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Streszczenie

Monocyty i makrofagi jako przedstawiciele profesjonalnych komorek fagocytujacych,
zdolnych do produkcji cytokin, reaktywnych form tlenu i azotu i uczestniczace w aktywacji
systemu odporno$ci nabytej, stanowig kluczowy element systemu odpornosci wrodzonej.
Celem badan byta analiza aktywnosci systemu NF-«kB, analiza odpowiedzi na stres
oksydacyjny w ludzkich komoérkach typu monocytarnego i makrofagowego, a takze
sprawdzenie, jak zjawiska te modulowane sg podczas rozpoznania patogenu.

Pomimo zalety systemu ex vivo, jakg jest jego naturalne pochodzenie, praca
z wykorzystaniem komorek izolowanych z krwi generuje szereg probleméw: wysokie koszty
i pracochtonne procedury, mata liczba dostgpnych komorek, zanieczyszczenia w postaci
innych sktadnikow krwi, duze roéznice pomiedzy dawcami, problemy prawno-etyczne oraz
koniecznos$¢ pracy z zachowaniem wzmozonych zasad bezpieczenstwa biologicznego. Uzycie
systemu modelowego, ludzkich linii komoérkowych wywodzacych sie z komorek
nowotworowych, daje mozliwo$¢ ominigcia tych probleméw i1 dostarcza waznego narzedzia
do badania funkcji, mechanizméw i odpowiedzi w komorkach.

W badaniach zastosowano dwa typy linii komérkowych: THP-1 i Mono Mac 6.
Reprezentuja one komorki typu monocytarnego o réznym stopniu dojrzatosci. Obie linie
komorkowe moga by¢ roéznicowane w komorki typu makrofagowego przy uzyciu
12-mirystylo-13-octanu forbolu czy tez witaminy D3. W przypadku komorek THP-1
najbardziej efektywnym czynnikiem rdéznicujacym jest PMA, pod wzglegdem wplywu na
indukcje adhezji, zahamowanie proliferacji, aktywno$¢ fagocytarna, ekspresj¢ markeréw
réznicowania na poziomie RNA 1 biatka: CD14, CD11a, CDI11b, produkcj¢ cytokin: TNF-a,
IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-10. Pokazano, ze THP-1 stanowi dobry model w badaniach profilu
ekspresji gendéw po stymulacji komorek ligandami bakteryjnymi. Komoérki Mono Mac 6
fenotypowo i funkcjonalnie reprezentuja dojrzale monocyty krwi, pod wzgledem ekspresji
CD14 i produkcji cytokin IL-1p, TNF-a, IL-6 w odpowiedzi na ligandy bakteryjne. Mono
Mac 6 mogg by¢ dalej réznicowane w bardziej dojrzate komorki typu makrofagowego przy
uzyciu witaminy D3 1 TGF-B1. Roznicowanie skutkuje tworzeniem agregatow komoérkowych,
ekspresja 5-lipooksygenazy oraz CD69, a takze towarzyszy mu wzrost ekspresji CD14,
CDl11a, CD11b, CD11c, MMP9 na poziomie mMRNA.

Analizowano, jak réznicowanie i rozpoznanie patogenu wptywa na modulacje¢ funkcji

komorkowych: fagocytoze, produkcje reaktywnych form tlenu i cytokin. Dla pam3CSK4
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wykazano, jak we wczesniejszych badaniach dla innych ligandow bakteryjnych: FSL-1
i peptydoglikanu, role w modulacji procesu fagocytozy patogendéw przez komorki typu
monocytarnego i makrofagowego. Stymulacja receptora TLR2 w niezréznicowanych THP-1
i zroznicowanych MM6 skutkowata wzrostem zdolnosci do fagocytozy bakterii E. coli.
Monocyty charakteryzowaty si¢ wiekszg zdolnoscig do fagocytozy, dodatkowo zwigkszang
w wyniku réznicowania. Aktywacja receptora TLR2 nie wplywata natomiast na ilo$¢
produkowanego anionorodnika ponadtlenkowego w komoérkach THP-1 i MMG,
prawdopodobnie ze wzgledu na wysokg aktywno$¢ systemu antyoksydacyjnego w tych
komorkach, w przeciwienstwie do komoérek monocytéw, w ktorych dochodzi do zwigkszenia
produkcji RFT w wyniku stymulacji ligandem bakteryjnym. W wyniku aktywacji TLR2 przez
pam3CSK4 dochodzi do indukcji wydzielania znacznych ilosci cytokin w obu liniach
komoérkowych, zréznicowanych 1 niezréznicowanych, przy czym proces rdéznicowania
predysponuje komorki do szybszej 1 zwickszonej odpowiedzi na czynnik stymulujacy.

W organizmach tlenowych reaktywne formy tlenu produkowane sa w normalnych
warunkach jako produkt uboczny aktywnosci enzymow uczestniczacych w metabolizmie
tlenowym. Dodatkowo RFT powstajg w procesach rozpoznania i fagocytozy patogenow, jako
glowne produkty aktywno$ci enzymoéw, np. oksydazy NADPH. Ma to duze znaczenie dla
wyspecjalizowanych komorek fagocytujacych, jak monocyty i makrofagi, dla ktorych
reaktywne formy tlenu stanowig czgs¢ mechanizmu obrony przed patogenami. Oprocz
pelnienia pozytywnej roli jako czasteczki sygnalowe i bron przeciwko patogenom, RFT sa
takze zaangazowane w sytuacje patologiczne, prowadzac do uszkodzen i dysfunkcji DNA,
biatek, lipidow. W celu uniknigcia szkodliwego dziatania reaktywnych form tlenu komorki
wyksztalcity r6znorodne mechanizmy antyoksydacyjne. Enzymy 1 czasteczki zaangazowane
w obronie antyoksydacyjnej mozna sklasyfikowa¢ w trzy glowne systemy: system dysmutazy
ponadtlenkowej/katalazy, system glutationu i system tioredoksyny.

W badaniach warunki stresu oksydacyjnego generowano bezposrednio przez dodanie
nadtlenku wodoru lub posrednio poprzez ekspozycje komoérek na systemy generujace rodniki
tlenowe: parakwat lub mieszanine chlorku zelaza (II) i kwasu askorbinowego (Fe/Asc).

Analiza zywotnosci komodrek 1 powstawania uszkodzen oksydacyjnych biatek
wykazala, ze bardziej dojrzale koméorki MM6, w poréwnaniu z THP-1, charakteryzowaly si¢
znacznie wyzszg oporno$cig na dziatanie HyO,. Wigksza opornos¢ MM6 na H,0, wigzata sie
takze z mniejszg iloScig generowanych uszkodzen oksydacyjnych w tych komorkach.
Natomiast w komérkach THP-1 do wzrostu oporno$ci na nadtlenek wodoru przyczyniaty si¢:

roznicowanie w kierunku komorek typu makrofagowego i aktywacja receptora TLR2, oba te
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procesy skutkowaty takze spadkiem ilosci generowanych uszkodzen oksydacyjnych biatek.
Komoérki MM6 byly réwniez bardziej oporne na dziatanie parakwatu, natomiast nie
zaobserwowano roznic w opornosci pomi¢dzy komoérkami mniej dojrzatymi (THP-1)
i bardziej dojrzalymi (MM6) w przypadku ich ekspozycji na system Fe/Asc generujacy
wysoce toksyczne dla sktadnikow komorek reaktywne formy tlenu. W komoérkach MM6
wykazujacych wigkszg oporno$¢ na dziatanie tagodniejszych systemdéw prooksydacyjnych
(nadtlenek wodoru, parakwat), aktywacja receptora TLR2 byla wystarczajgca do pojawienia
si¢ opornos$ci na system generujacy silnie reaktywne formy tlenu (Fe/Asc).

W regulacji ekspresji szeregu czynnikoOw antyoksydacyjnych pokazano udziat
czynnika NF-xB, dlatego tez analizowano aktywno$¢ tego czynnika w komorkach typu
monocytarnego i makrofagowego stymulowanych ligandem bakteryjnym.

W wyniku aktywacji receptora TLR2 moze dochodzi¢ do aktywacji szlaku NF-xB
zaleznej od kompleksu MyD88-IRAK1/IRAK2-TRAF6 lub tez kompleksu Racl-PI3K-Akt.
Dochodzi do szybkiej degradacji biatek inhibitorowych IkBa oraz wolniejszej degradacji
IxBp i IxkBe. Aktywowane kompleksy mogg zawiera¢ wszystkie biatka z rodziny NF-«B.
Aktywno$¢ czynnika NF-kB kontrolowana jest przez szereg sprzezen zwrotnych, a sprzezenie
zwrotne dodatnie, np. autokrynne 1 parakrynne dzialanie cytokin (TNF-a, IL-1p), pelni wazna
role w amplifikacji i wydluzeniu czasu trwania wrodzonej odpowiedzi odpornosciowe;j.
W obu liniach komérkowych po stymulacji receptora TLR2 zaobserwowano znaczacy wzrost
ekspresji sktadnikéw systemu NF-kB i jego aktywacje. Roznicowanie odgrywa istotng role
w aktywacji czynnika NF-kB, w szczegdlnosci w komorkach THP-1 réznicowanych przy
uzyciu PMA, dla wigkszosci skladnikéw systemu wptywa na wzrost ich ekspresji
1 predysponuje komorki do szybszej 1 wzmozonej reakcji na rozpoznanie liganda
bakteryjnego, co wida¢ np. we wzroscie poziomu uwalnianego TNF-a. Stymulacja
pam3CSK4 skutkowata indukcja translokacji NF-xB p65 z cytoplazmy do jadra, przy czym
proces ten przebiegal szybciej w komorkach zroznicowanych niz w niezréznicowanych.
Zaobserwowano synergistyczny efekt roznicowania i1 aktywacji receptora TLR2 na aktywnos¢
transkrypcyjng  czynnika NF-xB. Poziom ekspresji RELB i NFKB2 wzrastat
w niezréznicowanych i zréznicowanych komorkach THP-1 i MM6 po stymulacji ligandem
bakteryjnym, a zatem mozliwe jest uruchomienie sygnatowego szlaku alternatywnego, co
moze wplywaé¢ na wydluzenie odpowiedzi odpornosciowej. Roznicowanie komorek typu
monocytarnego jak 1 stymulacja komorek niezréznicowanych przy uzyciu pam3CSK4

skutkowaly wzrostem ekspresji przedstawicieli r6znych rodzin receptorow rozpoznajacych
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wzorce, przy czym wzrost ekspresji TLR2 po stymulacji pam3CSK4 w obu analizowanych
liniach komérkowych zalezny jest od aktywnosci czynnika NF-«xB.

W celu oceny zaangazowania wybranych skladnikow systemu antyoksydacyjnego we
wzrost oporno$ci komoérek na stres oksydacyjny podczas roznicowania i aktywacji receptora
TLR2, analizowano ich ekspresje i aktywnos¢.

Zaobserwowano, ze profil ekspresji i aktywnos$ci enzymow antyoksydacyjnych zalezy
od stopnia dojrzatosci komodrek i rozpoznania ligandow. Wzrost ekspresji dysmutazy
ponadtlenkowej towarzyszacy wzrostowi opornosci i spadek opornosci komoérek po
zahamowaniu aktywnosci SOD wskazuja na znaczacy udzial tego enzymu w opornosci
komoérek na stres oksydacyjny. Z drugiej strony SOD moze przyczynia¢ si¢ do produkcji
H,0,, innej reaktywnej formy tlenu zdolnej w wysokich stezeniach do indukcji uszkodzen
w komorkach. Regulacja stezenia i usuwania nadtlenku wodoru stanowi istotny element
ochrony przed formowaniem pochodnych reaktywnych form tlenu. Dlatego tez analizowano
ekspresje 1 aktywno$¢ enzymow antyoksydacyjnych dla ktorych H,O, stanowi substrat.
Znacznie wyzszy podstawowy poziom aktywnos$ci katalazy i peroksydazy glutationowe;j
w komoérkach MM6 moze by¢ odpowiedzialny za ich wysoka oporno$¢ na dzialanie
nadtlenku wodoru. Znaczenie katalazy w komorkach THP-1 zademonstrowano przez
zastosowanie inhibitora, azydku sodu. Prowadzilo to do wzrostu wrazliwosci na H,0O,
komorek niezréznicowanych i zréznicowanych, aktywowanych pam3CSK4. W komoérkach
THP-1 i MM6 zaobserwowano najwigksze znaczenie peroksydazy glutationowej 1 i 4,
ktorych poziom ekspresji byl najwyzszy spos$rod analizowanych form. Komorki MM6
charakteryzowaly si¢ wyzsza podstawowag aktywno$cia enzymu, byla ona nastepnie
indukowana w wyniku réznicowania w obu liniach komoérkowych, oraz w wyniku aktywacji
receptora TLR2 w niezréznicowanych komorkach THP-1. Dodatkowo GPx-4 moze stanowié¢
wazny skladnik ochrony przed stresem oksydacyjnym wywotywanym przez sktadniki
powodujace uszkodzenia btony komodrkowej, tj. HoO,, system Fe/Asc, ze wzgledu na jej
zdolno$¢ do redukcji wodoronadtlenkoéw fosfolipidow, dzigki czemu przyczynia si¢ do
zahamowania procesu peroksydacji lipidow 1 ochrony przed uszkodzeniami oksydacyjnymi
btony komodrkowej. Dla GPx-1 pokazano role w ochronie przed stresem oksydacyjnym
wywotywanym przez wysokie stezenia parakwatu.

Dziatanie peroksydazy glutationowej zwigzane jest z Systemem regeneracyjnym
obejmujagcym glutation 1 reduktaze glutationowg. Podstawowy poziom glutationu
w komorkach MM6 byt znacznie wyzszy niz w komoérkach THP-1. Bylo to zwigzane

z wyzsza ekspresja podjednostek syntetazy y-glutamylocysteinowej (yGLCL): GCLM
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i GCLC, wplywajacg prawdopodobnie na wzrost aktywnosci YGLCL, enzymu decydujgcego
o szybko$ci reakcji syntezy glutationu. W wyniku réznicowania THP-1 dochodzilo do
wzrostu poziomu glutationu w komoérkach. Zahamowanie aktywno$ci syntetazy
v-glutamylocysteinowej prowadzito do spadku podstawowej opornosci komorek THP-1 na
nadtlenek wodoru oraz spadku zywotnosci w komoérkach THP-1 zrdéznicowanych
i aktywowanych pam3CSK4. Z wyzsza podstawowa aktywnos$cig peroksydazy glutationowej
wigzala si¢ wyzsza aktywno$¢ reduktazy glutationowej w komoérkach MM6. Wzrost
aktywnos$ci zaobserwowano, podobnie jak w przypadku pozostalych sktadnikow systemu
glutationu, w zroéznicowanych komoérkach THP-1 i po aktywacji receptora TLR2
w niezréznicowanych komorkach THP-1. Dodatkowo glutation wykorzystywany jest do
redukcji grup tiolowych w centrum aktywnym przez peroksyredoksyne 6 i glutaredoksyne,
a ekspresja PRDX6 wzrasta w komorkach stymulowanych pam3CSK4 oraz
w zroznicowanych komoérkach THP-1. Wskazuje si¢ na szczegdlna rolg peroksyredoksyny 6
w ochronie antyoksydacyjnej, podobnie jak GPx-4, ze wzgledu na ich unikatowa zdolnos$¢ do
redukcji wodoronadtlenkéw fosfolipidow. System glutationu stanowi zatem wazny element
w regulacji opornosci komorek na stres oksydacyjny.

Wazna czgscig ukladu antyoksydacyjnego komorek jest system tioredoksyny
zawierajacy: tioredoksyne, reduktaze tioredoksyny oraz inne enzymy wykorzystujace
tioredoksyne jako donora elektronow, np. peroksyredoksyny. Wskazuje si¢ na ich udziat
w ochronie przed stresem oksydacyjnym, a peroksyredoksyna moze by¢ bardziej efektywna
niz katalaza w usuwaniu nadtlenku wodoru ze wzgledu na wysokie powinowactwo do H,0s.
W wyniku réznicowania 1 aktywacji TLR2 zaobserwowano indukcj¢ ekspresji form
cytoplazmatycznych tioredoksyny, reduktazy tioredoksyny i peroksyredoksyny. Jednakze
inhibicja aktywnosci reduktazy tioredoksyny przy uzyciu auranofiny nie wptywata na
zywotnos¢ komorek narazonych na dziatanie H,O,, co wskazuje na mniej istotny udziat 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 w bezposrednim zaangazowaniu w reakcjach oksydacyjno-
redukcyjnych.

W komorkach MM6 inhibicja pojedynczego elementu systemu antyoksydacyjnego nie
wptywala na ich wrazliwo$¢ na H,0,. Prawdopodobnie wszystkie systemy uczestniczg

w ochronie antyoksydacyjnej i aktywne systemy sg zdolne zrekompensowa¢ brak systemow
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zdezaktywowanych. Dopiero rdwnoczesna inaktywacja kilku systemoéw moze doprowadzi¢
do widocznych zmian we wrazliwo$ci komorek na stres oksydacyjny.

W komorkach monocytow zaobserwowano znacznie wyzsza ekspresje wiekszos$ci
analizowanych gendéw systemu antyoksydacyjnego w porownaniu z liniami komorkowymi.
Wzrost ekspresji zaobserwowano w makrofagach M1, w ktorych dochodzito do silniejszej
indukcji analizownych skladnikow systemu antyoksydacyjnego niz w makrofagach M2.
W sytuacji rozpoznania liganda bakteryjnego dochodzito do indukcji ekspresji podobnego
profilu genow w monocytach i makrofagach (GCLM, TXN, TXNRD1, PRDX1, SOD2), co

moze $wiadczy¢ o istotnej roli tych elementow w regulacji homeostazy redoks.



