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Zalozenia i tezy rozprawy doktorskiej

Monocyty i makrofagi stanowig kluczowy element systemu odpornosci wrodzonej jako
przedstawiciele profesjonalnych komorek fagocytujacych, zdolnych do produkcji cytokin,
reaktywnych form tlenu (RFT) i azotu i uczestniczace w aktywacji systemu odpornosci
nabytej. Podczas réznicowania, rozpoznawania patogenéw i fagocytozy dochodzi do
zwigkszonej produkcji reaktywnych form tlenu w wyniku aktywacji oksydazy NADPH.
Z jednej strony reaktywne formy tlenu funkcjonuja jako czasteczki sygnalowe i stanowig
cz¢$¢ mechanizmu obrony przed patogenami, z drugiej strony ich nadmierna produkcja moze
prowadzi¢ do szeregu niekorzystnych zmian, m.in. do stresu oksydacyjnego, deregulacji
szlakoéw przekazywania sygnatu czy uszkodzenia sktadnikow komorek. Zatem ze wzgledu na
swoja funkcje komorki monocytéw i1 makrofagdbw moga by¢ szczegodlnie narazone na
niekorzystne dziatanie RFT, co wigze si¢ z powstawaniem uszkodzen sktadnikow komorek:
DNA, biatek, lipidow. W celu uniknigcia szkodliwego dziatania reaktywnych form tlenu
komorki wyksztatcity roznorodne mechanizmy antyoksydacyjne.

Celem badan byty: ocena poziomu ekspresji elementow szlakéw przekazywania sygnatu
zwigzanych z czynnikiem transkrypcyjnym NF-«kB 1 ich aktywno$ci w modelach
réznicowania ,,monocyty-makrofagi” oraz po aktywacji receptora TLR2; identyfikacja
systemow antyoksydacyjnych aktywnych w komoérkach modelowych; weryfikacja zmian ich
aktywnos$ci w czasie rdznicowania ,,monocyty-makrofagi” 1 po stymulacji komorek
lipopeptydem bakteryjnym - ligandem dla receptora TLR2; ocena znaczenia
zidentyfikowanych systemow antyoksydacyjnych dla przezywalnosci komorek w warunkach
narazenia komorek na stres oksydacyjny przed i po ekspozycji na bodziec réznicujacy oraz
przed i po aktywacji receptora TLR2; oraz weryfikacja rezultatow otrzymanych dla
modelowych linii komoérkowych przy uzyciu monocytow izolowanych ex vivo (z krwi
zdrowych dawcow).

W  badaniach  zastosowano dwa modele komodrek typu monocytarnego,
linie komorkowe THP-1 i Mono Mac 6 (MMS6), charakteryzujace si¢ réznym stopniem
dojrzatosci; réznicowano je dla uzyskania modelu komorek makrofagowych przy uzyciu
(odpowiednio) PMA lub mieszaniny witaminy D3 i TGF-B1. Zastosowano rowniez komorki
monocytow izolowane z kozuszka leukocytarno-ptytkowego. Komodrki monocytow

réznicowano w makrofagi typu M1 i M2 przy uzyciu (odpowiednio) GM-CSF lub M-CSF.
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Skuteczno$¢ rdéznicowania komorek typu monocytarnego potwierdzono poprzez analizg
markeréw réznicowania na poziomie RNA 1 biatka.

Analizowano wplyw roznicowania i1 stymulacji receptora TLR2 na funkcje komorek.
Roznicowanie przyczynialo si¢ do wzrostu ilosci produkowanego anionorodnika
ponadtlenkowego w komoérkach THP-1, wzrostu zdolnosci do fagocytozy w komorkach
monocytow oraz predysponowato komorki typu monocytarnego do szybszego
I intensywniejszego wydzielania cytokin w odpowiedzi na czynnik stymulujacy. Stymulacja
receptora TLR2 skutkowata wzrostem zdolnos$ci do fagocytozy (w niezréznicowanych THP-1
i zroznicowanych MM®6) i1 wzrostem ilosci wydzielanych cytokin (komorki niezréznicowane
1 zrdznicowane).

Warunki stresu oksydacyjnego tworzono bezposrednio przez dodanie nadtlenku
wodoru lub posrednio poprzez ekspozycje komoérek na czynniki indukujace powstawanie
rodnikow tlenowych: parakwat generujacy anionorodnik ponadtlenkowy lub mieszanine
chlorku zelaza (II) 1 kwasu askorbinowego (Fe/Asc) generujaca rodnik hydroksylowy.

Komorki narazone sg na dziatanie nadtlenku wodoru pochodzacego z réznych zrddet,
zard6wno wewnatrzkomoérkowych (gdy produkowany jest on w cytoplazmie, mitochondriach,
peroksysomach), jak i zewnatrzkomoérkowych (gdy produkowany jest przez inne komorki).
Nadtlenek wodoru zdolny jest do przenikania przez btong¢ komodrkows, dlatego tez moze
przemieszcza¢ si¢ pomiedzy organellami komodrkowymi 1 cytoplazma 1 dziataé
w obszarach oddalonych od miejsca produkcji, a dodany egzogennie moze przenika¢ do
wnetrza komorki. Analiza zywotnosci komorek 1 powstawania uszkodzen oksydacyjnych
biatek wykazata, ze bardziej dojrzate komodrki MM6, w poréwnaniu z THP-1,
charakteryzowaly si¢ znacznie wyzsza opornoscia na dziatanie nadtlenku wodoru. Wigksza
opornos¢ wigzala si¢ z mniejsza ilosScig generowanych uszkodzen oksydacyjnych w tych
komorkach. Natomiast w komorkach THP-1 do wzrostu opornos$ci na nadtlenek wodoru
przyczyniaty si¢: roznicowanie w kierunku komorek typu makrofagowego 1 aktywacja
receptora TLR2 w komorkach niezroznicowanych. Oba te procesy skutkowaly takze
spadkiem ilosci generowanych uszkodzen oksydacyjnych biatek.

Komoérki MM6 byly roéwniez bardziej oporne na dzialanie parakwatu. W cytotoksycznym
dziataniu parakwatu wykazano rol¢ anionorodnika ponadtlenkowego, wyzsza oporno$¢ moze
by¢ zatem zwigzana z wyzsza aktywnos$cig systemoéw obronnych komorki, ktorych substrat
stanowi anionorodnik ponadtlenkowy, bezposredni produkt cyklu redoks parakwatu.

Wiele sktadnikoéw komorki jest podatnych na dzialanie samych metali przej$ciowych

1 reaktywnych form tlenu generowanych w obecnos$ci zredukowanych metali przejSciowych.
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Moga one m.in. prowadzi¢ do peroksydacji lipidow w komorkach makrofagow. Nie
zaobserwowano roznic w opornosci pomigdzy komoérkami mniej dojrzalymi (THP-1)
1 bardziej dojrzatymi (MM6) w przypadku ich ekspozycji na mieszaning zelaza (II)
i askorbinianu. Ekspozycja komorek na mieszaning Fe/Asc skutkowata powstawaniem
wigkszej liczby uszkodzen oksydacyjnych biatek niz w przypadku ekspozycji na nadtlenek
wodoru. Proces roznicowania komoérek THP-1 w kierunku komoérek makrofagowych
zwiekszat ich oporno$¢ na dziatanie mieszaniny zelaza (II) i askorbinianu. W komorkach
MM6 wykazujacych wigksza opornos¢ na dziatanie tagodniejszych systemow
prooksydacyjnych (nadtlenek wodoru, parakwat), aktywacja receptora TLR2 byta
wystarczajaca do pojawienia si¢ opornosci na system generujacy silnie reaktywne formy tlenu
(Fe/Asc). Zwigkszata ona oporno$¢ komoérek MM6 (zard6wno niezroznicowanych, jak
i zr6znicowanych) oraz prowadzita do spadku ilo$ci generowanych uszkodzen oksydacyjnych
w komorkach niezréznicowanych. W komoérkach bardziej dojrzatych podstawowy poziom
aktywno$ci systemu antyoksydacyjnego wplywa na wyzsza opornos¢ komoérek na
tagodniejsze systemy prooksydacyjne, natomiast w przypadku silnie reaktywnych form tlenu
podstawowy poziom obrony antyoksydacyjnej komorek zostaje sforsowany i zwigkszenie
opornos$ci wymaga dodatkowej aktywacji komorek i ich systemdéw obronnych, np. poprzez
aktywacje¢ receptora TLR2.

W regulacji ekspresji szeregu czynnikow antyoksydacyjnych wykazano uprzednio udziat
czynnika jadrowego «B. Reprezentuje on rodzing czynnikéw transkrypcyjnych
odgrywajacych wazng role¢ w aspekcie obrony gospodarza przed patogenami oraz odpowiedzi
zapalnej, zaangazowany jest w procesy przekazywania sygnalu po aktywacji receptorow
z rodziny TLR. Analizowano ekspresje¢ czynnika NF-kB w komorkach THP-1 i MM6 oraz
wplyw réznicowania i aktywacji receptora TLR2 na jego aktywnos¢. Do oceny aktywacji
czynnika NF-kB wykorzystano analize translokacji do jadra komorkowego biatka p65 oraz
ekspresji genu reporterowego znajdujacego si¢ pod kontrolg elementu odpowiedzi na NF-«xB.
W stanie podstawowym monocytarne linie komorkowe THP-1 1 MM6 charakteryzowaty si¢
podobnym profilem ekspresji sktadnikow szlaku NF-kB, genoéw kodujacych inhibitory,
kinazy, biatka z rodziny NF-kB charakterystyczne zarowno dla klasycznej, jak i alternatywnej
drogi aktywacji. W obu liniach komérkowych po stymulacji receptora TLR2 zaobserwowano
znaczacy wzrost ekspresji sktadnikow systemu NF-kB 1 jego aktywacje. Réznicowanie
odgrywa istotng rolg¢ w aktywacji czynnika NF-kxB w komorkach THP-1, dla wigkszosci
sktadnikow systemu wptywa na wzrost ich ekspresji i predysponuje komoérki do szybszej

1 wzmozone] reakcji na rozpoznanie liganda Dbakteryjnego. Zdolno$s¢ komorek
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zr6znicowanych do silniejszej odpowiedzi na zakazenie widoczna jest m.in. we wzro$cie
poziomu TNF-a uwalnianego w komorkach zréznicowanych stymulowanych pam3CSK4
w porownaniu z komoérkami niezroznicowanymi. Stymulacja pam3CSK4 skutkowata
indukcja translokacji NF-kB p65 z cytoplazmy do jadra, przy czym w komorkach
zréznicowanych dochodzilo do nagromadzenia wigkszych ilosci biatka w jadrze niz
w komorkach niezréznicowanych. Zaobserwowano synergistyczny efekt roznicowania
i aktywacji receptora TLR2 na aktywnos$¢ transkrypcyjng czynnika NF-kB. Po aktywacji
receptora  TLR2 wzrasta ekspresja sktadnikow sygnatowego szlaku klasycznego
i alternatywnego 1 mozliwe jest zaangazowanie obu szlakow sygnatowych w odpowiedzi na
ligand bakteryjny, co moze wplywaé na wydtuzenie odpowiedzi odpornosciowej. Aktywacja
czynnika NF-kB moze takze przyczynia¢ si¢ do wzrostu zdolnosci komodrek do rozpoznania
patogenu poprzez indukcje ekspresji receptorOw rozpoznajacych wzorce, w szczegdlnosci
receptora TLR2. Ekspresja sktadnikéw systemu NF-«kB byla znacznie wyzsza w komorkach
monocytow izolowanych ex vivo w poréwnaniu z monocytarnymi liniami komoérkowymi
i wzrastata po stymulacji receptora TLR2 w komoérkach niezroznicowanych
1 zrdznicowanych.

W celu oceny zaangazowania wybranych sktadnikéw systemu antyoksydacyjnego we
wzrost opornosci komorek na stres oksydacyjny podczas réznicowania i aktywacji receptora
TLR2 zastosowano analize¢ ekspresji i aktywnosci tych elementow.

Zaobserwowano, ze profil ekspresji i aktywnosci enzymow antyoksydacyjnych zalezy od
stopnia dojrzatosci komoérek i obecnosci ligandu TLR2. Anion ponadtlenkowy przeksztatcany
jest przez dysmutaze ponadtlenkowa w mniej reaktywng forme - nadtlenek wodoru.
W komoérkach MM6, w poroéwnaniu z komorkami THP-1, odnotowano znacznie wyzsza
ekspresje genéw SOD1 i SOD2, dwoch form decydujacych w gtownej mierze o catkowitej
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej, przy czym dla SOD2 potwierdzono ten efekt na
poziomie biatka. Indukcja ekspresji SOD2 po aktywacji receptora TLR2 byta silnie zalezna od
aktywnosci NF-kB. Wzrost ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej towarzyszacy wzrostowi
opornosci na stres oksydacyjny i spadek opornosci komorek po zahamowaniu aktywnosci
SOD wskazuja na znaczacy udzial tego enzymu w opornosci komorek na stres oksydacyjny.

Dysmutaza ponadtlenkowa przyczynia si¢ do produkcji nadtlenku wodoru, innej
reaktywnej formy tlenu zdolnej w wysokich stezeniach do indukcji uszkodzen w komorkach.
Regulacja stezenia i usuwania nadtlenku wodoru stanowi istotny element ochrony przed
formowaniem pochodnych reaktywnych form tlenu. Dlatego tez analizowano ekspresje

i aktywno$¢ enzymoéw antyoksydacyjnych dla ktorych H,O, stanowi substrat: katalazy,
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peroksydaz glutationowych i peroksyredoksyn. Wykazano, ze aktywno$¢ katalazy jest zalezna
od stezenia nadtlenku wodoru: ze wzgledu na niskie powinowactwo do H,O, skutecznie
dziata ona tylko przy jego wysokich st¢zeniach. Natomiast peroksydazy glutationowe oraz
peroksyredoksyny sg bardziej skuteczne przy niskich stezeniach H,O,. Znacznie wyzszy
podstawowy poziom aktywnos$ci Katalazy w komorkach MM6 moze by¢ odpowiedzialny za
ich opornos¢ na dziatanie wysokich stgzen nadtlenku wodoru. Zahamowanie aktywnosci
katalazy w komorkach THP-1 prowadzitlo do wzrostu wrazliwosci na H,O, komorek
niezréznicowanych i zréznicowanych, aktywowanych pam3CSK4.

Dziatanie peroksydazy glutationowej zwigzane jest z systemem regeneracyjnym
obejmujacym glutation i reduktaze glutationowa. Komorki MM6 charakteryzowaty sig
wyzszg podstawowa aktywnoscig peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowej, byty
one nastepnie indukowane w wyniku réznicowania oraz w wyniku aktywacji receptora TLR2
w niezréznicowanych komorkach THP-1. W obu liniach komérkowych najwyzszy poziom
ekspresji odnotowano dla peroksydazy glutationowej 1 i 4 (GPx-1, GPx-4). GPx-4 moze
stanowi¢ wazny skladnik ochrony przed stresem oksydacyjnym wywolywanym przez
sktadniki powodujace uszkodzenia btony komorkowej, tj. HO, czy mieszaning Fe/Asc, ze
wzgledu na jej zdolno$¢ do bezposredniej redukcji wodoronadtlenkow fosfolipidow, dzigki
czemu przyczynia si¢ do zahamowania procesu peroksydacji lipidow i1 ochrony przed
uszkodzeniami oksydacyjnymi btony komorkowej. Podobng role petni peroksyredoksyna 6,
ktorej ekspresja wzrasta w komodrkach stymulowanych pam3CSK4 oraz w zréznicowanych
komorkach THP-1. Dla GPx-1 wykazano role w ochronie przed stresem oksydacyjnym
wywotywanym przez wysokie stezenia parakwatu.

Podstawowy poziom glutationu w komoérkach MM6 byt znacznie wyzszy niz
w komoérkach THP-1. Bylo to zwigzane z wyzsza ekspresja podjednostek syntetazy
y-glutamylocysteinowej (YGLCL): GCLM i GCLC, wptywajaca prawdopodobnie na wzrost
aktywnosci yGLCL, enzymu decydujacego o szybkosci reakcji syntezy glutationu.
Roéznicowanie komoérek THP-1 prowadzito do indukcji ekspresji genow kodujacych
podjednostki yGLCL i do wzrostu poziomu glutationu w komorkach. Zahamowanie
aktywnosci syntetazy y-glutamylocysteinowej prowadzito do spadku podstawowej opornosci
komoérek THP-1 na nadtlenek wodoru oraz spadku zywotnosci w komorkach THP-1
zrdéznicowanych i aktywowanych pam3CSK4.

Wazng czeScig ukladu antyoksydacyjnego komodrek jest system tioredoksyny
obejmujacy: tioredoksyneg, reduktaze tioredoksyny oraz inne enzymy wykorzystujace

tioredoksyne jako donora elektronow, np. peroksyredoksyny. Wskazuje si¢ na ich udziat
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w ochronie przed stresem oksydacyjnym, a peroksyredoksyna moze by¢ bardziej efektywna
niz katalaza w usuwaniu nadtlenku wodoru ze wzgledu na wysokie powinowactwo do H,0..
W komorkach THP-1 i MM6 odnotowano podobny poziom aktywnosci i ekspresji reduktazy
tioredoksyny. W wyniku réznicowania i aktywacji TLR2 zaobserwowano indukcj¢ ekspresji
form cytoplazmatycznych tioredoksyny, reduktazy tioredoksyny i peroksyredoksyny.
Zastosowanie inhibitora aktywno$ci reduktazy tioredoksyny nie wplywato na zywotnos¢
komorek narazonych na dziatanie H,O,, co wskazuje na mniejsze znaczenie tego systemu dla
przezywalnosci komorek w analizowanych warunkach. Poniewaz ilo$¢ tioredoksyny
w komorce jest mniejsza w poréwnaniu z innymi antyoksydantami, jej mechanizm
protekcyjny moze by¢ bardziej zwigzany z rola w regulacji procesow przekazywania sygnatu
niz z bezposrednim zaangazowaniem w reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych pierwszego
kontaktu z egzogennymi reaktywnymi oksydantami.

W  komoérkach MM6 inhibicja zZadnego pojedynczego elementu systemu
antyoksydacyjnego nie wplywala na ich wrazliwo$¢ na H,0,. Prawdopodobnie wiele
systeméw ma réwnorzedne znaczenie w ochronie antyoksydacyjnej i aktywne systemy sa
zdolne zrekompensowa¢ brak systemow zdezaktywowanych. Dopiero réwnoczesna
inaktywacja kilku systemoéw moze doprowadzi¢ do widocznych zmian we wrazliwos$ci
komorek na stres oksydacyjny.

W komorkach monocytow zaobserwowano znacznie wyzsza ekspresje wiekszosci
analizowanych genow systemu antyoksydacyjnego w pordwnaniu z liniami komdrkowymi.
Wozrost ekspresji zaobserwowano w makrofagach M1, w ktérych dochodzito do silniejszej
indukcji analizowanych sktadnikéw systemu antyoksydacyjnego niz w makrofagach M2.
W sytuacji rozpoznania liganda bakteryjnego dochodzito do indukcji ekspresji podobnego
profilu gené6w w monocytach i makrofagach, jak w modelowych liniach komoérkowych
(GCLM, TXN, TXNRD1, PRDX1, SOD2), co potwierdza istotng rolg¢ tych elementow
w regulacji homeostazy redoks.

Whioski

e W komoérkach THP-1 i Mono Mac 6 stymulacja receptora TLR2 ligandem
bakteryjnym prowadzi do indukcji ekspresji sktadnikow systemu NF-kB 1 jego
aktywacji. W komorkach zréznicowanych aktywacja czynnika NF-xB w odpowiedzi
na pam3CSK4 skutkuje nagromadzeniem wigkszych iloSci biatka w jadrze

komoérkowym.
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e Niezroznicowane komoérki Mono Mac 6 s3a znacznie bardziej oporne na stres
oksydacyjny generowany przez ekspozycje na H,O; i parakwat niz komorki THP-1,
prawdopodobnie jest to zwigzane z bardziej dojrzaltym fenotypem komoérek MM6.
Wyzsza oporno$¢ skutkuje mniejszg iloscig powstajacych uszkodzen oksydacyjnych
w tych komorkach. Wysoki podstawowy poziom ekspresji dysmutazy ponadtlenkowej
w komorkach MM6 moze wptywac¢ na oporno$¢ na anionorodnik ponadtlenkowy,
bezposredni produkt cyklu redoks parakwatu. Wysoki podstawowy poziom glutationu
1 poziom aktywnos$ci katalazy, peroksydazy glutationowej i reduktazy glutationowe;j

w komoérkach MM6 moze by¢ odpowiedzialny za wysoka oporno$¢ na dziatanie H,0,.

e Roéznicowanie prowadzi do wzrostu oporno$ci na stres oksydacyjny (H,O,, Fe/Asc)
w mniej dojrzatych komoérkach THP-1. W zwigzanym z réznicowaniem wzroscie
oporno$ci na nadtlenek wodoru znaczacg role¢ wykazano dla systemu glutationu

i katalazy.

e W niezréznicowanych komodrkach THP-1 aktywacja receptora TLR2 skutkuje
zwigkszeniem oporno$ci na stres oksydacyjny (H,O,, parakwat). Za wzrost oporno$ci
na H,O, w komorkach THP-1 odpowiada dysmutaza ponadtlenkowa indukowana
silnie w wyniku stymulacji receptora TLR2, ktorej inhibicja prowadzi do spadku
opornosci, a takze system glutationu, w obrgbie ktorego dochodzi do wzrostu
aktywnos$ci peroksydazy i1 reduktazy glutationowej w komorkach stymulowanych
ligandem bakteryjnym, a inhibicja syntezy glutationu prowadzi do wzrostu

wrazliwos$ci na nadtlenek wodoru.

e Komoérki monocytéw w porownaniu z liniami komorkowymi odznaczajg si¢ wyzsza
ekspresja receptorow rozpoznajacych wzorce (PRR), sktadnikow systemu NF-«B,
sktadnikéw systemu antyoksydacyjnego. W makrofagach M1 w poréwnaniu z M2
dochodzi do silniejszej indukcji ekspresji elementéw systemu antyoksydacyjnego,
prawdopodobnie ze wzglgdu na ich prozapalny charakter i wigksze narazenie na
dziatanie reaktywnych form tlenu. W sytuacji rozpoznania liganda bakteryjnego
dochodzi do indukcji ekspresji podobnego profilu genéw w monocytach
I makrofagach (GCLM, TXN, TXNRD1, PRDX1, SOD2), co moze $wiadczy¢ o istotnej

roli tych elementéw w regulacji homeostazy redoks.



