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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 ukladowy, nieswoiste
choroby zapalne jelit, uktadowe zapalenie naczyn. Oprocz wymaganego i oczekiwanego efektu
leczenia, stosowanie immunosupresji uposledza uktad immunologiczny, zwigkszajac czgsto
ryzyko wystagpienia infekcji, nowotworéw zlosliwych, choréb uktadu krazenia, czy
zahamowania czynnosci szpiku kostnego.

Gtowng rolg immunosupresantow przyjmowanych przez pacjentéw jest obnizenie
odpornosci organizmu, jako dzialanie prewencyjne, zapobiegajace odrzuceniu przeszczepionego
narzadu. Maja one natomiast wiele udokumentowanych skutkow ubocznych, w tym dzialanie
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 podioze standéw patologicznych i moga by¢
scisle zwiazane z przewlekla dysfunkcja narzadow 1 / lub przyczyniaja si¢ do zmian
morfologicznych.

Dane dotyczace wplywu lekow immunosupresyjnych na morfologie wielu narzadow,
a takze na apoptoze s3 ogolnie dostepne. Niewiele jednak wiadomo o efekcie wiaczenia
schematow lekowych immunosupresji na integralno$¢ bariery nablonkowej jelita, zwlaszcza
cienkiego, gdzie nastgpuje kontynuacja procesOw trawienia oraz wchianianie skladnikow

pokarmowych.

CEL

Celem niniejszej pracy byla ocena wptywu przewleklego podawania szczurom lekow

immunosupresyjnych z grupy inhibitorow kalcyneuryny — cyklosporyny i takrolimusu,
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skojarzonych z rapamycyng i glikokortykostertoidem, na morfologi¢ i funkcj¢ btony §luzowe;j

jelita cienkiego.

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

(iii)Oceny zawartos$ci wiokien kolagenowych typu I w kosmkach jelitowych.

MATERIAL I METODY

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

Przed rozpoczeciem doswiadczenia, wszystkie szczury zwazono, a nastgpnie podzielono
na grupy — grupe kontrolng i 2 grupy doswiadczalne, po 6 osobnikow w kazdej grupie.

W czasie 6. miesigcy trwania doswiadczenia, zwierzetom z grup doswiadczalnych
podawano panele ztozone z trzech lekéw immunosupresyjnych wedlug schematu, opartego
na inhibitorach kalcyneuryny: TRG- takrolimus+rapamycyna+glikokortykosteroid oraz CRG-
cyklosporyna A-+rapamycyna+tglikokortykosteroid, 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./dobe; (iv) prednizon
(Encorton); G — 4 mg/kg m.c./dobg. Szczurom grupy kontrolnej nie podawano lekow.

Z pozyskanych bloczkéw 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 biatek potaczen migdzykomorkowych.

WYNIKI

1. W barwieniu przegladowym H-E nie odnotowano uchwytnych zmian w o0golnej



morfologii jelita pomigdzy grupg kontrolng a grupami doswiadczalnymi.

2. Wykazano zwigkszong zawarto$¢ widkien kolagenowych typu I w blonie $luzowej
kosmkoéw 1 blaszki wlasciwej jelita szczuréw doswiadczalnych, w poroéwnaniu z grupa
kontrolng. Jednak akumulacja kolagenu typu I byta wyzsza w grupie CRG, niz w TRG.

3. Najwigkszag zawartos¢ kolagenu typu III (wldkna retikulinowe srebrochtonne)
odnotowano w btonie §luzowej jelita szczuréw z grupy CRG, w poréwnaniu z grupami
TRG i kontrolna.

4, W ocenie histomorfometrycznej wykazano natomiast, ze wysokos$¢ nablonka jelita w obu
grupach do§wiadczalnych ulegla obnizeniu, w poréwnaniu z grupg kontrolna:

5. Analiza immunoekspresji aneksyny V, wczesnego markera apoptozy komorek
nabtonkowych, z wykorzystaniem cyfrowej analizy obrazu wykazata, ze wartosci
wszystkich okreslanych parametrow (obwdd, obszar zajety przez produkt reakcji
immunohistochemicznej, intensywno$¢ zabarwienia) réznily si¢ pomigdzy grupami
badanymi a kontrolng, a takze pomiedzy grupami. byly najwyzsze w komorkach
nabtonka jelitowego szczurow grupy TRG. Roznice w intensywnosci zabarwienia zostaly
potwierdzone statystycznie pomigdzy grupa kontrolng a CRG oraz pomigdzy grupami:
TRG a CRG oraz TRG a grupg kontrolna.

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

(1) Analiza immunoekspresji okludyny, biatka potaczen zamykajacych wskazala r6znice
pomiedzy grupami we wszystkich trzech okreslanych parametrach. Rodznice
w intensywnos$ci zabarwienia zostaly potwierdzone statystycznie pomigdzy grupg
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 szczuréw z grupy TRG, w porownaniu tego parametru z grupa CRG
1 kontrolng. Potwierdzono istotng statystycznie réznice pomigdzy grupa CRG i kontrolng
oraz pomiedzy grupa TRG a CRG i TRG i kontrolna.

(3) Podobnie, w ocenie immunoekspresji winkuliny wykazano roéznice w okreslanych
parametrach. Potwierdzono istotng statystycznie rdznic¢ pomiedzy intensywnoscig

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

WNIOSKI



Inhibiory kalcyneuryny wptywaja negatywnie na wysokos$¢ nabtonka jelitowego;
Takrolimus w polaczeniu z rapamycyna 1 glikokortykosteroidem wywiera
proapoptotyczny efekt na komorki nabtonka btony sluzowej jelita.

Takrolimus w potaczeniu z rapamycyng 1 glikokortykosteroidem wptywa destrukcyjnie
na potgczenia migdzykomorkowe w nabtonku jelit;

Zwigkszona zawarto$¢ wiokien kolagenowych w blonie $luzowej jelita szczuréw
w grupach dos$wiadczalnych, moze wskazywa¢ stymulacje procesu widknienia.
Cyklosporyna, w potaczeniu z rapamycyng 1 glikokortykosteroidem, powoduje

najwicksze zmiany zwldknieniowe w obrebie btony sluzowe;j jelita szczurow.



