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Streszczenie

Transformujacy czynnik wzrostu-f jest endogenna substancja uczestniczacg w regulacji
wzrostu, a takze roznicowania komorek. Cytokina ta wykazuje poczatkowo dziatanie
prozapalne, pozniej za$§ immunosupresyjne. Uznaje si¢ ja za stymulator prawidtowej
regeneracji tkanek oraz wioknienia narzadoéw. TGF-f oddziatuje za posrednictwem re-
ceptorow typu I 1 II oraz czgsteczki pomocniczej - CD105. Celem niniejszej pracy byla
ocena ekspresji TGF- oraz CD105 w dolnych drogach oddechowych w warunkach
prawidtowych i w chorobach srédmigzszowych phuc (ang. interstitial lung diseases, ILD).
Stezenie izoformy TGF-B1 oznaczano metoda ELISA, wykorzystujac material z ptukania
oskrzelowo-pecherzykowego (ang. bronchoalveolar lavage, BAL), pochodzacy od
chorych z sarkoidozg (ang. pulmonary sarcoidosis, PS), samoistnym wioknieniem phuc
(ang. idiopathic pulmonary fibrosis, IPF), alergicznym zewnatrzpochodnym zapale-
niem pecherzykow plucnych (ang. extrinsic allergic alveolitis, EAA) 1 w grupie kon-
trolnej. Ekspresje CD105 zbadano dokonujac znakowania immunofluorescencyjnego,
potaczonego z odczytem cytometrycznym we wszystkich wymienionych grupach.
W przypadku chorych z PS 1 EAA oraz w grupie kontrolnej wykazano zblizony po-
ziom ekspresji TGF-B1. Znaczacy wzrost stgzenia TGF-B1 wykazano natomiast w IPF
(W poréwnaniu z grupa kontrolng). Stwierdzono tez, w tej jednostce chorobowej,
znaczaco wyzszy odsetek limfocytow BAL CD105+. Zaobserwowano takze znacznie
obnizong ekspresje CD105 na limfocytach pecherzykowych w PS. Podsumowujac,
TGF-B wykryto w catej przebadanej grupie osob. Wzmozona ekspresja tej cytokiny
cechuje chorobg IPF. Czasteczka CD105 jest powszechnie obecna w dolnych drogach
oddechowych na makrofagach, jednoczesnie wykazuje niska ekspresj¢ na limfocytach
pecherzykowych. Wyniki badan potwierdzaja niekorzystny udzial TGF-B w procesie
wioknienia ptuc oraz znaczenie reaktywnosci komorek zapalnych na te cytoking.
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Wstep

TGF-B nalezy do nadrodziny czynnikéw wzrostu liczacej ponad 40 biatek.
Wsr6d nich wyrdznia si¢ biatka, takie jak czynnik roznicowania wzrostu (ang.
growth differentiation factor, GDF), aktywiny czy biatka morfogenetyczne kosci
(ang. bone morphogenetic protein, BMP). Transformujacy czynnik wzrostu-f8
wystepuje u cztowieka w postaci trzech izoform: TGFB1, TGF-B2 oraz TGF-3.
Wszystkie trzy wykazuja podobienstwo strukturalne w 64-85% sekwencji ami-
nokwasowej, a masa kazdego z nich wynosi 25 kDa. Omawiane biatka sg ho-
modimerami, w ktorych kazda z podjednostek ma dlugos¢ 112 aminokwasow
polaczonych ze sobg za pomocg mostkow disiarczkowych. Poszczegolne izo-
formy ulegaja specyficzno-tkankowej ekspresji przy pomocy swoistych recepto-
row, aktywujacych szlaki sciezek sygnatowych (Morty 1 wsp., 2009).

TGF-B1 jest wydzielany przez komorki epitelialne, endotelialne, a takze
mig$niowe, poza tym przez fibroblasty oraz niemal wszystkie komorki uktadu
immunologicznego. Ekspresja TGF-B2 zauwazalna jest natomiast gtownie
w neuronach 1 komoérkach epitelialnych, podczas gdy TGF-B3 ulega ekspres;ji
w komorkach mezenchymalnych (Takenoshita 1 wsp., 2002).

Na podstawie doniesien naukowych mozna stwierdzi¢, ze kazda z przeds-
tawionych izoform bierze udzial w mechanizmach choréb uktadu oddechowego.
Brak ekspresji TGF-1 powoduje miedzy innymi wzmozong reakcj¢ zapalng or-
ganizmu, za$ mutacja w TGF-p2 skutkuje przerostem ptuc. W przypadku mutacji
TGF- B3 dochodzi natomiast do opdznionego rozwoju phuc (Shi, Warburton 2009).

Jednakze niniejsza praca zwrdci szczegdlng uwage na izoforme¢ TGF-B1,
a wiec cytoking zwigzang z procesem wioknienia ptuc. Jest to proces choro-
bowy, dla ktorego charakterystyczne jest nadmierne gromadzenie komorek ma-
cierzy zewnatrzkomorkowej (ang. extracellular matrix, ECM). Poprzez zaburze-
nie integralnosci pecherzykow phucnych oraz srédbtonka naczyn krwionosnych
dochodzi do aktywacji szeregu procesow immunologicznych. Zaliczy¢ do nich
mozna uwalnianie nadmiernej ilosci monocytow 1 limfocytow, ktore z kolei
indukujg wydzielanie cytokin. W ten sposob w swietle pecherzykow ptucnych
dochodzi do rozwoju procesu zapalnego, a w konsekwencji do wtoknienia ptuc.

Powszechnie wiadomo, Ze transformujacy czynnik wzrostu-f nalezy do
gtdownych czynnikow, ktore zapoczatkowuja odczyn zapalny, pobudzajac
dziatanie monocytéw, makrofagow oraz granulocytow, a takze indukujac wydzie-
lanie szeregu cytokin prozapalnych, takich jak IL-12 1 Interferon-y (IFNy). Jed-
nak z drugiej strony dziata on immunosupresyjnie poprzez hamowanie prolife-
racji limfocytow T 1 komorek NK (ang. natural killers) oraz blokowanie cytokin,
takich jak IL-6 czy czynnik martwicy nowotwordw a (ang. (ang. tumor necrosis
factor a, TNF-a) (Catkosinski 1 wsp., 2009). Proces wloknienia ptuc jest Scisle
zwigzany z produkcja TGF-B w szczegolnosci poprzez komdrki nabtonka oraz
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fibroblasty. Te ostatnie w odpowiedzi na wysokie st¢zenie omawianej cytokiny
produkuja elastyne, kolagen typu I 1111, fibronektyng oraz proteoglikany. W efek-
cie dochodzi do rozwinigcia procesu zapalnego w pecherzykach ptucnych.

Publikacje naukowe potwierdzaja wysoka ekspresj¢ TGF-B1 zar6wno
w hodowlach in vitro z eksperymentalnie wywotanym witoknieniem ptuc, jak
1 w plynie, pochodzacym z ptukania oskrzelowo-pgcherzykowego (ang. bron-
choalveolar lavage, BAL), pobranego od chorych z patologicznym widknieniem
phuc (Kapoun 1 wsp., 2006).

Pierwsze doniesienia o TGF-p sugerowaly, 1z moze on przyczyni¢ si¢ do
hamowania rozwoju procesu karcynogenezy poprzez supresje wzrostu komo-
rek nowotworowych oraz indukcje apoptozy. Kolejne badania uscislity jednak
te hipoteze, ze jest to mozliwe jedynie we wczesnych stadiach procesu progresji
nowotworu, gdyz w pdzniejszych etapach cytokina ta pobudza procesy neoan-
giogenezy, a ponadto posredniczy w tworzeniu przerzutow.

Transformujacy czynnik wzrostu-f3 jest nieaktywnym biologicznie biatkiem,
ktore moze ulega¢ aktywacji przy udziale enzymow z grupy proteaz. Zaktywo-
wany dziata za posrednictwem receptoréw: typu I 1 II. Ulegaja one ekspres;ji
w wiekszosci ludzkich komorek. Pierwszym etapem reakcji jest przylaczenie
TGF-B do receptora typu II, a nastepnie do receptora typu 1. Konsekwencja
wigzania ze swoistymi receptorami jest aktywacja szlaku przekazywania sygnatu
z membranowego kompleksu receptorowego do jadra komoérkowego z udziatem
wewnatrzkomorkowych przekaznikéw — bialek Smad. Receptorem pomocni-
czym dla TGF-B1 jest czasteczka CD105, znana rowniez jako endoglina. Jej
podwyzszong ekspresj¢ obserwuje si¢ u chorych z nowotworami, podczas stanu
zapalnego oraz w przypadku regeneracji tkanek (Dallas 1 wsp., 2008).

Niniejsza praca zwroci zas szczegolng uwage na okreslenie zmian ekspresji
TGF-B1 oraz receptora pomocniczego — czasteczki CD105 w dolnych drogach
oddechowych u chorych z chorobami srodmigzszowymi phluc (ang. interstitial
lung diseases, ILD), poréwnujac je do 0sob zdrowych.

ILD to grupa ponad stu chorob dolnych drég oddechowych. Wszystkie je
taczg podobne objawy kliniczne w obrebie ptuc, takie jak dusznos¢ wysitkowa,
zapalenie 1 widknienie srodmigzszu ptuc, zmiany rozsiane (widoczne w radio-
logicznym obrazie klatki piersiowej), czy zaburzenie wentylacji ptuc. Skutkiem
wymienionych zmian patologicznych w obrebie drog oddechowych jest niszcze-
nie struktury pecherzykow phlucnych oraz $rédmigzszu, ktore w nastepstwie
powoduja zaburzenie funkcjonowania ptuc (Gotecki, Jankowska 2005).

Jedng z najbardziej znanych chorob, zaliczanych do ILD jest sarkoidoza (ang.
pulmonary sarcoidosis, PS). Jednak pomimo dos¢ powszechnego wystepowania, jej
etiologia nadal pozostaje niezidentyfikowana. Ta przewlekta choroba ziarniniako-
wa objawia si¢ rozsianymi zmianami, najcz¢sciej w ptucach, w postaci komorek
nabtonkowych, a jej rozpoznanie odbywa si¢ za pomoca badania histopatologicznego



82 Ekspresja transformujqcego czynnika wzrostu-p1...

oraz radiologicznego obrazu klatki piersiowej. Mimo, ze 95% przypadkow dotyczy
zmian w obrebie phuc, choroba moze zaatakowac organizm pod postacig zapalenia
stawOw, rumienia 1 gorgczki. Ziarniniaki sarkoidozy zwigzane sg z nagromadzeniem
makrofagow oraz limfocytow Th, czego nastgpstwem jest odpowiedZ immunologicz-
na w postaci granulocytow, fibroblastow 1 ekspresji cytokin reakcji zapalnej (IFNy,
TNFa, IL6, IL-12). W konsekwencji dochodzi do zapalenia pecherzykow ptucnych,
a czasem do procesu wioknienia ptuc. Zwigzane jest to z profibrogennym dziataniem
makrofagow, indukujacych ekspresje ptytkopochodnego czynnika wzrostu (ang.
platelet-derived growth factor, PDGF), czynnika wzrostu fibroblastow (ang. fibro-
blast growth factor, FGF) oraz TGF- 3 (Jankiewicz-Ziobro 1 wsp., 2005).

Kolejng warta uwagi chorobg jest samoistne wioknienie phuc (ang. idiopathic
pulmonary fibrosis, IPF), ktore jest najczgsciej wystepujaca postacig samoistne-
go Srodmigzszowego zapalenia ptuc (ang. interstitial idiopathic penumonia, IIP).
Najbardziej charakterystycznym objawem klinicznym choroby jest postgpujace
wioknienie tkanki ptucnej. Podobnie jak w przypadku sarkoidozy, etiologia cho-
roby nie zostata poznana. Do og6lnie wystepujacych objawdéw mozna zaliczy¢
rowniez dusznos¢, suchy kaszel, ostabienie oraz zaburzenia wentylacji phuc.
Podczas rozwoju choroby dochodzi do produkcji szeregu czynnikéw chemo-
taktycznych poprzez uszkodzone komorki nabtonkowe oraz do ekspresji TGF-p,
PDGF, FGF, a takze insulinopodobnego czynnika wzrostu (ang. insulin-like
growth factor, IGF). W efekcie dochodzi do aktywacji 1 proliferacji fibroblastow
oraz tworzenia charakterystycznych, dla tej jednostki chorobowej, ognisk fibro-
blastycznych. Powstaja ztoza kolagenu, ECM, czego skutkiem jest zmniejszenie
powierzchni wymiany gazowej (Harari, Caminati 2010).

Ostatnig, istotng z punktu widzenia niniejszej pracy, chorobg ILD jest
zewnatrzpochodne zapalenie pecherzykow plucnych (ang. extrinsic aller-
gic alveolitis, EAA). W przeciwienstwie do wyze] opisanych chorob, czynnik
wywoluj acy EAA zostal dobrze poznany. Sg to antygeny, najczescie] pochodze-
nia orgamcznego ktore wigzg si¢ ze Srodowiskiem zycia pacjentow. Choroba ta
dotyczy najczesciej rolnikow 1 hodowcow, gdyz czynnikiem chorobotworczym
sg np. biatka wystepujace w surowicy gotebi czy odchodach kurczakow. W wy-
niku ekspozycji na takie czastki, antygeny dostaja si¢ do drég oddechowych
0sob na nie uczulonych. W efekcie dochodzi do nadprodukcji przeciwciat klasy
IgM oraz IgG, a nastepnie do tworzenia si¢ kompleksow antygen-przeciwciato,
charakterystycznych dla nadwrazliwosci typu III. W efekcie koncowym aktywo-
wany zostaje uktad dopetniacza, a kompleksy immunologiczne doprowadzaja
do aktywacji enzymow lizosomalnych, ktore uszkadzajg komorki pecherzykow
plucnych. Taka kaskada nastgpujacych po sobie procesow z udzialem
uktadu odpornosciowego zostata nazwana zewnatrzpochodnym zapaleniem
pecherzykow ptucnych (Wiatr 1 wsp., 2004).
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Material i metoda

W prezentowane] pracy wykorzystano material pochodzacy z ptukania
oskrzelowopecherzykowego. Jest to metoda diagnostyczna, ktéra umozliwia
analize komorek z oskrzelikow 1 pecherzykow ptucnych pod katem cytologi-
cznym, biochemicznym, a takze immunologicznym.

Pierwsza grupe stanowili chorzy na sarkoidozg, a uzyskany materiat
pochodzit od 16 pacjentow. W przypadku samoistnego widknienia pluc tresé
BAL pobrano od 9 chorych, za$§ alergiczne zewnatrzpochodne zapalenie
pecherzykow ptucnych posiadato 5 0sob. Siedmiu zdrowych pacjentoéw — ocho-
tnikow stanowito natomiast grupe kontrolng.

Zywotno$¢ komorek oznaczano poprzez barwienie w roztworze 0,2%
biekitu trypanu oraz liczenie w komorze Biirkera. Do uzyskania preparatow
wykorzystano 5-20 x 10* komorek, ktore nastgpnie wirowano przez 5 min przy
predkosci 80 g. Kolejnym etapem byto barwienie preparatow przy uzyciu tech-
nik Giemsy oraz hematoksylina-eozyna, a takze p6zniejsza obserwacja 1 analiza
w mikroskopie $wietlnym.

W celu oznaczenia stezen TGF-B1 wykorzystano immunoenzymatyczny test
ELISA (ang. enzyme linked immunosorbent assai). Technika ta charakteryzuje
si¢ zarowno wysoka czutoscig, jak 1 swoistoscig. Metoda polega na rozpoznaniu
1 zwigzaniu danego antygenu poprzez przeciwciato skoniugowane z enzymem.
Kolejnym etapem jest odptukanie nadmiaru niezwigzanych przeciwciat. Podczas
reakcji z substratem dochodzi do powstania produktu o okreslonej barwie. Do ni-
niejszej pracy uzyto zestawu Quantikine (R&D, numer katalogowy DHGO00) oraz
ptytki 96-dotkowej z przeciwcialem monoklonalnym przeciwko TGF-p1 (R&D,
numer katalogowy 893003). Pierwszym etapem reakcji byto dodanie do kazde;j
studzienki rozpuszczalnika o nazwie RD1-21 (numer katalogowy 895215). W dal-
szym etapie do wszystkich studzienek dodano po 50 ul odpowiedniego materiatu
BAL. Po 2-godzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej dokonano trzykrotne-
go ptukania kazdej studzienki w postaci dodania kazdorazowo po 400 ul bufo-
ru pluczacego. Po usunigeiu buforu dodano 100 pl poliklonalnego przeciwciata
anty-TGF-B1 sprz¢zonego z peroksydaza chrzanowg. Powtornie dokonano inku-
bacji oraz trzykrotnego ptukania, po czym dodano 100 ul roztworu substratu. Tak
przygotowang ptytke inkubowano przez 30 minut przy braku dostepu do $wiatta.
Reakcje¢ zatrzymano poprzez dodanie do kazdej studzienki po 100 pl 2M roztworu
H SO, (numer katalogowy 895032). Wyniki odczytano przy dtugosci fali 450 nm,
po czym sporzadzono krzywa kalibracyjna.

Zewnatrzkomorkowa ekspresja receptora CD105 byla oznaczana metoda
immunofluorescencji bezposredniej (ang. direct immunofluorescence, DIF). Do
odpowiednio podpisanych probéwek dodano po 100 tysigcy komorek BAL z wy-
branych chorob ILD oraz grupy kontrolnej. Badany materiat BAL inkubowano
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z 2,5 ul swoistego przeciwciata przeciwko czasteczce CD105, wyznakowanego
fluorochromem. Komorki BAL wraz z przeciwciatem inkubowano w ciemnosci
w temperaturze pokojowej. W kolejnym etapie dodano 2 ml roztworu PBS z 0,1%
azydkiem soduiwirowano przez 8 minut przy pre¢dkosci 300 g. Otrzymane nadsacze
zlewano, a osad zawieszano w 250 pl roztworu PBS z 2% formaldehydem. Tak
przygotowane probki analizowano przy pomocy cytometru przeptywowego.
Cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry, FCM) umozliwia okreslenie fe-
notypu 1 ilosciowe] analizy komorek w danej probee. Nalezy zapewni¢ ich linio-
wy przeptyw przez urzadzenie pomiarowe. Wowczas kazda komorka zostanie
naswietlona przez wigzke lasera. Takie dzialanie powoduje rozproszenie przez
nie $wiatla 1 nastepcza jego emisje przez zwigzane z nimi fluorochromy. Emisja
Swiatla jest nastgpnie przetwarzana na impulsy elektryczne, a ostateczny fenotyp
komorek analizowany jest przy pomocy komputera.

W niniejszej pracy wykorzystano cytometr przeptywowy FACScan, rejestrujacy
emisj¢ $wiatta w trzech kanatach o nastgpujacych dhugosciach: 530 nm (izotiocyja-
nian fluoresceiny, FITC, emitujacy $wiatto o barwie zielonej), 575 nm (fikoerytryna,
PE, emitujaca $wiatlo o barwie czerwonej) oraz 610 nm (fikoerytryna modyfikowa-
na cysteing 5, PeCy5, emitujaca $wiatlo o barwie ciemnoczerwone).

Wszystkie wyniki analizowano przy pomocy testu U Manna-Whitney’a. Za
znamienne statystycznie uznano wyniki dla p<0,05.

Wyniki

Immunoenzymatyczny test ELISA umozliwit okreslenie stezen TGF-B1 w wy-
branych chorobach srddmigzszowych ptuc. Tabela 1. przedstawia uzyskane wyniki.

Tab. 1. Stezenie TGF-B1 [pg/ml]

CHOROBA MEDIANA + SEM
PS 22,6 1,0
IPF 339+5%
EAA 235+13
GRUPA KONTROLNA 233+14
"<0,05

We wszystkich badanych chorobach wykryto ekspresje TGF-B1. Jednak za
znamienne statystycznie uznano jedynie chorych z samoistnym wtdknieniem phuc.

Stezenie TGF-B1 dla sarkoidozy 1 zewnatrzpochodnego alergicznego zapalenia
pecherzykow ptucnych byty zblizone do wynikéw uzyskanych w grupie kontrolne;.

Ekspresje receptora pomocniczego dla TGF-f1 stwierdzono zar6wno na
makrofagach, jak 1 na limfocytach pgcherzykowych.
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Tab. 2. Stezenie CD105 na makrofagach 1 limfocytach pecherzykowych [%)]

CHOROBA CD105 NA MAKROFAGACH | CD105 NA LIMFOCYTACH
MEDIANA + SEM MEDIANA + SEM
PS 59 +£6,3 72+0,6 *
IPF 75+4,4 239+58*
EAA 62+ 7 10,1 £2.5
GRUPA KONTROLNA 36+9,1 13+£34
p<0,05

Wszyscy chorzy wykazali wzrost ekspresji czasteczki CD105 na makro-
fagach pecherzykowych w porownaniu z grupg kontrolng. Najwieksza roznice
odnotowano w przypadku IPF, jednak wynik ten, podobnie jak pozostate, nie byt
znamienny statystycznie.

W przypadku limfocytow pecherzykowych odnotowano znamienny statys-
tycznie spadek stgzenia molekuty CD105 w grupie chorych z sarkoidozg. Podob-
ne wyniki uzyskano dla EAA, jednak brakowato tu znamienno$ci statystycznych.
Prawdopodobng przyczyna byta zbyt mata liczebnos¢ grupy z zewnatrzpochodnym
alergicznym zapaleniem pecherzykoéw phucnych. Za znamienne statystycznie uz-
nano natomiast wyniki chorych z IPF, gdzie odnotowano znaczny wzrost ekspresji
receptora pomocniczego dla TGF-B1 na limfocytach pgcherzykowych BAL. Infor-
macje dotyczace ekspresji czasteczki CD105 podsumowano w tabeli 2.

Whioski

Niniejsza praca potwierdzita obecnos¢ TGF-B1 w materiale BAL we wszys-
tkich grupach chorych. Ekspresja cytokiny w przypadku sarkoidozy oraz EAA nie
roznita si¢ znamiennie z grupg kontrolng. W przypadku samoistnego wtdknienia
phuc stwierdzono wyraznie podwyzszone stezenie TGF-B1. Otrzymane wyniki
w petni korelowaly z zatozeniami — transformujacy czynnik wzrostu-f jest si-
Inym czynnikiem profibrogennym, dlatego tez w chorobach nieprzebiegajacych
z wloknieniem ptuc nie oczekiwano podwyzszenia jego ekspresji. Analogicz-
nie, w przypadku IPF, a wiec choroby przebiegajacej z wtoknieniem ptuc, jego
stezenie byto znamiennie wyzsze.

Obnizong ekspresje receptora pomocniczego dla TGF-B1 stwierdzono na
limfocytach BAL u chorych z sarkoidozg oraz EAA. Mozliwe, ze limfocyty
pecherzykowe w wyzej wymienionych chorobach przyjmuja fenotyp komorek
efektorowych o profilu Th1. W przypadku samoistnego wtoknienia ptuc odnoto-
wano podwyzszong ekspresj¢ czasteczki CD1035, co potwierdza jej wspotudziat
z TGF-B1 w chorobach, przebiegajacych z procesem witdknienia ptuc.

Reasumujac, powyzsze badania potwierdzajg niewatpliwy udziat TGF-1 w pa-
togenezie chordb srddmigzszowych wraz z jego pomocniczym receptorem — biatkiem
CD105. Mozliwe, ze zablokowanie swoistych receptorow dla omawiane] czasteczki
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umozliwi zatrzymanie niekorzystnego widknienia ptuc, co moze spowodowa¢ opra-
cowanie potencjalnych metod leczenia dla samoistnego wioknienia ptuc. Ponadto,
czasteczka CD105 wydaje sie by¢ interesujacym celem badawczym dla eksperymen-
talnych metod terapii chordb, przebiegajacych z widknieniem pluc.
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