen miedzykomorkowa
oraz ich przylaczanie do btony podstawnej. Komoérki nabtonka jelitowego tworza kompleksy
polaczen migedzykomorkowych, ktore obejmujg: polaczenia Sciste lub zamykajace (TJ - Tight
junctions / Occluding junctions), potaczenia zwierajace lub przylegania (AJ - Adherens
junction): obwodka zwierajgca, desmosom i hemidesmosom 0raz potaczenia komunikacyjne lub

jonowo-metaboliczne (GJ - Gap junctions) [41,43].

1.2.1 Polaczenia zamykajace lub $ciste (TJ - Tight junctions; Occluding junctions)

Za tworzenie i utrzymanie nieprzepuszczalnej bariery odpowiedzialne sg potaczenia
zamykajace tworzone poprzez fuzje biatek integralnych bton komorkowych na szczytowo-
bocznych powierzchniach dwoch sasiadujacych ze sobg enterocytéw, obejmujac caty obwod,
tworzac tzw. obwodke zamykajgca (zonula occludens). Potaczenia Sciste nie sg widoczne
w mikroskopie $wietlnym ani ich budowa nie uwidacznia si¢ w mikroskopie elektronowym
transmisyjnym. Dopiero zastosowanie mikroskopii elektronowej z wykorzystaniem metody
zamrazania i famania pozwolito na uwidocznienie ztozonej trojwymiarowej struktury potaczenia.
W tworzeniu potgczenia zamykajacego uczestniczg kompleksy biatek przezbtonowych - okludyn
1 klaudyn, nalezacych do grupy biatek adhezyjnych zwanych kadherynami
[43,44].

Dodatkowo, w stabilizacji tego potgczenia wspotuczestniczg jeszcze inne bialka,
jak czgsteczka adhezyjna potgczen (JAM; Junctional Adhesion Molecule), biatka ZO (zonula
occludens) [45]. Okludyny i klaudyny tworza kompleksy klaudyna-klaudyna i okludyna-
okludyna pomigdzy sasiadujacymi ze sobg komodrkami, uktadajgce si¢ w trzy pasma [46]. Biatka
JAM, nalezagce do nadrodziny immunoglobulin, dzigki domenom zewnatrzkomorkowym
posredniczg w adhezji komorka-komorka. Ich domeny cytoplazmatyczne 1acza si¢ natomiast
z zestawem czasteczek adaptorowych, ZO-1, ZO-2 i ZO-3. Biatka zonula occludens (ZO-1, 2

1 3), dziataja jako mostki taczace integralne biatka btonowe z filamentami aktynowymi
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(F aktyng) cytoszkieletu enterocytow [47,48].

Dzigki swojej zlozonej strukturze, potaczenia zamykajace przyczyniajg —si¢
do uszczelnienia bariery nablonkowej, zapewniaja wlasciwg funkcje blony komodrkowe;j,
uniemozliwiajgc przemieszczanie si¢ biatek btonowych. Regulujg tez procesy proliferacji oraz

migracji komorek.

1.2.2 Polaczenia zwierajace (AJ; adherent/anchoring junctions)

Potaczenia zwierajace inicjuja i1 utrzymuja adhezje pomigdzy komodrkami sgsiadujacymi
ze sobg, wykorzystujac biatka, ktore wigzg si¢ z cytoszkieletem komorki, utrzymujac jego
organizacje, stanowig tez ,,centrum” sygnalizacji komorkowej i regulacji transkrypcji gendéw
[49]. Wyrdznia si¢ dwa typy potaczen zwierajacych komoérka-komorka, zlokalizowane na ich
powierzchni lateralnej:

Q) Obwodka przylegania / obwodka zwierajaca (ZA; zonula adherens / zonulae

adherentes), ktorej biatka wchodza w interakcje z filamentami aktynowymi;
(i)  Plamka zwierajagca / desmosom (MD; macula adherens / desmosome), gdzie
biatka wchodza w interakcje z filamentami po$rednimi.

W nabtonku jelitowym obwodka zwierajaca lezy bezposrednio pod obwodka zamykajaca,
a w tym typie potaczenia adhezj¢ zapewniajg transblonowe biatka, znane jako czasteczki adhezji
komorkowej (CAMs: cell adhesion molecules). W tworzeniu potaczen zwierajacych uczestnicza
kadheryny, ktorych aktywno$¢ zalezna jest od jonow wapnia (Ca®"). Ze wzgledu
na wystepowanie, kadheryn¢ t¢ okre$la si¢ mianem nabtonkowej: E-kadheryna (Epithelial
cadherin). Czasteczka kadheryny zbudowana jest z domeny wewnatrzkomérkowej,
wewnatrzbtonowej oraz z 5. powtarzajacych si¢ domen pozakomoérkowych. Te domeny wigzg si¢
z domenami pozakomorkowymi E-kadheryny sasiadujacej komorki [47]. Domena
cytoplazmatyczna E-kadheryny taczy si¢ natomiast z biatkami cytoplazmatycznymi — a-katening
i B-katening, tworzac trdjsktadnikowy kompleks, przy czym o-katenina taczy ten kompleks
z F-aktyna filamentow aktynowych [13,47]. Dodatkowo, a-katenina rekrutuje inne jeszcze biatka
wigzace aktyng w tym potaczeniu takie, jak winkulina, a-aktynina, formina 1 i afadyna [50].
To mechaniczne potgczenie wzmacniane jest dodatkowo przez nektyne, transbtonowg, Ca2*-
niezalezng immunoglobulino-podobng CAM. Nektyna, poprzez afadyne wigzaca a-katening oraz
Z0O-1, przylacza si¢ rowniez do filamentow aktynowych [51,47].

Plamka zwierajaca / desmosom jest potaczeniem o ksztalcie zblizonym do dysku, czgsto
przyrownywane do ,,spawu punktowego”, ktory aczy si¢ z identyczng strukturg na powierzchni
boczne] sasiadujagce komorki. Nie tworzy zatem pasma wokol komorki nablonkowe;.

W tworzeniu potaczen typu desmosom uczestnicza podobnie, jak w AJ, transblonowe biatka
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nalezgce do kadheryn, sa jednak wigksze i wykazujg jednak cechy roznigce je od klasycznych
kadheryn [52]. Wystepuja dwie podklasy kadheryn desmosomalnych, desmogleina (Dsgs; ang.
desmoglein) oraz desmokolina (Dscs; ang. desmocollin), z ktérych obie s3 niezb¢dne dla
prawidtowej struktury i funkcji desmosomow [53].

Zaréwno desmogleina, jak i desmokolina podobnie, jak inne kadheryny, zawierajg pigc
powtorzen pozakomoérkowych domen kadheryn. Domeny cytoplazmatyczne desmogleiny
i desmoplakiny tacza si¢ z biatkami plakoglobing i plakofiling, biatkami podobnymi do katenin.
Plakoglobina wigze si¢ bezposrednio z Dsg i Dsc, co stabilizuje je w btonie komorkowej,
desmoplakina natomiast wigze si¢ z biatkami filamentow posrednich keratynowych
(cytokeratynowych; tonofilamentéw). Z kolei plakofilina, reguluje sit¢ odziatywan pomigdzy
desmoplaking a filamentami po$rednimi. Obecno$¢ w desmosomach filamentéw keratynowych
nadaje wytrzymalo$¢ mechaniczng, stad polaczenia typu desmosom zapewniaja trwate

przyleganie komorek i tym samym utrzymuja integralno$¢ nabtonka [47,53].

1.2.3 Polaczenia komunikacyjne lub jonowo-metaboliczne (GJ - Gap junctions, nexuses)

Potaczenia komunikacyjne s3 jedynymi strukturami pomiedzy komoérkami
nabtonkowymi, nie uczestniczacymi w ich potgczeniu, ale ktoérych funkcja jest umozliwienie
bezposredniej selektywnej wymiany jondw 1 czasteczek o malej masie oraz ulatwienie
wzajemnego kontaktowania si¢ komorek pomiedzy sobg. Polgczenia te majg kluczowe znaczenie
dla koordynacji funkcji komoérek, umozliwiajac synchroniczng odpowiedz na ligand [54].
Potaczenia szczelinowe sa przy udziale przezbtonowych biatek nalezacych do rodziny koneksyn
(Cxs; connexins), a w komorkach cztowieka ekspresji podlega 21 réznych koneksyn, przy czym
kazda jest kodowana przez inny gen. Najlepiej zbadang, ze wzgledu na jej powszechng ekspresje
w wielu typach komoérek, w tym nabtonkowych, jest koneksyna-43 (Cx43) [55,56]. Koneksyny
polaczen komunikacyjnych, tworza kompleksy o heksagonalnym uktadzie zwane koneksonami,
a kazdy z nich zawiera hydrofilowy por o $rednicy 1,5 nm. Koneskony btony komoérkowe;j jedne;j
komorki nablonkowej, tacza si¢ z koneksonami btony komorki przylegajacej, zatem kazde takie
potaczenie utworzone jest przez 12 podjednostek koneksyn. Kazde z polaczen typu neksus
sktada si¢ z bardzo wielu dziesiatek badz setek par koneksonow [55].

Komorki nabtonkowe przytaczaja si¢ do blony podstawnej i elementéw substancji
migdzykomorkowej (tkanki tacznej, lezacej ponizej nabtonka), dzigki potaczeniom zwierajacym,
co jest niezbedne dla zapewnienia morfologicznej integralnosci i funkcji wielu tkanek [57].
Funkcje t¢ petnig hemidesmosomy (HD; ang. Hemidesmosomes) oraz przyczepy ogniskowe (FA;
ang. Focal adhesion) lub ogniska przylegania (FC; ang. Focal contact), obecne przy powierzchni

przypodstawnej btony komoérkowej. Hemidesmosomy jednowarstwowego nabtonka jelitowego
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zaliczane sg typu 11, gdzie biatkami transbtonowymi sg integryna a6p4 i plektyna [58]. Integryna
a6p4, gtowne biatko tego polaczenia, zapoczatkowuje tworzenie hemidesmosomu, poprzez
interakcje z plektyna, taczaca si¢ z cytoplazmatycznymi filamentami keratynowymi [59].
Od strony blony podstawnej, integryna a6p4 wigze si¢ z lamininami, gtownie z lamining-332
oraz z kolagenem typu 1V [60,61,62].

Przyczepy ogniskowe sa bardziej liczne niz desmosomy i podobnie jak te ostatnie
zawierajg transblonowe integryny, ktore tacza dlugie wiazki filamentow aktynowych, tzw. stress
fibers komoérki nablonkowej do btony podstawnej [63]. Integryny tworzace to potgczenie
skupiaja si¢ w obszarach, gdzie tworzy si¢ polaczenie. Od strony cytoplazmatycznej wchodza
w interakcje z biatkami wigzacymi aktyne - o-aktynina, winkulina, talina, paksylina oraz
z innymi biatkami, jak kinaza ogniskowo-adhezyjna (ang. focal adhesion kinase) lub kinaza
tyrozynowa (ang. tyrosine Kkinase). Od strony pozakomorkowej integryny wigzg si¢
z glikoproteinami substancji mi¢dzykomoérkowej, glownie z lamining i fibronektyna.
FA dzialaja zar6wno jako mechanoreceptory, jak i miejsca przenoszenia naciskow. Wyczuwaja
i reaguja zarowno na oddzialywanie wewnetrzne, jak i zewnatrzkomorkowe, a takze odgrywaja
wazng role w wielu procesach komodrkowych, ktére sg stymulowane przez mechanotransdukcje,
w tym adhezj¢ komorek, spolaryzowang migracje i roznicowanie [64].

Potaczenia ZA 1 MD, jako kontakt adhezyjny, utrzymuje mechaniczng integralnosé
bariery nabtonkowej [65]. Zaburzenia w ekspresji biatek, tworzacych wszystkie typy potaczen
pomiedzy komorkami nabtonka jelitowego, uposledzaja funkcje komorek nabtonkowych jelit
i prowadzi¢ moga do zmiany przepuszczalnosci bariery jelitowej [65].

Istnieje coraz wiecej dowoddéw na to, ze wzrost przepuszczalnosci jelit odgrywa role
patogenng w wielu chorobach [13]. Udokumentowano znaczenie potaczen zamykajacych
pomiedzy komoérkami nablonka w chorobach wywolywanych przez rézne patogeny [66,67],
szczegllnie podczas przewleklych stadiow zakazenia matpim i ludzkim wirusem niedoboru
odpornos$ci (SIV / HIV) [68]. Dotyczg one tez choréb o podtozu immunologicznym takich, jak
choroba zapalna jelit (IBD) [69], czy celiakia [70].

W nieswoistym zapaleniu jelit zwigkszona przepuszczalnos¢ jelit z powodu wadliwego
TJ, ktora przyczynia si¢ miedzy innymi do biegunki [71]. Pomimo licznych badan, podstawowe
mechanizmy patofizjologiczne sg nadal niejasne. W przypadku zakazenia SIV / HIV, jako
zwigzek przyczynowy z przewlekly aktywacja immunologiczng zwigzang z postepem choroby
zaproponowano translokacje produktow drobnoustrojowych z przewodu pokarmowego
do krazenia wrotnego i ogolnoustrojowego [72]. Translokacja drobnoustrojow jest wynikiem
serii zdarzen immunopatologicznych w btonie $luzowej przewodu pokarmowego, w tym

wczesnego 1 cigzkiego ubytku limfocytow T CD4; hiperaktywacja immunologiczna btony
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Sluzowej; uszkodzenie bariery nablonkowe;j jelit z apoptoza enterocytow i przerwaniem TJ oraz
ostabieniem jakos$ci mikrobiomu jelitowego [72]. Ponadto, wznowiono zainteresowanie rola
przepuszczalnos$ci jelitowej 1 TJ w patogenezie toksycznosci jelitowej, indukowanej
chemioterapig [73]. Jak wspomniano wcze$niej, skutki immunoterapii mogg obejmowaé

zaburzenia integralnosci nabtonka jelitowego, poprzez upo$ledzenie potaczen zamykajgcych

[74].

1.3 Leki immunosupresyjne

Osoby po przeszczepieniu ukrwionego narzgdu migzszowego, W celu utrzymania graftu,
ratowania i przedtuzenia zycia, zostajg poddane przewlektemu leczeniu z wykorzystaniem lekow
immunosupresyjnych.

Definiujac immunosupresj¢ méwimy o stosowanych lekach lub schematach ich
podawania, ktore zmniejszaja aktywnos¢ uktadu odpornosciowego. Dlatego, celowo indukowana
immunosupresja jest wykonywana w celu zapobiegania odrzuceniu przez organizm
przeszczepionego narzadu [75].

Dodatkowo, jest ona stosowana do leczenia choroby przeszczep przeciw gospodarzowi,
po przeszczepieniu szpiku kostnego lub do leczenia chordéb autoimmunologicznych takich,
jak toczen rumieniowaty ukladowy, reumatoidalne zapalenie stawow, zespol Sjogrena lub
choroba Crohna. Zwykle odbywa si¢ to za pomoca lekow, ale moze obejmowac zabieg
(splenektomi¢), plazmafereze¢ lub radioterapig [76].

Historycznie, poczatkowo procedure przeszczepienia przeprowadzano
bez immunosupresji. Z uwagi na brak farmakoterpii koficzyly si¢ one niepowodzeniem. Dopiero
w 1954 r. dokonano pierwszego udanego przeszczepienia migdzy bliznigtami jednojajowymi.
Wtedy to dowiedziono wczesniejszej koncepcji istotnego znaczenia odpowiedzi
immunologicznej, w odpowiedzi na alloprzeszczep. Wykazano przede wszystkim, Ze pacjenci
umierajacy z powodu niewydolno$ci nerek moga zosta¢ przywrdceni do normalnego zycia
po udanym przeszczepieniu narzadu. Na poczatku lat 60. w farmakoterapii immunosupresji
stosowano 6-merkaptopuryng, a nastgpnie pokrewny jej zwigzek, azatiopryne [77].

Wprowadzenie tych lekéw umozliwito, z niskim odsetkiem powodzenia, przeszczepienia
narzadowe od nieidentycznych dawcow. Wkrotce potem, przez prawie 2 dekady, schemat
immunosupresyjny obejmowal kombinacj¢ dwoch lekow - azatiopryny z prednizonem oraz
stosowanie wysokich dawek steroidow. W polowie lat 60. zaczeto stosowaé preparaty
poliklonalnych  przeciwciat antylimfocytarnych (surowica antylimfocytowa, globulina

antylimfocytowa 1 globulina antytymocytarna), ktore wykazywaty przydatno$¢ w zapobieganiu
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i hamowaniu odrzucania przeszczepu, co doprowadzito do ich stosowania od tego czasu. Pod
koniec lat 70. odkryto, ze cyklosporyna jest silnym i skutecznym lekiem immunosupresyjnym.
Szybko zastgpita lub tez zostalta dodana do poprzednich schematéw farmakologicznych,
pozostajac podstawa schematéw immunosupresyjnych. Opracowano nastgpnie 1 zastosowano
w transplantacji leki, m.in. takrolimus, mykofenolan mofetylu, mykofenolan sodu, sirolimus

i ewerolimus, ktore sg stosowane do dzis$ (rycina 1) [78].

6-merkaptopuryna
Lata 60'(poczatek) .
Azatiopryna
Surowica antylimfocytowa

Lata 60° Azt 0 dni
[” polowa} SIORNIES ant“imfmowa

l Globulina antytymocytarna

Koniec lat 70" Wprowadzenie
Cyklosporyny

|

Takrolimus, Mykofenolan

Lata 90" Mofetylu, Mykofenolan
Sodu, Sirolimus i
Ewerolimus

Schemat 2. Schemat przedstawiajacy historyczne ujgcie  wprowadzania  lekow

immunosupresyjnych w terapii pacjentow po przeszczepieniu nerki.

Farmakologiczne s$rodki immunosupresyjne, zaliczane do jednej z klas lekow
stosowanych u pacjentdw wymagajacych immunosupresji, dzialaja poprzez hamowanie
uwalniania cytokin lub hamowanie cyklu komérkowego.

Wséréd  lekow  immunosupresyjnych ~ wyrdznia  si¢  nastepujace  grupy:
(i) glikokortykosteroidy, w tym prednizon; (ii) inhibitory kalcyneuryny (CNI) takie,
jak cyklosporyna i takrolimus; (iii) inhibitory rapamycyny (mTOR inhibitory), w tym sirolimus
(rapamycyna); (iv) inhibitory enzymu dehydrogenazy monofosforanu inozyny (inhibitory
IMDH) takie, jak mykofenolan mofetylu [79,80].

1.3.1 Inhibitory kalcyneuryny (CNI)

Do inhibitoréw kalcyneuryny naleza dwa dostepne leki cyklosporyna A (CsA)
i takrolimus (Tac). Dziatanie cyklosporyny A opiera si¢ na jej silnym dziataniu

immunomodulujagcym 1 immunosupresyjnym, polegajagcym na blokowaniu aktywacji
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limfocytow, szczegdlnie limfocytow T. W cytozolu limfocytéw, CsA wigze si¢ z biatkiem
cyklofiling (zwanym réwniez immunofiling), a powstanie tego kompleksu skutkuje wigzaniem
I hamowaniem aktywnosci kalcyneuryny, fosfatazy zaleznej od jonow wapnia i hamuje jej
aktywnos$¢. Zahamowanie aktywnosci kalcyneuryny blokuje transkrypcje genow dla cytokin,
w tym IL-2, co zapobiega proliferacji limfocytoéw T, a takze uniemozliwia tym komoérkom
przeprowadzenie odpowiedzi immunologicznej. Dodatkowo, CsA poprzez oddziatywanie
na mitochondria i hamowanie uwalniania cytochromu C, przyspiesza proces apoptozy tych
komorek [81].

Takrolimus natomiast, wywiera swoje dziatanie immunosupresyjne poprzez wigzanie si¢
z cytozolowym biatkiem receptorowym wigzacym takrolimus 12 (FKBP12 ; ang. FK506 binding
protein 12), nalezacym do rodziny immunofilin. Powstaty kompleks wigze si¢ z kalcyneuryna,
hamujac jej aktywno$¢ enzymatyczng i zapobiega aktywacji i proliferacji limfocytéw T, poprzez
zablokowanie ekspresji i transkrypcji genéw dla wybranych cytokin, m.in. IL-2 [82,81].

Wykazano réwniez, ze inhibitory kalcyneuryny nie tylko hamuja produkcj¢ cytokin przez
limfocyty T CD4+, ale takze zapobiegaja rdéznicowaniu si¢ naiwnych komorek T (CD4+)
w komorki pamigci immunologicznej, produkujace cytokiny [83].

Odkrycie inhibitorow kalcyneuryny i wiaczenie ich w schematy leczenia
immunosupresyjnego, znaczaco poprawito komfort zycia pacjentéw, po przeszczepieniu narzadu
litego. Takrolimus okazat si¢ by¢ lekiem o dziataniu 100-krotnie silniejszym, niz cyklosporyna,
a przede wszystkim skutecznie zmniejszajacym mozliwos¢ ostrego odrzucania komorkowego,

czy odrzucania steroidoopornego [84,85].

1.3.2 Inhibitory rapamycyny (mTOR inhibitory)

Rapamycyna (sirolimus) jest naturalnym antybiotykiem, ktéremu przypisuje si¢
wilasciwosci  antyproliferacyjne, antynowotworowe i immunosupresyjne [86]. Kinaza
serynowo/treoninowa mTOR, tzw. ssaczy cel rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin
kinase) uczestniczy w regulacji proliferacji komoérek. Do tej grupy lekoéw zalicza si¢ rowniez
ewerolimus, ze strukturalnym podobienstwem do takrolimusu. Immunosupresyjny mechanizm
dziatania inhibitoréw rapamycyny oparty jest na zdolno$ci wigzania si¢ z cytozolowym biatkiem
regulatorowym FKBP12. Utworzony kompleks FKBP12-RAPA przylacza si¢ do domeny
wigzace] kinazy mTOR (ang. FRB: FKBP12-rapamycin binding domain), hamujac ssaczy cel
kompleksu rapamycyny, uniemozliwiajac przytaczanie si¢ substratow. W szlak mTOR wiaczone
sg dwa kompleksy: (i) kompleks 1 kinazy mTOR (mTORC1) oraz (ii) kompleks 2 kinazy mTOR
(MTORC2) (ang. mammalian targed of rapamycin complex 1 and complex 2). Przez

wytworzenie kompleksow z kinazag mTOR blokowane sa sygnaty odpowiedzialne za aktywacje
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limfocytow T, hamujgc w ten sposob proliferacje tych komorek, indukowang przez I1L-2 i I1L-15.
Takze wytworzone kompleksy sirolimus / ewerolimus z FKBP-12 hamuja aktywno$¢ kinazy
mTOR, blokujac cykl komérkowy w fazie G1, uniemozliwiajac przejscie komorek z fazy G1
do fazy S. Zarowno inhibitory rapamycyny, jak i kalcyneuryny wigzg si¢ z tym samym biatkiem

regulatorowym, a ich dziatanie oparte jest synergii [86,87].

1.3.3 Antymetabolity: Inhibitory dehydrogenazy monofosforanu inozyny
(IMPDH;IMDH)) Inhibitory IMDH

Glownym przedstawicielem tej grupy lekow jest mykofenolan mofetylu (MMF), ktory
jest prolekiem, a jego aktywnym metabolitem jest kwas mykofenolowy (MPA), MMF blokuje
de novo syntez¢ nukleotydow guanozyny, droga odwracalnego blokowania dehydrogenazy
inozyno-5'-monofosforanu (IMPDH), ktore sa niezbednymi substratami do syntezy DNA i RNA
[88,76]. Proces ten przeprowadzany jest preferencyjnie w limfocytach B i T, hamujac ich
proliferacj¢, poprzez zatrzymanie fazy Gl cyklu komodrkowego, jako wynik hamowania
aktywnosci cykliny D3, sktadnika kinazy zaleznej od cyklin (CDK, ang. cyclin-dependent
kinase), a takze jej inhibitora [88,89,90].

Ograniczanie wlasciwos$ci proliferacyjnych limfocytow B 1 T powoduje brak zdolnosci
tych komorek do przeprowadzenia odpowiedzi immunologicznej typu humoralnego, jak
i komorkowego. Ponadto, MMF wykorzystuje jeszcze inne mechanizmy zapobiegajace
odrzucaniu przeszczepu. Kwas mykofenolowy, aktywny metabolit MMF moze kierowac
aktywowane limfocyty T na droge apoptozy, tym samym zmniejszajac ich populacje.
Dodatkowo, hamuje réwniez glikozylacje 1 ekspresj¢ czasteczek adhezyjnych oraz rekrutacje
limfocytow i monocytow w miejsca zapalenia [91].

Od dawna uwaza si¢, ze MMF ze wzgledu na swoje wlasciwosci immunosupresyjne,
przedstawia udoskonalong terapi¢ immunosupresyjng po przeszczepieniu nerki i innych
narzgdow migzszowych. Nie wykazuje toksycznego dziatania na watrobe¢ lub nerki, nie wchodzi
tez w istotne interakcje z innymi powszechnie stosowanymi lekami. Dzigki swym
wilasciwosciom, wiaczony zostal w schematy leko6w immunosupresyjnych w transplantologii

klinicznej oraz leczeniu chordb o podtozu autoimmunologicznym [92,93].

1.3.4 Glikokortykosteroidy

Glikokortykoidy byly od dawna stosowane jako leki pierwszego rzutu u pacjentow
po przeszczepianiu narzadow litych, do celow terapii indukcyjnej w momencie przeszczepu,
jak rowniez jako terapia podtrzymujaca, w celu zapobiegania ostrego odrzucaniu graftu.

Glikokortykosteroidy charakteryzuja si¢ silnym dziataniem przeciwzapalnym, a ich dziatanie
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immunosupresyjne wynika z oddziatywania na komorki uktadu immunologicznego. Odbywa si¢
to poprzez interakcje z komoérkami dendrytycznymi prezentujacymi antygen, modulujac
transkrypcje IL-1, zmniejszajac liczbg krazacych limfocytoéw T CD4+ i hamujac zalezng od IL-1
aktywacje limfocytow [81,94]. Wykazuja réwniez zdolnos¢ do kierowania na droge apoptozy
limfocytow, co prowadzi do limfocytotoksycznos$ci, hamuja takze odpowiedzi alloimunologiczne
[82].

W ostatnich dekadach w USA i Europie protokoty immunosupresji obejmowaty gtownie
kombinacje wyzej wymienionych lekéw immunosupresyjnych, z roéznymi schematami
dawkowania kortykosteroidow lub bez nich. Badania kliniczne wykazaty jednak, ze oprocz
pozadanego efektu, stosowanie lekow immunosupresyjnych niesie ze sobg pewne ryzyko
wystapienia dziatan niepozadanych. Dlatego poszukuje si¢ i wprowadza si¢ do terapii pacjentow
nowsze generacje lekow immunosupresyjnych, ktore wywoluja mniej dziatan niepozadanych,
Cco zmniejszyloby zarowno zachorowalno$¢, jak i $miertelno$¢ oraz zwigkszylo mozliwosci

modyfikacji indywidualnej immunosupresji [95].

2  Cel pracy

Celem niniejszej pracy byta ocena wptywu przewleklego podawania szczurom lekow
immunosupresyjnych z grupy inhibitorow kalcyneuryny — cyklosporyny i takrolimusu,
skojarzonych z rapamycyng i glikokortykostertoidem, na morfologi¢ i funkcj¢ btony Sluzowe;j

jelita cienkiego.

Powyzszy cel zostal zrealizowany poprzez:
1. Ocen¢ morfologiczng blony Sluzowej, ze szczegdlnym uwzglednieniem nabtonka
kosmkow jelitowych;
2. Oceng histomorfometryczng parametréw nabtonka kosmkow jelitowych;
3. lTlosciowa analize cyfrowa dotyczaca:
(i) Oceny procesu apoptozy komorek nabtonkowych kosmkow;
(if) Immunoekspresji biatek potaczen pomiedzy komorkami nabtonkowymi kosmka;

(iii) Zawartosci wiokien kolagenowych typu | w kosmkach jelitowych.

3 Material i metody

Badania przeprowadzone zostaly na materiale archiwalnym, przechowywanym w Klinice

Nefrologii, Transplantologii 1 Choréb Wewnetrznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
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w Szczecinie, w postaci bloczkow parafinowych z zatopionymi fragmentami jelita cienkiego.
Material pobrano od dojrzatych plciowo samcow szczurow (14. tygodniowych) podczas
doswiadczenia, przeprowadzonego wczesniej [6]. Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode
Lokalnej Komisji ~ Bioetycznej do spraw  Doswiadczeh  na  Zwierzetach

w Szczecinie nr 06/08 z dn.04.02.2008 oraz nr 24/08 z dn.24.11.2008r. [6].

3.1 Przeprowadzenie doswiadczenia

Do przeprowadzenia wyzej wymienionego doswiadczenia wykorzystano 18 samcow
szczuréw szczepu Wistar, pochodzgcych z licencjonowanej hodowli Instytutu Medycyny Pracy
im. prof. J. Nofera w Lodzi. Dla kazdego ze zwierzat zatagczono potwierdzenie pochodzenia
na podstawie badan DNA oraz $wiadectwo zdrowia, wystawione przez lekarza weterynarii.
Szczury przebywaly w zwierzetarni Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie,
W pomieszczeniach o temperaturze 22+2 °C oraz wilgotnosci powietrza ok. 55%, w systemie
24h /24h. Codziennie podawano im wodg¢ do picia ad libitum oraz karmiono granulowang pasza
laboratoryjng LSM. Odnotowano réwniez ilo§¢ dobowego spozycia paszy, a dane te postuzyty
do ustalenia dawki podawanych lekow immunosupresyjnych, w przeliczeniu na mas¢ ciata
zwierzat. Przed rozpoczeciem doswiadczenia, wszystkie szczury zwazono, a nastgpnie
podzielono na grupy — grupe kontrolng i 2 grupy doswiadczane, po 6 osobnikow w kazdej
grupie. W doswiadczeniu wykorzystano farmaceutyczne postaci lekow immunosupresyjnych,
ktore podawane byly per 0s o stalej porze dnia, w postaci kulek uformowanych z pieczywa
1 stosowanych lekow. Zwierzeta z grupy kontrolnej otrzymywaly kulki, uformowane tylko
Z pieczywa.

Do aktualnych badan wykorzystano jelita zwierzat z grupy kontrolnej oraz z dwoch grup
doswiadczalnych, w ktéorych zwierzetom podawano panele ztozone z trzech lekow
immunosupresyjnych ~ wedlug  schematu, opartego na inhibitorach  kalcyneuryny.
W doswiadczeniu wykorzystano leki immunosupresyjne w nastepujacych dawkach:
(i) cyklosporyna A (Sandimmun-Neoral); C — 5 mg/kg m.c./dobg; (ii) takrolimus (Prograf);
T — 4 mg/kg m.c./dobg; (iii) rapamycyna (Rapamune); R — 0,5 mg/kg m.c./dobe; (iv) prednizon
(Encorton); G — 4 mg/kg m.c./dobg. Zwierzetom grup doswiadczalnych - CRG oraz TRG
podawano leki immunosupresyjne przez 6 miesigcy, wedlug trojlekowego schematu

przedstawionego ponizej (Schemat 3).
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Schemat 3. Schemat podawania szczurom lekéw immunosupresyjnych w trakcie doswiadczenia

oraz liczba zwierzat (n) w kazdej grupie.

Stezenia lekow oznaczano we Krwi pelnej szczurow po 4h od dojelitowego podania
lekow.

Po uplywie trzech miesiecy, od rozpoczecia doswiadczenia zwierzeta ponownie zwazono,
dostosowujac dawki lekéw, w przeliczeniu na mase ciala. W czasie trwania do$wiadczenia,

2 szczury z grupy CRG nie przezyty, stad grupa ta liczyla finalnie 4 zwierzgta [6].

3.2 Badania morfologiczne
3.2.1 Przygotowanie preparatow do oceny morfologicznej

Po zakonczeniu doswiadczenia, od kazdego zwierzgcia pobrano fragment jelita
cienkiego, ktory utrwalono w 4% formalinie. Po przeprowadzeniu procedury odwadniania
w rozworach etanolu o wzrastajagcym stezeniu, przepajania w mieszaninie parafiny i ksylenu,
a nastgpnie w cieklej parafinie, pobrane tkanki zatopiono w parafinowe bloczki. Z bloczkow tych
wykonano seryjne skrawki, o grubosci 3-4 pum. Skrawki te umieszczano na adhezyjnych

mikroskopowych szkietkach podstawowych.

3.2.2 Histochemia

Po odparafinowaniu 1 nawodnieniu, skrawki jelita wybarwiono hematoksyling-€0zyng
(H-E; z wykorzystaniem §wiezo przygotowanych odczynnikow), najczesciej stosowana metoda
barwienia przegladowego, w celu oceny morfologicznej badanej tkanki.

Do wybarwienia wiokien kolagenowych typu I w blonie $luzowej jelita cienkiego,

wykorzystano trojbarwng metode Mallorego (barwienie trojchromowe Mallorego; metoda
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Mallory Trichrome) (komercyjny zestaw firmy Bio OpticaMilano, Milano, Italy), w ktore;
wiokna kolagenowe wybarwiaty si¢ na kolor ciemnoniebieski. Wiokna retikulinowe (kolagen
typu 1) wizualizowano, wykorzystujac metodg impregnacji srebrem (komercyjny zestaw firmy
Bio OpticaMilano, Milano, Italy). W tej metodzie barwienia wtdkna retikulinowe wybarwiaty sie
na kolor czarny, kolagen na kolor zlocisto-zotty). Po wykonaniu barwien, na powierzchni¢
skrawkow nanoszono medium do zamykania (Entellan™ Sigma-Aldrich, Merck) i zamykano
szkietkiem nakrywkowym.

Wszystkie barwienia histochemiczne przeprowadzono zgodnie z protokotami producenta,
dotgczonymi do odczynnikow. Morfologie badanych tkanek oceniano w mikroskopie $wietlnym

(Leica DM5000B, Wetzlar, Niemcy).

3.2.3 Analiza histomorfometryczna

Na przegladowych preparatach jelita, wybarwionych hematoksyling 1 eozyng
przeprowadzono pomiary wysokos$ci nabtonka pokrywajacego kosmki jelitowe zwierzat
zarowno grupy kontrolnej, jak i grup badanych — CRG i TRG. Pomiary przeprowadzone zostaty
z wykorzystaniem oprogramowania mikroskopu Leica DM5000B (Wetzlar, Niemcy),

pod powigkszeniem obiektywu x40. Uzyskane z pomiarow wyniki wyrazono w mikrometrach

(nm).

3.2.4 Immunohistochemia (IHC)

Proces apoptozy komorek nabtonka jelitowego oceniono wykonujac reakcje
immunohistochemiczng z wykorzystaniem przeciwciata pierwszorzedowego anty-aneksynie V.

e Poliklonalne krolicze przeciwcialo przeciwko aneksynie 5 (1:500, Abcam, Cat.
no. ab14196) Abcam plc; 330 Cambridge, UK).
Dla oceny ekspresji biatek potaczen migdzykomorkowych pomigdzy komorkami
nablonka jelita cienkiego, przeprowadzone zostaty reakcje immunohistochemiczne,
z zastosowaniem przeciwcial pierwszorzedowych skierowanych przeciwko biatkom
potaczen takim, jak: okludyna, kadheryna E; winkulina.

Wykorzystano nastepujace przeciwciata pierwszorzedowe:

e Monoklonalne mysie przeciwcialo przeciwko okludynie w rozcienczeniu 1:250
(E-5:5¢-133256; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Niemcy);

e Monoklonalne mysie przeciwciatlo przeciwko E-kadherynie w rozcienczeniu 1:250
(G-10: sc-8426; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Niemcy);

e Monoklonalne mysie przeciwcialo przeciwko winkulinie w rozcienczeniu 1:300
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(V9131 Sigma-Aldrich ; Merck Life Science Sp. z.0.0. Poznan).
Wszystkie przeciwciata wykorzystane w IHC rozcienczono przy uzyciu rozcienczalnika

przeciwcial Diluent (Agilent Dako EnVision, Dania).

3.2.5 Opis procedury przeprowadzenia reakcji IHC

Preparaty ze skrawkami jelita cienkiego o grubosci 4 um (pobrane od zwierzat z grupy
kontrolnej oraz  doswiadczanych),  przeznaczone do  przeprowadzenia  reakcji
immunohistochemicznych, umieszczono w naczyniu wypelionym ksylenem w cieplarce
na 2 godziny, w celu ich odparafinowania. Ksylen zmieniano 3 krotnie. Odparafinowane skrawki
nawodniono, przeprowadzajac je przez szereg alkoholu etylowego o zmniejszajacym si¢ stezeniu
(96%, 90%, i 70%). Po zakonczeniu tego etapu, preparaty umieszczono w 0,01 M buforze
cytrynianowym o pH = 6,0 i ogrzewano w mikrofalowce przez 10 min, w celu odstonigcia
antygenu. W kolejnym etapie procedury, blokowano aktywno$¢ endogennych peroksydaz,
inkubujac skrawki w Dual Endogenous Enzyme Block (Agilent Dako EnVison, Dania), przez
10 min. Skrawki nastepnie inkubowano przez 30 min w temperaturze pokojowej,
z przeciwcialami pierwszorzedowymi, wykorzystanymi do wizualizacji ekspresji bialek,
uczestniczacych w tworzeniu potaczen migdzykomorkowych oraz kaspazy-3. Uzyskany produkt
reakcji immunohistochemicznej identyfikowano z wykorzystano zestaw EnVision+ Dual Link
System-HRP, stuizacy do dwuetapowego barwienia z uzyciem polimeru znakowanego
peroksydaza chrzanowg (Labelled Polymer HRP; Agilent Dako EnVison, Dania),
skoniugowanego z przeciwciatami wtornymi. Skrawki inkubowano przez 30 minut, a nastgpnie
przeprowadzano 10-minutowa inkubacje z kompleksem substrat-chromogen
z 3,3-diaminobenzydyng (DAB+) (Agilent Dako EnVison, Dania), w celu uwidocznienia
produktu reakcji o kolorze bragzowym, wskazujacym miejsce lokalizacji antygenu. Tkanki
nastgpnie przeptukano woda destylowang i przeprowadzono barwienie kontrastowe
hematoksyling (Sigma-Aldrich). Przed przeprowadzeniem kolejnej inkubacji, tkanki ptukano
dwukrotnie w PBS przez 5 minut 1 umieszczano w kapieli w buforze TBS rozcienczonym
dwukrotnie na 5 minut. Kazda inkubacja odbywata si¢ w komorze wilgotnej w temperaturze
pokojowej. Barwienie przeprowadzono zgodnie z protokolem, zalagczonym przez producenta.
Po zakonczeniu reakcji na skrawki natozono zel glicerolowy, a nastgpnie nakryto szkietkiem
nakrywkowym. Kontrole negatywne wykonano przez wyeliminowanie przeciwcial
pierwszorzedowych. Preparaty oceniano pod mikroskopem (Leica DM5000B, Wetzlar, Niemcy)
(SuréwkaA. et al. 2022)
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3.2.6 Analiza cyfrowa obrazu

Do przeprowadzenia analizy cyfrowej obrazu zeskanowano preparaty przy uzyciu
skanera 3DHISTECH Pannoramic MIDI Il (Sysmex Polska Sp. z 0.0. Warszawa, Polska), przy
powigkszeniu obiektywu 20x, uzyskujac obrazy o rozdzielczosci 0,17 um/piksel. Analize
cyfrowg obrazu przeprowadzono z wykorzystaniem oprogramowania Pattern Quant i Cell Quant
firmy 3DHISTECH (3DHISTECH Kft. Budapeszt, W¢gry). Modul ten umozliwia wstepng
segmentacj¢ tkanek i identyfikacj¢ kilku struktur tkankowych, a takze identyfikuje zabarwione
elementy tkanki na podstawie struktury, cech koloru i jego intensywnosci Ryc. X).

Do ilosciowej cyfrowej analizy obrazu badanej tkanki, wybrano preparaty jelita
wybarwione trdjbarwng metoda Mallorego, w celu oceny zawartosci wtokien kolagenowych
typu | oraz preparaty z tkankami uwidaczniajagcymi immunoekspresj¢ aneksyny V oraz
wybranych biatek, uczestniczacych w tworzeniu potagczen migdzykomorkowych.

Okreslano nastgpujace parametry: pole (area), obwod (perimeter) zajmowany przez
oceniang tkanke oraz intensywno$¢ jej wybarwienia (intensity). Uzyskane wyniki analizy

wyrazone w pikselach poddano analizie statystycznej i zawarto w tabelach.

3.2.7 Analiza statystyczna

Dla przeprowadzenia analizy statystycznej wynikow, uzyskanych z ilosciowej cyfrowej
oceny badanych tkanek, wykorzystano oprogramowanie Statistica 13. Wyniki zawarte
w tabelach wyrazono jako $rednie arytmetyczne + odchylenie standardowe oraz mediany.
Podobienstwo rozktadu zmiennych do rozktadu normalnego okre$lono przy pomocy testu
Shapiro-Wilka. Z uwagi na to, ze dane nie przedstawiaty rozktadu normalnego, zastosowano test
t-studenta. W ocenie histomorfometrycznej istotne roznice testowano przy uzyciu
parametrycznej analizy wariancji (one-way ANOVA), a nastepnie testu Tukeya do danych

normalnie roztozonych. Réznice uznano za istotne statystycznie, gdy warto$¢ p wynosita < 0,05.

4 Wyniki

Wybarwione skrawki jelita cienkiego zwierzat z grupy kontrolnej oraz dwoch badanych
grup doswiadczalnych poddano analizie w mikroskopie §wietlnym.
4.1  Analiza preparatow barwionych technikami histochemicznymi

Hematoksylina—eozyna

Na preparatach przeglagdowych, barwionych hematoksyling i eozyng uwidoczniona
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zostata morfologia btony $luzowej jelita cienkiego, zarowno kosmkow jelitowych, jak i blaszki
wlasciwej (Ryc. 4). Po wnikliwej analizie btony §luzowej nie odnotowano uchwytnych zmian
w ogoblnej morfologii jelita pomigedzy grupa kontrolng a grupami doswiadczalnymi, zar6wno
CRG, jak i TRG. Zawartos$¢ rozproszonej tkanki limfoidalnej w kosmkach i blaszce wiasciwej

nie roznita si¢ pomigdzy grupami (Ryc. 4).

Kontrola

Hematoksylina-eozyna

Rycina 4. Kosmki jelitowe oraz krypty jelitowe w blaszce wtasciwej btony sluzowej szczurow
z grupy kontrolnej oraz z dwodch grup doswiadczalnych, ktérym podawano leki
immunosupresyjne, zaliczane do inhibitoréw kalcyneuryny Skojarzone z rapamycyng
i glikokortykosteroidem (CRG i TRG). Barwienie hematoksylina-eozyna (H-E); Powigkszenie
obiektywu x 40; bar 100 pum.

Barwienie trojchromowe Mallorego (Tréjbarwna metoda Mallorego: Mallory Trichrome)

Jak wspomniano powyzej, zastosowana metoda pozwala na uwidocznienie widkien

kolagenowych typu I.
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Barwienie tréjchromowe Mallorego

Rycina 5. Kosmki jelitowe oraz krypty jelitowe w blaszce wlasciwej btony $luzowej szczuréw
z grupy kontrolnej oraz z dwoch grup doswiadczalnych, ktorym podawano leki
immunosupresyjne, zaliczane do inhibitorow kalcyneuryny (CRG i TRG). Widkna kolagenowe
w blonie $luzowej wybarwione na kolor intensywnie niebieski. Barwienie Mallory Trichrome;

Powigkszenie obiektywu x 40; bar 100 pm.

Ocena morfologiczna z zastosowaniem mikroskopu $wietlnego wykazata, ze zawartos$¢
wiokien kolagenowych typu I w blonie §luzowej kosmkow i blaszki wlasciwe;j jelita szczurow
wzrosta w obu grupach do$wiadczalnych, w poroéwnaniu z grupa kontrolng. Wydaje sig¢, ze ich

akumulacja jest wyzsza w grupie TRG, niz w CRG (Ryc. 5).
Impregnacja srebrem

Dzigki zastosowaniu tej metody uwidoczniono wtokna retikulinowe (srebrochtonne),

tworzone przez kolagen typu I11.
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Kontrola -«

Impregnacja solami srebra

Rycina 6. Kosmki jelitowe oraz krypty jelitowe w blaszce wlasciwej btony $luzowej szczuréw
z grupy kontrolnej oraz z dwodch grup doswiadczalnych, ktorym podawano leki
immunosupresyjne, zaliczane do inhibitorow kalcyneuryny (CRG i TRG). Barwienie:

Impregnacja srebrem. Powigkszenie obiektywu x 40; bar 100 pm.

Najintensywniej wybarwione wtokna retikulinowe odnotowano w btonie §luzowe;j jelita

cienkiego szczuréw z grupy CRG, w porownaniu z grupami TRG i kontrolng (Ryc. 6).

4.2  Ocena histomorfometryczna

W ocenie histomorfometrycznej mierzono wysokos¢ nabtonka jelita, poczawszy od btony

podstawnej, az do powierzchni zewnetrznej mikrokosmkow rabka prazkowanego.

Tabela 1. Wysokos¢ komorek nabtonka jelit szczuréw z grupy kontrolnej oraz grup
doswiadczalnych — CRG i TRG.

Parametr Kontrola CRG TRG
n=60 n=60 n=60
AM = SD 20.17 £2.06 17.16 £ 1.92* 14.61 + 2.43*

AM - érednia arytmetyczna; SD — Odchylenie standardowe; n — liczba wykonanych pomiaréw
Wartosci odpowiadajg medianie = SD; *p < 0,05 vs Kontrola

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wysokos$¢ nabtonka jelita w obu grupach doswiadczalnych ulegta

obnizeniu W poréwnaniu z grupa kontrolng oraz pomiedzy grupami doswiadczalnymi (Tab. 1).
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4.3 Ilosciowa analiza cyfrowa obrazu

4.3.1 Immunohistochemia

Analizie cyfrowej poddano zeskanowane preparaty przedstawiajace ekspresj¢ aneksyny
V oraz bialek uczestniczacych w tworzeniu potaczen zamykajacych oraz zwierajacych.
Aneksyna V

Uzyskane wyniki analizy wykazaly, Ze najwickszy obszar dodatniej reakcji
immunohistochemicznej wykazaty jelita z grupy TRG, a najmniejszy z grupy kontrolnej,
a $rednie arytmetyczne wynosity odpowiednio 223023098 pikseli oraz 8416929 pikseli (Tab.2).
Ponadto pomiedzy wspomnianymi grupami jelit réznice zostaly potwierdzone statystycznie
(p<0.01) (Tabela 2, Ryc. 7A, B, C). Biorac pod uwage procentowy obszar immunoekspresji
aneksyny V w jelitach, wyniki mozna uszeregowac nastepujaco: K >CRG >TRG i wynosity
odpowiednio 21,7%, 35,31% oraz 68,33% (Ryc.7A, B). Biorac pod uwage intensywno$¢
zabarwienia (Ryc. 7C), najbardziej intensywnie wybarwity si¢ biatka w grupie TRG (179 pikseli)
a najmniej w grupie CRG (143 piksele). Réznice w intensywnosci zabarwienia zostaly
potwierdzone statystycznie pomiedzy grupa kontrolng a CRG oraz pomig¢dzy grupami: TRG
a CRG oraz TRG a grupa kontrolng (Tab.2)

7A Kontrola CRG TRG

Aneksyna (+) Aneksyna (+)

35,31% 68,33%

Aneksyna (+)

21,7%

Aneksyna (-)

78,3% Aneksyna (-) Aneksyna (-)

64,69% 31,67%

Ryc.7A
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Rycina 7. IloSciowa cyfrowa analiza immunoekspresji aneksyny V, wskazujacej apoptoze

komoérek w jelicie cienkim szczurow z grupy kontrolnej oraz CRG i TRG (7A 1 7B —
identyfikacja produktu reakcji immunohistochemicznej i odsetek zajmowanego obszaru; 7C —

inne parametry). RozZnice istotne statystycznie w ryc. C oznakowano przerywanymi strzatkami.
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Okludyna

Analiza reakcji IHC, dotyczacej immunoekspresji okludyny wykazata, ze najwigkszy
obszar pozytywnej reakcji widoczny byt w jelicie szczurow z grupy CRG (76838159 pikseli),
najmniejszy natomiast w grupie TRG (159482599 pikseli). Biorac pod uwagg intensywnos¢
zabarwienia (Ryc. 8C), najbardziej intensywnie wybarwily si¢ bialka w grupie CRG (199
pikseli) a najmniej w grupie kontrolnej (81 pikseli). Roznice w intensywno$ci zabarwienia
zostaty potwierdzone statystycznie pomiedzy grupa kontrolng a CRG oraz pomigdzy grupami:
TRG
a CRG oraz TRG a grupa kontrolng (Tab.2). Ponadto przeanalizowano stosunek pomigdzy
obszarem z pozytywnym i negatywnym wynikiem IHC i wyrazono go w procentach. Wyniki
procentowe dotyczace obszaru, gdzie widoczna byta immunoekspresja okludyny wykazaty
nastepujace wartosci: K —48,1%; CRG — 20,67%, TRG - 68,75% (Ryc. 8A, B).

kontrola

Okludyna (-)

Okludyna (-)
51,9%

Okludyna (-)
79,33%

Okludyna (+)

Oklud 4+,
Okludyna (+) pighinaits 20,67%

48,1%

Ryc.8A
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Rycina 8. Ilosciowa cyfrowa analiza immunoekspresji okludyny, w jelicie cienkim szczurow
z grupy kontrolnej oraz z grup doswiadczalnych CRG i TRG. (7A i 7B — identyfikacja produktu
reakcji immunohistochemicznej i odsetek zajmowanego obszaru;7C —inne parametry). Roznice

istotne statystycznie w ryc. C oznakowano przerywanymi strzatkami.
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E-kadheryna

Ocena uzyskanych wynikéw wskazata, ze najwigkszy obszar zajgty przez barwny
produkt pozytywnej reakcji IHC dotyczyt jelit zwierzat grupy kontrolnej, najmniejszy natomiast
grupy TRG, gdzie $rednie arytmetyczne wynosity odpowiednio 144228839 i 506628199 pikseli.
Potwierdzono rowniez istotng statystycznie réznicg pomiedzy grupa CRG i kontrolng oraz
pomigdzy grupg TRG a CRG i TRG i kontrolng (Tab.2). Wynik wyrazony w procentach
przedstawial si¢ nastepujaco: K —54,55%; CRG — 38,98; TRG — 12,96 % (9A, B).

W przypadku intensywnosci odczynu reakcji — najbardziej intensywny dotyczyt jelit
z grupy TRG, najnizszy natomiast odnotowano w jelitach zwierzat grupy kontrolnej (9C).
Srednie wartoéci wynosity odpowiednio 182 i 101 pikseli. Potwierdzono réwniez istotna
statystycznie réznice pomigdzy grupg CRG i kontrolng oraz pomigdzy grupa TRG a CRG
1 kontrolng (Tab.2).

Q

9A Kontrola | CRG TRG

Kadheryna-E (-)
61,02%

Kadheryna- (-)
87,00%

Kadheryna-E (+)
38,98%

Ryc.9A
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Rycina 9. Analiza cyfrowa immunoekspresji E-kadheryny pomigdzy komorkami nabtonka jelit

zwierzat grupy kontrolnej oraz otrzymujacych trojlekowy schemat immunosupresji: CRG i TRG.

Roéznice istotne statystycznie w ryc. C oznakowano przerywanymi strzatkami.
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Winkulina

Ocena immunoekspresji winkuliny wykazata natomiast, najwigkszy obszar zajety przez
produkt pozytywnej reakcji IHC wystgpowal w jelitach szczuréw z grupy Kkontrolne;j,
najmniejszy natomiast grupy TRG (10C). Srednie arytmetyczne wynosity odpowiednio
24714774 i 97874255 pikseli. Potwierdzono rowniez roznice istotng statystycznie pomigdzy
grupa kontrolng a CRG. (Tab.2). Odsetek zajmowanego obszaru przez immunopozytywny
produkt w poszczegolnych grupach ksztattowal si¢ nastepujaco: K — 54,55%; CRG — 38,98;
TRG — 12,96 (10A, B). Istotna statystycznie rdéznica pomi¢dzy grupa CRG a grupa kontrolng
zostala réwniez potwierdzona w zakresie obwodu immunopozytywnego obszaru (p=0,009),
a $rednie wartosci wynosity odpowiednio 17585 i 24308 pikseli (Tab. 2). W przypadku
intensywnosci odczynu reakcji — najbardziej intensywny dotyczyt jelit z grupy TRG, najnizszy
natomiast odnotowano w jelitach zwierzat grupy kontrolnej (10C). Srednie wartosci wynosity
odpowiednio 187 i 68 pikseli. Potwierdzono rowniez istotng statystycznie réznice pomiedzy
intensywnoscig zabarwienia pomiedzy grupami: CRG i kontrolng oraz TRG a CRG i TRG
a kontrolng (Tab.20).

Ryc.10A

36



Winkulina (-)

61,95

Winkulina (-)

Winkulina (-)

Winkulina (-)

Winkulina (+)

Ryc.10B
area perimeter
100000000 30000
90000000
80000000 2000
70000000 0000 ST e =P
60000000
50000000 15000
40000000 S — -
30000000 10000
20000000 i IZ:‘ )
10000000
0 0
K CRG TRG K CRG TRG
intensity
200
150 s » .t
100 Pl———
50 I
0
K CRG TRG
Ryc.10C

Rycina 10. Analiza cyfrowa immunoekspresji winkuliny pomigdzy komoérkami nabtonka jelit

zwierzat grupy kontrolnej oraz grup do$§wiadczalnych CRG i TRG. Roéznice istotne statystycznie

w ryc. C oznakowano przerywanymi strzatkami.
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Zawartos¢ wlokien kolagenowych

Jak wykazala zastosowana analiza, najwigkszy procentowo obszar zajety przez widkna
kolagenowe odnotowano w grupie CRG, gdzie srednia warto$¢ wynosita 13,75155 pikseli.
Okreslony odsetek w grupach mozna uszeregowa¢ wzrastajagco: CRG >TRG >K, a wartosci
wynosity kolejno 44,71%, 32,13%, 16,54% (Ryc. 11A). Najwyzsze warto$ci zajmowanego
obwodu zanotowano w grupie TRG, gdzie $rednia arytmetyczna wynosita 19,25273 piksele
(Tab.2). Analizujac intensywno$¢ wybarwienia w reakcji IHC odnotowano, ze najbardziej
intensywny produkt dotyczyl grupy kontrolnej, gdzie $rednia warto$¢ wynosita 127,5942 piksele
(Tab.2). Analiza statystyczna wykazata rowniez istotng réznice pomig¢dzy grupg kontrolng
a CRG, grupa kontrolng a TRG oraz pomiedzy obydwiema grupami, gdzie stosowane byty leki
immunosupresyjne (Tab. 2).

11A Kontrola

Pozostate
67,87%

Ryc.11A

38



B Kontrola CRG TRG

Pozostate
Pozostate

Kolagen Pozostate

Pozostafe M8

Pozostate

Kolagen

44,71% 24,71%

Ryc.11B
area perimeter
14,0000 20,0000
18,0000
12,0000
16,0000 | |
10,0000 f 14,0000 e | [
8,0000 12,0000 ‘
10,0000 J
6,0000 8,0000 |
4,0000 6,0000 \ ‘
4,0000
2,0000 |
2,0000
0,0000 0,0000
K CRG TRG K CRG TRG
intensity
140,0000
120,0000
100,0000 >
>
80,0000
60,0000
40,0000
20,0000
0,0000 —_—
TRG
Ryc.11C

Rycina 11. Analiza cyfrowa preparatow jelita cienkiego szczuréw z grupy kontrolnej oraz dwoch
grup badanych — CRG i TRG, okreslajaca ilosciowg zawarto$¢ wiokien kolagenowych typu 1.

Roznice istotne statystycznie w ryc. C oznakowano przerywanymi strzatkami.
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Grupa

Kontrola CRG TRG
parametr ANEKSYNAYV
Area
n 1232 167 437
AM=+SD 8416929+77901469 49782747+333212828 223023098+3272354*K
Med. 5789111 33878666 121009887
Perimeter
n 1232 167 437
AM=+SD 10771+46245 33303+147079 13910+9,6397
Med. 7896 23987 11345
Intensity
n 1232 167 437
AM=SD 154423 140+20*K, 184+2,6977*K, CRG
Med. 153 143 179
OKLUDYNA
Area
n 964 872 352
AM=SD | 34819275+356217696 76838159+1608703665 159482599+2,878957
Med. 546875 625000 437500
Perimeter
n 964 872 352
AM=+SD 19233+106350 15476+150637 21685+2,17926
Med. 4420,6 4118 4118
Intensity
n 964 872 352
AM=+SD 81£12 199+3,13884*K 151+2,1454*K, CRG
Med. 80,0 194 156,0
E- KADHERYNA
Area
n 127 1482 127
AM=SD | 144228839+1,131116439 | 21200721+245983525*K | 506628199+3,067268*CRG
Med. 1031250 437500 1750000
Perimeter
n 127 1482 127
AM=+SD 34081+1,6973556 21429+150607 48527+1,584005
Med. 5121 4119,7 6988
Intensity
n 127 1482 127
AM=SD 101+1,14288 111+£29*K 182+3,219179*K, CRG
Med. 100 122,0 199
WINKULINA
Area
n 731 1543 797
AM+SD | 24714774+121485536 14324469+75986522*K 97874255+2,41044
Med. 1000000 343750 718750
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Perimeter
n 731 1543 797
AM=+SD 24308+69512 17585+51053*K 25260+3,422329
Med. 6364 4341,3 4678,7
Intensity
n 731 1543 797
AM=+SD 68+14 138+37*K 187+2,211526*K, CRG
Med. 65 125,0 193,0
WEOKNA KOLAGENOWE
Area
n 345 176 133
AM=+SD 6,9006+26,24620 13,75155 +61,80194 9,32591+72,88700
Med. 0,3390 0,21738 0,154745
Perimeter
n 345 176 133
AM=+SD 15,2506+39,33537 17,08634+68,88106 19,25273+76,57249
Med. 3,1858 2,72279 2,55800
Intensity
n 345 176 133
AM=+SD 127,5942425,62471 96,3125+6,71232*K 82,015+13,38814*K,CRG
Med. 131 96 84
*p<0,05

Tabela 2. Analiza statystyczna wynikow, uzyskanych z ilosciowej cyfrowej oceny badanych

tkanek.
5 Dyskusja

W ostatnich latach publikowanych jest wiele badan dotyczacych wplywu
mikro$rodowiska jelitowego oraz dysbiozy jelitowej na zdrowie czlowieka. Stad tez, duza
uwage poswigca si¢ roli jelit — jako najwazniejszego organu, odpowiedzialnego za utrzymanie
0golnej homeostazy nad rozwojem réznych chordb wynikajacych z zaburzen mikrobioty, w tym
autoimmunologicznych. Leki immunosupresyjne stosowane w tych chorobach, sg czynnikiem
istotnie modulujagcym odpowiedZ immunologiczng organizmu. Blona $luzowa jelit zawiera
dobrze rozbudowang rozproszong tkanke limfoidalng GALT 1 MALT, dlatego mozna
wnioskowa¢ o niekorzystnym wpltywie immunoterapii na morfologi¢ i funkcje jelit. Wyniki
badan nad stosowaniem terapii immunosupresyjnej i jej wplyw na integralno$¢ bariery jelitowej
niewatpliwie pomoga lepiej pozna¢ patomechanizm odrzucania narzadu przeszczepionego,
utatwig monitorowanie przebiegu chorob o podtozu autoimmunologicznym, by¢ moze réwniez
pozwolg wplyna¢ na wprowadzenie zmian, w dotychczas stosowanych schematach leczenia.

Biorcy narzagdéow unaczynionych, u ktorych wystepuja dolegliwosci zotadkowo-jelitowe,
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mogg mie¢ objawy zWwigzane z podstawowg chorobg, ktora doprowadzita do schylkowej
niewydolnosci narzadu lub wtérne do stosowanego schematu leczenia immunosupresyjnego.
W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan, dotyczacych wplywu przewleklego traktowania
samcow szczurow lekami immunosupresyjnymi opartymi na inhibitorach kalcyneuryny —
cyklosporyny A i takrolimusu - na blong S$luzowg jelita cienkiego, ze szczegdlnym
uwzglednieniem nabtonka jednowarstwowego walcowatego.

Cyklosporyna A jest jednym z podstawowych lekéw stosowanych w immunoterapii,
a jak wspomniano juz we wstepie, jej dziatanie polega gltownie na hamowaniu aktywnosci
kalcyneuryny. Parametry farmakokinetyczne tego leku wskazuja, ze cyklosporyna ulega
biotransformacji glownie w obrgbie watroby, przy udziale enzymoéow cytochromalnych
P(CYP)450A3. W wyniku tej biotransformacji powstaje okoto 15 metabolitéw, z ktorych czgsé
wykazuje stabg aktywno$¢ [96,97].

Takrolimus jest powszechnie stosowanym lekiem immunosupresyjnym u biorcow
narzagdow migzszowych. Chociaz u wigkszosci pacjentdow wystepuja objawy pod postacig
biegunki, dane dotyczace zmian zachodzacych w blonie $luzowej jelita u pacjentéw
przyjmujacych takrolimus sa ograniczone. Biodostepnos¢ takrolimusu nie jest wysoka,
a szybko$¢ wechtaniania zmniejsza si¢ w obecnosci pokarmu. Takrolimus podobnie, jak
cyklosporyna A jest metabolizowany gltéwnie w watrobie, przy udziale izoenzymoéw cytochromu
P450 (CYP 3A4 i 3A5) oraz glikoproteiny P, biatka transportowego odgrywajacego istotng role
we wchtanianiu i dystrybucji lekow. Glikoproteina ta, oprocz watroby, ulega ekspresji roéwniez
w Scianie jelita. Ze $wiatla jelita lek ten transportowany jest do cytoplazmy enterocytow, gdzie
jest metabolizowany przy udziale CYP3AP, a nastgpnie dzigki glikoproteinie P, ponownie
uwalniany do $wiatla narzadu. Ze wzgledu na zrdéznicowang ekspresjc CYP3AS5 oraz
glikoproteiny P, takrolimus najintensywniej wchtaniany jest w dystalnych odcinkach uktadu
jelitowego. Odzwierciedleniem tej zaleznosci jest wystapienie biegunki u pacjentow,
spowodowanej przyspieszonym pasazem jelitowym i zwiekszonym stezeniem leku we krwi [98].

Stad tez, badanie wptywu inhibitoréw kalcyneuryny na $ciang jelita ma duze znaczenie
poznawcze. Uzyskane wyniki badan morfologicznych wskazuja bowiem, Ze stosowane leki
Immunosupresyjne wplywaja negatywnie na wysoko$¢ nabtonka jelitowego. W ocenie
histomorfometrycznej mierzono wysoko$¢ nablonka jelita, poczawszy od blony podstawnej,
az do powierzchni zewngtrznej mikrokosmkow rabka prazkowanego. Uzyskane wyniki
wskazuja, ze wysokos¢ nablonka jelita w obu grupach doswiadczalnych ulegta obnizeniu,
w  poréwnaniu z grupa kontrolng oraz pomiedzy grupami doswiadczalnymi
(p < 0,05 vs Kontrola). Oddzialywanie lekow immunosupresyjnych z grupy inhibitorow

kalcyneuryny  znalazto potwierdzenie W  badaniach, dotyczacych nablonka drog
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przeprowadzajacych powietrze. W pracy Neuringer I.P. 1 wsp. przedstawili rowniez wplyw
lekéw z grupy inhibitoréw kalcyneuryny, ale na nabtonek drog oddechowych. W badaniach tych
wykazano, ze dlugotrwale cksponowanie dobrze zroznicowanych hTBEC (human
tracheobronchial epithelial cell) na granicy faz powietrze-ciecz (ALI), na dzialanie
cyklosporyny w dawce 1000 ng/mL, znaczaco zmniejszylo nienaruszony wielorzedowy
nabtonek §luzowo-rzgskowy (p = 0,009). Hamowanie wzrostu hTBEC poprzez stymulacje
produkcji IL-8 i dtugotrwaty wptyw na fenotyp Sluzowo-rzeskowy oraz nienaruszony nablonek
wielorzedowy sugerujg, ze cyklosporyna moze mie¢ bezposredni toksyczny wplyw na nablonek
drog oddechowych po przeszczepieniu [99].

W niniejszych badaniach, przeprowadzonych na modelu zwierzecym wykazano,
ze takrolimus w potaczeniu z rapamycyng i glikokortykosteroidem wykazuje dziatanie
proapoptotyczne na komorki btony $luzowej jelita, wiaczajac komorki nabtonka. Zostato
to udokumentowane, po przeprowadzonej komputerowej analizie immunolokalizacji oraz
immunoekspresji aneksyny V, ktora pozwolita okresli¢ jej intensywnos$¢ wybarwienia i pozostate
badane parametry. Ancksyna V uwazana jest za wczesny marker apoptozy, stad jej wybor
do wizualizacji tego procesu w enterocytach. Apoptoza, chociaz jest procesem fizjologicznym,
moze by¢ wywolana przez szereg roznych czynnikdéw nie tylko pochodzenia wewnetrznego,
ale rowniez zewnetrznego, jak np. chemiczne uszkodzenia. Istotnym sygnatem, ze komorka
podlega procesowi apoptozy sa zmiany w blonie komoérkowej, obejmujace translokacje
sktadnikow blony komorkowej. Otoz, fosfatydyloseryna zostaje przemieszczona z warstwy
wewnetrznej fosfolipidow do zewnetrznej warstwy fosfolipidow btony komoérkowej. Aneksyna
wigze Si¢ z wysokim powinowactwem wiasnie z fosfatydyloseryng komorki apoptotycznej,
utrudniajagc w ten sposob ich interakcje z komorkami odpornosciowymi. Aneksyna wigzac sig¢
z fosfatydyloseryng przemieszcza si¢ do zewngtrznej warstwy blony komodrkowej podczas
apoptozy [100].

Uzyskane wyniki przeprowadzonej analizy wykazaty, ze najwigkszy obszar zajety przez
dodatnig reakcje immunohistochemiczng odnotowano w nabtonku jelita zwierzat grupy TRG,
a najmniejszy z grupy Kontrolnej, a pomigdzy wspomnianymi grupami jelit réznice zostaly
potwierdzone statystycznie (p<0.01). Biorgc pod uwage procentowy obszar immunoekspresji
aneksyny V w jelitach, wyniki mozna uszeregowaé nast¢pujaco: K >CRG >TRG i wynosity
odpowiednio 21,7%, 35,31% oraz 68,33%. Biorgc pod uwage intensywno$¢ zabarwienia,
najbardziej intensywnie wybarwily si¢ biatka w grupie TRG (179 pikseli). Hissong E.
1 wsp. w swoim badaniu réwniez odniesli si¢ do wptywu takrolimusu na jelita. Zidentyfikowali
oni retrospektywnie probki okreznicy od 20 pacjentdow otrzymujacych monoterapig

takrolimusem. Dokonali przegladu =zapisow pod katem objawdéw, wynikéw badan
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endoskopowych, innych lekéw 1 infekcji. Osiemnastu (90%) pacjentow bylo biorcami
przeszczepow narzadéw migzszowych. Siedemnastu (85%) miato objawy zoladkowo-jelitowe,
zwlaszcza biegunke (75%). Ponad 50% miato endoskopowe zapalenie jelita grubego, a 15%
miato owrzodzenia i/lub nadzerki. Wigkszo$¢ (90%) przypadkow wykazala regeneracyjne
zmiany nablonkowe; komorki krypt apoptotycznych byly obecne w 55%, a liczne w 10%
przypadkéw. Neutrofilowe zapalenie krypt wystepowalo w 60% przypadkow; 35% wykazato
zniszczenie krypty. Zapalenie blaszki wlasciwej bogatej w komorki plazmatyczne
I znieksztalcenie krypt obserwowano odpowiednio w 40% i 25% przypadkow. Badacze ci nie
stwierdzili korelacji mi¢dzy czasem trwania terapii a cechami przewlektego uszkodzenia,
stwierdzili natomiast w oparciu o uzyskane dane, ze takrolimus moze powodowac objawowe
zapalenie jelita grubego, nieprawidtowos$ci histologiczne s3 czesto tagodne, obejmuja krypty
regeneracyjne i rozproszone pozostato$ci apoptozy. W innym badaniu Meredith E Pittman i wsp.
rowniez potwierdzili negatywny wplyw immunosupresji na mozliwe zapalenie w obrgbie jelita
grubego. W ciggu 15 lat obserwacji podlegato 51 pacjentdéw po przeszczepieniu. Jedenastu
(22%) pacjentéow miato zakazne zapalenie jelita grubego, a u 10 z nich ostre zapalenie jelita
grubego potwierdzone biopsja. U kolejnych 17 (33%) pacjentow stwierdzono uszkodzenie
zwigzane z lekami na podstawie ustgpienia objawow po odstawieniu leku. Wigkszos¢ (53%) tych
biopsji okreznicy wykazata apoptoze komorek nabtonka krypt i/lub znieksztatcenie architektury,
chociaz 41% bylo histologicznie prawidlowych. U czterech (8%) pacjentdow rozpoznano
ostatecznie posta¢ nieswoistego zapalenia jelit po wykluczeniu innych etiologii; biopsje od tych
pacjentow wykazaty przewlekle aktywne zapalenie okreznicy lub zapalenie jelit z bogata w
komorki plazmatyczne ekspansjg blaszki wlasciwej i podstawowej limfoplazmocytozy [101].

Po przewleklym traktowaniu szczuréw lekami opartymi na inhibitorach kalcyneuryny
wykazano zmiany w immunoekpresji i immunolokalizacji biatek uczestniczacych w tworzeniu
potaczen pomiedzy enterocytami nablonka jelitowego. Szczegdétowa komputerowa analiza
wykazata roznice pomiedzy grupa kontrolng a badanymi grupami doswiadczalnymi, a takze
pomiedzy grupami doswiadczalnymi. Zmiany te obejmowaly zar6wno biatka tworzace
potaczenia zamykajace — okludyng, jak i przylegania — E-kadheryng oraz winkuling.

Nie ma wielu badan dotyczacych zaburzenia immunoekspresji poszczegdlnych biatek
polaczen  migdzykomodrkowych  enterocytow, jako  wyniku  stosowania  lekow
immunosupresyjnych. Szczeg6lng uwage zwraca si¢ natomiast na zaburzenie funkcji bariery
jelitowej obejmujacej warstwe §luzu, mikrokosmki 1 enterocyty oraz transportu
przeznablonkowego, po dziataniu lekéw immunosupresyjnych, mi¢dzy innymi cyklosporyny A
I takrolimusu [102,103]. Nadmieni¢ nalezy, ze badania te wymienione powyzej, jak i inne,

prowadzone byly co prawda na modelu szczurzym, ale w trakcie do$wiadczenia podawano
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zwierzetom pojedyncze leki immunosupresyjne (cyklosporyna A, takrolimus, mykofenolan
mofetylu), a nie wedtug trojlekowego schematu, jaki wykorzystano w niniejszych badaniach.

W badaniach przeprowadzonych przez Malinowski i wsp., stosowane leki
immunosupresyjne nie wykazywaty bezposredniego wplywu na czynno$¢ przewodu
pokarmowego szczurOw szczepu Wistar, gdy stosowano je w stezeniach terapeutycznych.
Prowadzi¢ jednak mogg do zmian w patofizjologii bariery jelita cienkiego i grubego, a takze
zmian w funkcji transportowej [102,103]. Podobny efekt zaburzenia funkcji transportu
przeznabtonkowego w jelicie czczym SzczuroOw odnotowano rowniez
w innych badaniach doswiadczalnych [104].

Wykazane w niniejszej pracy zmiany w ekspresji biatek potaczen migdzykomorkowych,
spowodowane przewleklym podawaniem panelu lekéw immunosupresyjnych, moglyby by¢
powodem zaburzen funkcji komorek tkanki lacznej budujacej btone Sluzowa jelit szczurdéw
z grup doswiadczalnych. Stwierdzono bowiem zwigkszenie zawartosci wiokien kolagenowych
typu I i typu III, co wskazywa¢ moze na proces witoknienia. Szczegotowa analiza wykazata,
ze cyklosporyna w potaczeniu z rapamycyng i glikokortykosteroidem spowodowata najwicksze
zmiany zwloknieniowe w obrebie btony $luzowej jelita szczurow.

Okreslony odsetek obszaru zajmowanego przez produkt IHC w grupach mozna
uszeregowa¢ wzrastajaco: CRG >TRG >K, a warto$ci wynosity kolejno 44,71%, 32,13%,
16,54%. Wczesniejsze prace prowadzone w warunkach in vitro sugeruja, ze takrolimus, ktory
jest zwigzany ze zmniejszeniem produkcji TGF-beta, moze by¢ mniej podatny na indukowanie
zwloknienia niz cyklosporyna [107].

W badaniu REFINE natomiast nie potwierdzono r6znic pomiedzy pacjentami
przyjmujacymi CsA a takrolimusem. REFINE byto 12-miesiecznym, prospektywnym, otwartym
badaniem z udzialem 356 pacjentow otrzymujacych de novo przeszczep watroby z powodu
marskosci watroby wywotanej wirusem zapalenia watroby typu C (HCV), losowo
przydzielonych do grupy otrzymujacej cyklosporyng A lub takrolimus bez indukcji przeciwciat
1 kwas mykofenolowy lub powolne zmniejszanie dawki glikokortykosterydow. Populacja
pierwotnej analizy, oparta na dostgpnosci biopsji watroby, obejmowata 165 pacjentow
(88 CsA, 77 takrolimus). Nie bylo roznicy w pierwszorzedowym punkcie koncowym, stadium
zwloknienia >2 po 12 miesigcach, ktore wystapito u 63/88 pacjentow leczonych CsA (71,6%)
i 52/77 pacjentow leczonych takrolimusem (67,5%) (iloraz szans [OR] 1,11 ; 95% CI 0,56; 2,21;
p = 0,759). Podobnie, nie wystapita istotna réznica migdzy grupami w 24. miesigcu
(OR 1,15; 95% C10,47; 2,80; p = 0,767). Wsrdd pacjentéw nieleczonych glikokortykosteroidami
zwloknienie w skali >2 bylo istotnie rzadsze w przypadku CsA w poréwnaniu z takrolimusem

w 12. miesigcu (7/37 [18,9%] vs. 16/38 [42,1%]; p = 0,029). Wyniki te nie wykazaty rdznic
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w zwloknieniu watroby wywolanym przez HCV po przeszczepieniu pomigdzy pacjentami
leczonymi CsA lub takrolimusem w schematach zawierajacych steroidy, podczas gdy CsA
w protokotach bez steroidow wigzalo Si¢ ze zmniejszong ci¢zko$cig progresji zwldknienia
w 1 rok po przeszczepieniu [105].

W innym doswiadczeniu badacze bazujacy réwniez na modelu zwierzecym skupili si¢
gtownie na réznicy w potencjale wtoknienia i wykazali, ze takrolimus ma mniejszy potencjat,
niz cyklosporyna. Grupy doswiadczalne (sze$¢ zwierzat na grupe) otrzymywaty cyklosporyng A
w dawce 10 mg/kg dziennie, takrolimus w dawce 0,2 mg/kg dziennie lub nie traktowano ich
wcale. Zwierzeta zabijano w wieku 16 tygodni, a ekspresj¢ gendw zwigzanych ze zwloknieniem
w korze nerkowej badano za pomoca ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy z odwrotng
transkryptaza. Wnioski jakie ptynety z tej publikacji méwity, iz zwierzeta leczone takrolimusem
miaty znacznie mniej biatkomoczu i mialy nizszy poziom Kkreatyniny w surowicy niz
te otrzymujace cyklosporyne. Podawanie takrolimusu réwniez znaczaco zmniejszato ekspresje
transformujacego czynnika wzrostu beta i tkankowego inhibitora metaloproteinaz -1, produktow
genow zwigzanych ze zwloknieniem. Chociaz leczenie cyklosporyna obnizylo poziomy
enzymow rozktadajacych macierz, metaloproteinazy macierzy MMP -2 i MMP-9, nie bylo
to statystycznie istotne. W tym modelu takrolimus ma mniejsza nefrotoksycznos$é, niz
cyklosporyna. Wydaje si¢ rowniez, ze ma mniejSzy potencjat fibrogenny, co moze mie¢ wptyw
na wybor dlugoterminowego leku immunosupresyjnego w przeszczepieniu nerki [106].

Biorac pod uwage zmiany patofizjologiczne zachodzace w nablonku jelitowym
U zwierzat powyzszy projekt pozostawia otwarta dyskusje dotyczaca optymalizacji
1 personalizacji leczenia przy zastosowaniu inhibitorow kalcyneuryny. Na efekt kliniczny
inhibitorow kalcyneuryny warunkowany ich wilasciwo$ciami farmakokinetycznymi, niezbedne
jest indywidualne podejscie do biorcy narzadu przeszczepionego w kwestii doboru schematu
immunosupresji, rodzaju CNI, a nawet formulacji leku. Nie mozna zapominaé, ze optymalizacja
leczenia i jego personalizacja wymagaja oceny klinicznej pacjenta, z uwzglednieniem m.in.
wieku, wspotchorobowosci, stosowanej farmakoterapii, czynnikow immunologicznych, w tym
jakosci przeszczepionego narzadu, nawykow behawioralnych-zywieniowych oraz czynnikéw

genetycznych.
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WhnioskKi

Inhibiory kalcyneuryny wptywajg negatywnie na wysoko$¢ nabtonka jelitowego.
Takrolimus w pofagczeniu z rapamycyng 1 glikokortykosteroidem wywiera
proapoptotyczny efekt na komorki nabtonka btony sluzowe;j jelita.

Takrolimus w potaczeniu z rapamycyng i glikokortykosteroidem wplywa destrukcyjnie
na polaczenia miedzykomorkowe w nabtonku jelit.

Zwigkszona zawarto$¢ wiokien kolagenowych w btonie §luzowej jelita szczurow
w grupach dos$wiadczalnych, moze wskazywa¢ stymulacje procesu widknienia.
Cyklosporyna, w potaczeniu z rapamycyng i glikokortykosteroidem, powoduje

najwigksze zmiany zwtdknieniowe w obrgbie btony §luzowe;j jelita szczurow.



7 Streszczenie

TYTUL: WPLYW DLUGOTRWALEJ TERAPII IMMUNOSUPRESYJNEJ
NA KOMORKI NABLONKA JELIT U SZCZURA

WSTEP

W ostatnich latach wzrasta liczba pacjentéw przyjmujacych leki immunosupresyjne, nie
tylko po przeszczepieniu narzadow, ale tez w celu leczenia autoimmunologicznych chorob
zapalnych, jak reumatoidalne zapalenie stawdw, toczen rumieniowaty uktadowy, nieswoiste
choroby zapalne jelit, uktadowe zapalenie naczyn. Oprocz wymaganego i oczekiwanego efektu
leczenia, stosowanie immunosupresji uposledza uktad immunologiczny, zwigkszajac czgsto
ryzyko wystgpienia infekcji, nowotworéw zlosliwych, choréb ukladu krazenia, czy
zahamowania czynnosci szpiku kostnego.

Gloéwng rolg immunosupresantow przyjmowanych przez pacjentdw jest obnizenie
odpornosci organizmu, jako dziatanie prewencyjne, zapobiegajace odrzuceniu przeszczepionego
narzadu. Maja one natomiast wiele udokumentowanych skutkéw ubocznych, w tym dziatanie
nefrotoksyczne, czy hepatotoksyczne.

Jednym ze skutkow immunoterapii jest indukcja szlaku zewnatrzpochodnego apoptozy,
czyli w mys$l definicji - zaprogramowane] 1 kontrolowanej genetycznie $mierci komorki.
Zaburzenia procesu apoptozy komorek stanowig podtoze stanow patologicznych i mogg by¢
Sci$le zwigzane z przewlekta dysfunkcja narzadéow i / lub przyczyniaja si¢ do zmian
morfologicznych.

Dane dotyczace wplywu lekow immunosupresyjnych na morfologie wielu narzadow,
a takze na apoptoz¢ sa ogélnie dostepne. Niewiele jednak wiadomo o efekcie wilaczenia
schematow lekowych immunosupresji na integralno§¢ bariery nabtonkowej jelita, zwlaszcza
cienkiego, gdzie nastepuje kontynuacja proceséw trawienia oraz wchilanianie skladnikow

pokarmowych.

CEL

Celem niniejszej pracy byta ocena wplywu przewlektego podawania szczurom lekow
immunosupresyjnych z grupy inhibitorow kalcyneuryny — cyklosporyny i takrolimusu,
skojarzonych z rapamycyng i glikokortykostertoidem, na morfologi¢ i funkcje btony $luzowe;j

jelita cienkiego.
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Powyzszy cel zostat zrealizowany poprzez:
1. Ocen¢ morfologiczng btony S$luzowej, ze szczegblnym uwzglednieniem nabtonka
kosmkow jelitowych;
2. Oceng histomorfometryczng parametréw nabtonka kosmkow jelitowych;
3. Ilosciowgq analize cyfrowa dotyczaca:
(i) Oceny procesu apoptozy komoérek nabtonkowych kosmkows;
(it) Immunoekspresji biatek potaczen pomiedzy komorkami nabtonkowymi kosmka;

(iii)Oceny zawartosci wiokien kolagenowych typu I w kosmkach jelitowych.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzone zostaly na materiale archiwalnym, przechowywanym w Klinice
Nefrologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego
w Szczecinie, w postaci bloczkow parafinowych z zatopionymi fragmentami jelita cienkiego,
pobranymi od 18. dojrzatych piciowo samcow szczurow (14. tygodniowych) podczas
doswiadczenia, przeprowadzonego wczesnie;j.

Przed rozpoczeciem do$§wiadczenia, wszystkie szczury zwazono, a nastgpnie podzielono
na grupy — grupe kontrolng i 2 grupy doswiadczalne, po 6 osobnikéw w kazdej grupie.

W czasie 6. miesiecy trwania do$wiadczenia, zwierzetom z grup doswiadczalnych
podawano panele ztozone z trzech lekoéw immunosupresyjnych wedlug schematu, opartego
na inhibitorach kalcyneuryny: TRG- takrolimus+rapamycyna+glikokortykosteroid oraz CRG-
cyklosporyna A-+rapamycyna+glikokortykosteroid, w ponizej wymienionych dawkach: (i)
cyklosporyna A (Sandimmun-Neoral); C — 5 mg/kg m.c./dobe; (ii) takrolimus (Prograf); T — 4
mg/kg m.c./dobg; (iii) rapamycyna (Rapamune); R — 0,5 mg/kg m.c./dobg; (iv) prednizon
(Encorton); G — 4 mg/kg m.c./dobe. Szczurom grupy kontrolnej nie podawano lekow.

Z pozyskanych bloczkow parafinowych skrojono skrawki o grubosci 3-4 pm, ktore,
wykorzystano do wykonania barwien histochemicznych, jak H-E, Mallory trichrome (barwnik
trichromowy Mallory'ego), impregnacja srebrem oraz immunohistochemicznych —

immunoekspresja aneksyny V i bialek potaczen migdzykomorkowych.

WYNIKI

1. W barwieniu przegladowym H-E nie odnotowano uchwytnych zmian w ogdlnej
morfologii jelita pomigdzy grupa kontrolng a grupami do§wiadczalnymi.

2. Wykazano zwigkszong zawarto$¢ wilokien kolagenowych typu I w blonie $luzowej

kosmkoéw 1 blaszki wlasciwej jelita szczurdw doswiadczalnych, w poroéwnaniu z grupa
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kontrolng. Jednak akumulacja kolagenu typu I byta wyzsza w grupie CRG, niz w TRG.

3. Najwigkszg zawarto$¢ kolagenu typu III (wlokna retikulinowe srebrochionne)
odnotowano w blonie $luzowej jelita szczurow z grupy CRG, w pordwnaniu z grupami
TRG 1 kontrolna.

4. W ocenie histomorfometrycznej wykazano natomiast, ze wysoko$¢ nabtonka jelita w obu
grupach do§wiadczalnych ulegta obnizeniu, w poréwnaniu z grupg kontrolna:

5. Analiza immunoekspresji aneksyny V, wczesnego markera apoptozy komorek
nabtonkowych, z wykorzystaniem cyfrowej analizy obrazu wykazata, ze wartosSci
wszystkich okreslanych parametrow (obwod, obszar zajety przez produkt reakcji
immunohistochemicznej, intensywno$¢ zabarwienia) réznity si¢ pomiedzy grupami
badanymi a kontrolng, a takze pomiedzy grupami. byly najwyzsze w komorkach
nablonka jelitowego szczuréw grupy TRG. Réznice W intensywnosci zabarwienia zostaly
potwierdzone statystycznie pomi¢dzy grupa kontrolng a CRG oraz pomiedzy grupami:
TRG a CRG oraz TRG a grupg kontrolna.

6. Analiza immunoekspresji biatek uczestniczagcych w tworzeniu potaczen pomigdzy
walcowatymi komorkami nabtonka jelitowego, wykazata rdéznice pomiedzy grupa
kontrolng a badanymi grupami doswiadczalnymi:

(1) Analiza immunoekspresji okludyny, biatka potaczen zamykajacych wskazata roznice
pomigdzy grupami we wszystkich trzech okre§lanych parametrach. Roéznice
w intensywnos$ci zabarwienia zostaly potwierdzone statystycznie pomigdzy grupa
kontrolng a CRG oraz pomigdzy grupami: TRG a CRG oraz TRG a grupg kontrolna.

(2) W analizie immunoekspresji E-kadheryny odnotowano najnizszg intensywnosc¢
zabarwienia  produktu pozytywnej reakcji immunohistochemicznej w nabtonku
jelitowym szczurow z grupy TRG, w pordwnaniu tego parametru z grupa CRG
1 kontrolng. Potwierdzono istotng statystycznie roznic¢ pomigdzy grupa CRG i kontrolng
oraz pomigdzy grupa TRG a CRG i TRG i kontrolna.

(3) Podobnie, w ocenie immunoekspresji winkuliny wykazano réznice w okreslanych
parametrach. Potwierdzono istotng statystycznie roznic¢ pomigdzy intensywnoscia

zabarwienia pomig¢dzy grupami: CRG i kontrolng oraz TRG a CRG i TRG a kontrolna.

WNIOSKI
1. Inhibiory kalcyneuryny wptywaja negatywnie na wysoko$¢ nabtonka jelitowego;
2. Takrolimus w potaczeniu z rapamycynga 1 glikokortykosteroidem wywiera

proapoptotyczny efekt na komorki nabtonka btony sluzowe;j jelita.
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Takrolimus w potaczeniu z rapamycyng i glikokortykosteroidem wptywa destrukcyjnie
na potaczenia migdzykomorkowe w nabtonku jelit;

Zwigkszona zawarto$¢ wiokien kolagenowych w blonie $luzowej jelita szczuréw
w grupach doswiadczalnych, moze wskazywaé stymulacj¢ procesu wloknienia.
Cyklosporyna, w potaczeniu z rapamycyng i glikokortykosteroidem, powoduje

najwicksze zmiany zwldknieniowe w obrgbie btony sluzowej jelita szczurdéw.
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Spis tabel, rycin, schematow

Rycina 1. Sciana jelita cienkiego (materiat wiasny).

Rycina 2. Nabtonek kosmka jelitowego (materiat wiasny).

Rycina 3. Komorki Panetha w dnie krypty jelitowe;

Rycina 4. Kosmki jelitowe oraz krypty jelitowe w blaszce wlasciwej blony $luzowej szczurow
z grupy Kkontrolnej oraz z dwoch grup do$wiadczalnych, ktorym podawano leki
immunosupresyjne, zaliczane do inhibitoréw kalcyneuryny skojarzone z rapamycyng
I glikokortykosteroidem (CRG i TRG). Barwienie hematoksylina-eozyna (H-E); Powigkszenie
obiektywu x 40; bar 100 pum.

Rycina 5. Kosmki jelitowe oraz krypty jelitowe w blaszce whasciwej blony §luzowej szczurow
z grupy kontrolnej oraz z dwodch grup doswiadczalnych, ktorym podawano leki
immunosupresyjne, zaliczane do inhibitoré6w kalcyneuryny (CRG i TRG). Widkna kolagenowe
w blonie §luzowej wybarwione na kolor intensywnie niebieski. Barwienie Mallory Trichrome;

Powigkszenie obiektywu x 40; bar 100 um.

Rycina 6. Kosmki jelitowe oraz krypty jelitowe w blaszce wlasciwej btony sluzowej szczurow
z grupy kontrolnej oraz z dwodch grup doswiadczalnych, ktérym podawano leki
immunosupresyjne, zaliczane do inhibitoréw kalcyneuryny (CRG 1 TRG). Barwienie:

Impregnacja srebrem. Powigkszenie obiektywu x 40; bar 100 um.

Rycina 7. Tlosciowa cyfrowa analiza immunoekspresji aneksyny V, wskazujacej apoptoze

komorek w jelicie cienkim szczuréw z grupy kontrolnej oraz CRG 1 TRG.

Rycina 8. IloSciowa cyfrowa analiza immunoekspresji okludyny, w jelicie cienkim szczurdéw

z grupy kontrolnej oraz z grup doswiadczalnych CRG i TRG.

Rycina 9. Analiza cyfrowa immunoekspresji E-kadheryny pomigdzy komorkami nabtonka jelit

zwierzat grupy kontrolnej oraz otrzymujacych trdjlekowy schemat immunosupresji: CRG i TRG.

Rycina 10. Analiza cyfrowa immunoekspresji winkuliny pomi¢dzy komoérkami nabtonka jelit

zwierzat grupy kontrolnej oraz grup doswiadczalnych CRG 1 TRG.
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Rycina 11. Analiza cyfrowa preparatow jelita cienkiego szczurdéw z grupy kontrolnej oraz dwdch

grup badanych — CRG i TRG, okreslajaca ilosciowa zawartos¢ widkien kolagenowych typu I.

Schemat 1. Nisza komoérek macierzystych jelita cienkiego.

Schemat 2. Schemat przedstawiajacy historyczne ujecie wprowadzania lekow

immunosupresyjnych w terapii pacjentOw po przeszczepieniu nerki.

Schemat 3. Schemat podawania szczurom lekow immunosupresyjnych w trakcie doswiadczenia

oraz liczba zwierzat (n) w kazdej grupie.

Tabela 1. Wysokos$¢ komorek nabtonka jelit szczuréw z grupy kontrolnej oraz grup
doswiadczalnych — CRG i TRG.

Tabela 2. Analiza statystyczna wynikow, uzyskanych z ilosciowej cyfrowej oceny badanych
tkanek.
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